T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

DOKTORA TEZi

VITAMIN D’NIN NORON YASAMI VE
NORODEJENERASYON UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI

DUYGU GEZEN-AK

DANISMAN
PROF.DR. SELMA YILMAZER

TIBBIi BIYOLOJi ANABILIM DALI
TIBBIi BiYOLOJi PROGRAMI

ISTANBUL-2009




il

TEZ ONAYI

Asagida tamtinn yapilan tez, jiri tarafindan basarith bulunarak Doktora e

cdilmistir.
lo2 ./ % /2010

Drilaves DEFWALR

Enstitii Miidiirii (veks)
Kurum - Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Program Ad: : Tibbi Biyoloji
Programmn scyvivesi : Yiksek Lisans [ ] Doktora [X]
Anabilim Dah - Tibbi Bivoloji
Tez Sahibi : Duygu Gezen-Ak
Tez Baghg - Vitamin D nin Néron Yasamui ve Norodejencrasyon Uzerine Etkilerinin

Arastirilmasi
Siav Yeri - Cerrahpasa Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji A.D
Sinav Tarihi 122/ 0772009
Tez Sinav Jurisi
Unvanmi Adi Soyadi Universitesi. Fakiiltesi, Anabilim Dal S i e
) : (Tez dansmani, +ez izleme Lomitesi)id.cenraohpasa TP

I.Prof. Dr. Scima Yilmazer ) Tiobi E,.‘:,olo_i‘: AD.-

(Tez izteme l’.omt"‘l'f&?‘) (.. Cecrohpaso. Tip Fak.

3.Prof. Dr. Scniha Hacthanefioglu 1.0 . Cerranpasa TP Fake. Tibbi 3,30‘05" A

Fak. MCBEA

4.Dog. Dr. Arzu Kanbay Korkma z lzleme bom?‘\'c‘.ﬁ) \o Fen

Ve
5.Do¢. Dr. Hakan Girvit 5. istonbul Tip -ﬁnk.NE'roigj? b
- Dovroms NZcoldisl ve Hareket Booukiutlo

Bt



iii

BEYAN

Bu tez qéllsmas1mn kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik disi davramgimin olmadigim, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar iginde elde ettigimi, bu tez ¢aligmastyla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gdsterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine
aldigim, yine bu tezin galisilmasi ve yazimu sirasinda patent ve telif haklarin ihlal edici

bir davranisimin olmadig beyan ederim.

D GEZEN-AK

il




iTHAF

Anneme, babama, kardesime ve esime ithaf ediyorum.

v



TESEKKUR

Doktora egitimim ve bu ¢aligmanin her asamasinda, bilgi ve tecriibesiyle beni
yonlendiren, hi¢bir zaman destegini benden esirgemeyen, tiim zorluklar karsisinda beni
yiireklendiren, karsima c¢ikan her tiirlii sorunda ¢dziim yolu goésteren ve birlikte
calismaktan her zaman mutluluk duyacagim degerli danigmanim Sn. Prof. Dr. Selma
YILMAZER’e, gerek egitimim gerekse tezimde bana her tiirlii konuda yardim eden Sn.
Prof. Dr. Melek OZTURK’e, calismamda destegini esirgemeyen Anabilim Dali
Baskanimiz Sn. Prof. Dr. Turgut ULUTIN e, katkilar1 ve bilimsel destekleri ile Sn. Dog.
Dr. Arzu KARABAY-KORKMAZ’a, her zaman yanimda olan, beni her durumda
motive eden, ¢alismam boyunca destegini benden esirgemeyen, dostlugu ve yardim
severligi ile bulunmaz bir caligma arkadasi olan Sn. MSc.Erding DURSUN’a, tezimde
kullandigim tekniklerin ¢ogunu 6grenmemi saglayan ve bilimsel fikirleriyle 6niimde
yeni ufuklar acan  Sn.Prof.Dr. Sylvia CHRISTAKOS ve Sn.Do¢.Dr. Stella
ELKABES’e, c¢alismamin oOnemli bir kismii gergeklestirmemde desteklerini
esirgemeyen Sn.Prof.Dr. Ugur OZBEK e, Sn. Dr. Miige AYDIN’a ve Sn.MSc. Ozden
HATIRNAZ’a, caligmalarim siiresince yardimlarini esirgemeyen Sn. Dr. Matem
TUNCDEMIR’e, destegini hep yanimda hissettigim Sn. Dr.Fatma DAGISTANLI’ya,
dostlugunu esirgemeyen Sn. MSc. Gonca Emel KARAHAN’a ve Sn. MSc. Onur
BAYKARA’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman manevi ve maddi olarak bana destek olan, her tiirlii zorluga kars1
beni koruyup kollayan, sevgilerini tiim kalbimle hissettigim sevgili annem Neslinur
KARACASU’ya ve sevgili babam Cumhur GEZEN’e, en sikintili anlarimda yanimda
olan ve beni giildiirmeyi basaran sevgili kardesim Yigit Rasim GEZEN’e, uzun yillar
boyunca beni destekleyen, her tiirlii konuda bana yardimci olan ve yalniz birakmayan
sevgili esim Burgcin AK’a ve ailesi sevgili annem Maide AK’a ve sevgili babam

Prof.Dr. Coskun AK’a ¢ok tesekkiir ederim.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: T-942 / 06102006



vi

ICINDEKILER
TEZ ONAYT ..o, ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.
BEYAN ..ot ERROR! BOOKMARK NOT DEFINED.
ITHAF ..ttt ettt et s bt et eat e s bt et e entesaeeteeneesaeenneas I
TESEKKUR ..ottt en s en e, \Y%
TCINDEKILER ....coooeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e s eeen e Vi
TABLOLAR LISTESI....ccocuiiiiiniiiieiineinierie it seesiesens Xi
SEKILLER LISTES ... XVi
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ....coooviviiiieieeeeeceeeeeeeee e XX
L@ 720 2 LSS XXIII
ABSTRACT ....oviiiicieiieeiesise sttt XXIV
1. GIRIS VE AMAC ...ttt 1
2. GENEL BILGILER .......oiuiiiiiiieeeeeeeeeee et 4
2.1. Vitamin D (1,25 dihidroksivitamin-D3) .........ccccccevviiriiiiniiiicie e 4
2.1.1. Vitamin D metaboliZmast ...........coceevuiiiiriiiiiniiniieieiieeeeeeece e 4
2.1.2. VItamin D 1@SEePLOTT. .. .ceerurieiriiieeiiieeiie et esieeeriee et e e e e e ireeeieeeenee e saeeeenaeeens 6
2.1.3. Vitamin D’nin genomik olmayan fonksiyonlarina aracilik eden membran
JECI< 01 (0] 41 B OO PP PR PRSPPI 8
2.1.4. Vitamin D ve BEYIN ...coouiiiiiiiiiiiiiiee e 8
2.1.4.1. Beyinde vitamin D sentezi ve indirgenmesi...........cccceeveeeiueeniieniieeneesieenieenns 9
2.1.4.2. Vitamin D’nin noronlar tizerindeki koruyucu etkileri .............coceevieniennns 9
2.1.5. Vitamin D eKSTKIIZI ...c.eeveruiiriieiiiieiieieeeceee e 12
2.2, NOTOACJENETASYON ...cneeiutieniieeiiieeiie ettt et et te et e bt e st e bt e st e e bt e sabe e bt e sabeenbeesaeeenne 13
2.2.1. NOrodejenerasyon NEAIr? .........ocueeuierieeiiienie ettt ettt et s 13
2.2.2. Norodejeneratif hastaliKlar..........coooveeiiiiiniiiiniee 13
2.2.2.1. Norodejeneratif hastaliklarda protein birikimi.........ccooceeveviieninieniencnnene 15
2.2.2.2. Alzheimer Hastaligi’nin genel 6zelliKleri .........cooveiiieiiiiiiiniiiiiieeee, 17
2.2.2.3. Parkinson Hastaligi’nin genel 6zellikleri..........cocoevieniiiiiininniiiieeee, 17
2.2.2.4. Huntington Hastaligi’nin genel 6zellikleri...........ccooovevviieniiniiinnieniieceee. 18
2.2.2.5. Amiyotrofik Lateral Skleroz’un genel 6zellikleri...........ccceevvvveivenreeneennen. 19

2.2.2.6. Prion Hastalig1i’nin genel 6zelliKIeri ........c.coocvvevciieiciiiciieieceee e, 19



vii

2.3. Sinir Dokusunun Hiicresel Bilesenleri............coooviiiiiiiiiiiieeiiiieeeceee e 19
2.3, 1 NOTONIAT ...ttt st ettt et e st ebe e 19
2.3.2  NOTOGIIA ..ttt et ettt et e st eeaeeennes 28

2.4, SINIE SISTEII . c.uvetieniieiteiiterte ettt ettt ettt sbe et ettt et sstesbeetesaeesbeenaea 29
2.4.1. Merkezi Sinit SISTEMI....c..eeuveriieiiriieiieie ettt ettt 29
2.4.2. Beynin islevsel alanlart .........ccccooovieeiiiiiiiieee e 31

2.4.2.1. Serebral KOTtEKS. ........eeiuiiiiieiieiiieiieee ettt 32
2.4.2.2. LIMDBIK SISTEM ..cueiiiiiiiiiiiiiiiiesiteteeteste ettt s 35

2.5. Voltaj Kapilt Iyon Kanallari ..............cccoeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 39
2.5.1. Voltaj Kapili Potasyum Kanallart...........ccceeeuveeiiieeiiieeiiiecieceee e 41
2.5.2. Voltaj Kapili Sodyum Kanallart .........cc.coceveriiniiniiiiniicececeee 41
2.5.3. Voltaj Kapili Kalsiyum Kanallart ............ccocceeeiiieniiiiiiniiciieieceeeeeeeee 42

2.5.3.1. Voltaj Kapili Kalsiyum Kanallarinin Yapisi ve Fonksiyonlari.................... 43
2.5.3.2. Voltaj Kapili Kalsiyum Kanallarinmn Hiicre i¢i Dagilimi ve Diizenlenmesi45
2.5.3.3. Kalsiyum kanallarinin sinapslara hedeflenmesi...........ccccccceviiniieniiancnnnee. 47
2.5.3.4. Kalsiyum kanallarinin sitoplazmaya geri alinimi ..........cccoeceeveevieniencnnene. 47

2.6. Kalsiyum MetaboliZmas! ...........cccueevuierieeiienieeie et e e e 49
2.6.1. KalSTyum deNEST....cccuueeeiurieeiiieeiiieeiieeeieeesiee e e eeeteeetreeeaaeesreeesree e sseeeeneas 49
2.6.2. Yaslanmada kalsiyum dengesi..........ccceevueeriiniienieiiienie e 52

2.6.2.1. Yaglanma ile kalsiyum kanallarindaki degisiklikler ..............cccccceervienenne. 52
2.6.2.2. Yaslanma ile birlikte noron plazma membranlarinda bulunan kalsiyum
pompalarindaki deGiSiKIKIET..........ccoooiiiiiiiiiiiiiee e 53
2.6.2.3. Yaslanma ile birlikte beyin kalsiyum tamponlama sistemindeki degisiklikler
................................................................................................................................... 54
2.6.2.4. Yaslanma ile birilikte beyindeki kalsiyum birikiminin hiicresel mekanizmasi
................................................................................................................................... 54
2.6.3. Norodejenerasyon ve Kalsiyum Metabolizmast ..........ccceeeevverieeiienienieenneennen. 55

2.7. NOrotrofik FaKtOTIeT .....cocueiiiiiiiiiii e 58
2.7.1. Sinir Biiylime Faktorii (NGF) ..c..coooiiiiiiiiieeee e 61

2.8, KUGUK RNAIAT ...cciiiiiiiie ettt ettt e e e e eave e eeaneeens 65
2.8.1. MIKIORNAIAT ..ot 66

2.8.1.1. miRNA genomik yapis1 V€ DIOZENEZI ........eeeuveerriieeiieieiieeeee e 66

2.8.1.2. miRISC’in anahtar bilesenleri olan Argonaute proteinleri ...........ccceeueeee.e. 69



viil

2.8.2. Kiigiik miidahaleci RNA’lar (SIRNA) .....coioeiiiieiie et 71
2.8.3. Kiiltiirdeki memeli hiicrelerine siRNA gonderilmesi .........ccceeeevveeeciieenveennnnen. 73
2.8.3.1. Kimyasal ajanlarla sSiRNA aktarimi ...........ccoeeceeriiiiiiiniiiinienieeieeeeeee 73
2.8.3.2. siRNA ekspresyonu yapan vektorlerin aktartmi .........cccceeeveeneeenieneenennene 74
2.8.3.3. siRNA eksprese eden kasetlerin aktarimi i¢in viral metodlarin kullanilmasi
................................................................................................................................... 74
2.9. Primer NOTon KUIHIT .....cc.eeierieieieeiesceeee e 74
2.9.1. Primer Noron Kiiltlirliniin Hazirlanmast...........coocoiiiiiiniiiniieiciceeeee, 76
2.9.1.1. Primer noron kiiltiirii i¢in kullanilan canli tirleri .............cooveeeeeineeeeennnn... 76
2.9.1.2. Primer noron kiiltiiriiniin hazirlanacagi canli tlirliniin yasi.........cccceeueeneee. 76
2.9.1.3. DiSSCKSIYON ..uvviiiiiiiiieiieciie ettt ette ettt te et e sbeeteesaaeenbeessbeenseesnseenseensnas 77
2.9.1.4. Dokunun hiicrelere ayrilmast .......c..cocveeecieeeiiieniieecie e 77
2.9.1.5. Ozel hiicre populasyonlarinin eldesi.............ocoeueveuerevruereieererereeresseeeeeenns 77
2.9.1.6. Hiicre sayimi1 ve canli hiicrelerin gosterilmesi........c.coeeevvevienieeiieneenennene 78
2.9.1.7. Noronlarin beslenmesi ve yasatilmast.........ccoccveeveerieeciienienieeieceeeieeene 78
2.10. Ger¢ek Zamanl Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)................ 80
3. GEREC VE YONTEM ....c.ooviiiiioeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 81
3.1. Primer NOoron KUt DEneYIeri .......cccuieriieiienieeiieeieeieeee et 81
3.1.1. Embriyonik Giinlerin Belirlenmesi ve Embriyolarin Eldesi.........c..ccccceoueneee. 81
3.1.2. Kiiltiir petrilerinin hazirlanmasi ............cccuveeciieeiiieccieeee e 84
3.1.3. Leibovitz 15 + (L-15+) kiiltiir medyumunun hazirlanmast .............ccceceeneennee. 84
3.1.4. Norobazal + (NBM+) kiiltiir medyumunun hazirlanmast...........c.ccccceeeveennennnee. 85
3.1.5. Serebral Korteks ve Hippokampus Disseksiyonu.............ccoeevveeieeriienieenneennen. 85
3.1.6. Primer hippokampal ve kortikal néron kiiltiirlerinin hazirlanmasi................... 86
3.1.7. Hemasitometri ile hiicre sayiminin yapilmasi........ccccoeveerieeiienieenienieeieenee. 87
3.1.8. Ekimi yapilan ndronlarin olgunlagmast ...........ccceverrverieniniieniencnieneeieeeee 88
3.1.9. Kiiltiirdeki hiicrelerin noron/glia ayriminin yapilmasi..........ccceeevveeveereenneennnen. 89

3.2. Primer Hippokampal Ve Kortikal Noron Kiiltliriinde Gergeklestirilen Uygulamalar

....................................................................................................................................... 91
3.2.1. Vitamin D Uygulamalari...........ccceeeeieriiiieeiiieeiiee e e 91
3.2.2. SIRNA Uygulamalari..........coceevueriiniriiiniinieeienieneeesteeetese e 92

3.2.2.1. Kullanilan siRNA’larin dizileri:.......cccooeeviinieniniienieeeieeeeeeeeeeeee 92

3.2.2.2. Transfeksiyon medyumunun hazirlanmasi ve siRNA uygulanmasit:............ 93



X

3.2.3. Primer kortikal néron kiiltiirii deney gruplart ..........ccceeeevveevciveencieeeiieeeiee e, 93
3.2.4. Primer hippokampal n6ron kiiltiirii deney gruplari........c..ccccveevcvveeecieeenieeennnen. 94
3.3. Primer Néron Kiiltiirlerinden Total RNA 1zolasyonu ..............ccccevevevevevcuenennnne. 95
3.3.1. Orneklerin RNA miktarlarinm ve safligmin 81¢ilmesi.............ococovevevevrvnnnen. 96
3.3.2. 1. NOIMAlIZASYON ..eeeuivieeiiieeiiieeiieeeiiee et e eite e et e eteeesaeeesabeeesnseeesnseeennseeenneas 96
3.3.3. CDNA SENLEZI ..cuviiiiieiieiieete ettt ettt ettt st 96
3.3.4. cDNA’larin sulandirtlmast..........cocuieiiiiiiiiiiiiieee e 98
3.4. Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR).................. 98
3.4.1. qRT-PCR yonteminin standardiZaSyonU.............ccceeeveerieerieenneenreenieenieenneeennes 98
3.4.2. 2. NOIMAlIZASYON ..eecuvvieeiiieeiiieeiieeeiteeeiteeeiteeeteeeeteeesseeessseeesnseeessseeensseesnssens 98
3.4.3. Deneylerde kullanilan qRT- PCR Primerleri ve Tagman Problari ................... 98
3.4.4. Deneylerde kullanilan primerlerin sulandirilmast..............cccoeoveviiiniinciiennnn, 100
3.4.4.1. GAPDH ve ACTB primerlerinin hazirlanmast............cccccceevvervienirennnnnne. 100
3.4.4.2. HPRT, LVSCC A1C, VDR ve Siklofilin B primerlerinin hazirlanmasi....100
3.4.5. qRT- PCR reaksiyon karigiminin hazirlanmasi ..........cocoeeeviiiiniininicneennen. 100
3.4.5.1. qRT-PCR Sicaklik DONGUST ......covveeiiiriiieiieiieeiieeie e 102
3.5. NGF Miktarinin OIGHMITL ........cvoveveveeieeeeeeeeeeeeeeeeeee et 102
3.6. SitOtoKSiSite OLGHMI.........veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eea. 103
3.7 ISEALSTK ..ot n e 104
3.7.1. Sitotoksisite ve NGF Ol¢timlerinin Analizi...........cccoeeeeueeeeeeeeieeeennn. 104
3.7.2. qRT-PCR Deneylerinin ANAliZi.........ccccceeeveerieniieniienieeieeeie e eiee e 104
3.8. Deneylerde Kullanilan Stok Solusyonlarin Hazirlanmast ..........cccccccveeeieeennenn. 105
3.8.1. %3,7 Paraformaldehid sollisyonunun hazirlanmasi...........ccccceceneeninicneennens 105
3.8.2. 1,25 a-dihidroksivitamin Dj stok soliisyonunun hazirlanmasi ....................... 105
3.8.3. Stok siRNA’larin hazirlanmasi ..........cccceoeriiniiiinienieeeeeeeee e 106
3.8.4. RNA izolasyon kiti igerigi (High Pure RNA Isolation Kiti Roche 11 828 665
D0 T) ettt ettt h bt e s a et et e bt ettt eeheebeentesneentean 107
3.8.5. Lightcycler 480 Probe Master Kiti (Roche 04707494 001) igerigi ................ 108
4. BULGULAR ......ooiiteeeetee ettt ettt et ssaesse e s e esaenseenaeesaenseenne e 109
4.1. Floresan Mikroskopik Degerlendirme .............cocueeviieniiiniieniieiecieeieeie e 109
4.2. Sitotoksisite OlGHM SONUGIATT.............ceiieeeeeeeeeeeeeeeeeee et 113
4.2.1. Primer kortikal ndron kiiltiirii sitotoksisite 6l¢iim sonuclart........................... 113

4.2.2. Primer hippokampal ndron kiiltiiriinde sitotoksisite dl¢lim sonuglart ............ 115



4.3. siRNA Uygulamasi (Post Transkripsiyonel Gen Susturulmasi-PTGS Y ontemi)

SOMUGLATT ..ttt et e e e et e e e tb e e saaeesaseeesareeesaseeensseeennns 115
4.3.1. Primer kortikal noron kiiltiirii Sonuglari.............ccoueeeevieeiiiiiiiiceie e, 115
4.3.1.1. VDR mRNA seviyelerindeki degisimler ............ccceeevvvreriiiincieeniieeieeenne, 115
4.3.1.2. Siklofilin B mRNA seviyelerindeki degisimler..........c..ccoceeverienienuennenne. 124
4.3.1.3. L-tipi voltaj duyarli kalsiyum kanali A1C (LVSCC A1C) mRNA
seviyelerindeki deGisimIer ..........ccooiiiiiiiiiiiiii e 132
4.3.2. Primer hippokampal néron kiiltlirii sonuglart ..........cccceeverieniininiininncnnene. 141

4.3.2.1. Primer hippokampal noron Kkiiltiirline 12 saat siireyle yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucunda 24. saatteki VDR mRNA seviyelerindeki degisimler.....141
4.3.2.2. Primer hippokampal noron Kkiiltiirline 12 saat siireyle yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucunda 24. saatteki Siklofilin B mRNA seviyelerindeki degisimler

4.3.2.3. Primer hippokampal noron Kkiiltiirline 12 saat siireyle yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucunda 24. saatteki LVSCC A1C mRNA seviyelerindeki

4 (53 o153 1511 (2 SRS RR 145
4.4. NGF OlgUM SONUGIATT ......vvvivieieeeeeeeeeeeee e 147
4.4.1. Primer kortikal néron KGIEHIT .......oooveeiiieiiieiieiieieeeee e 147
S.TARTISMA ..ottt ettt ettt et e bt et saeees 150
KAYNAKLAR .ottt ettt ettt et e st e it e ntesneeseenne e 158
ETIK KURUL KARARI ..ottt 165

OZGECMIS ... 166



X1

TABLOLAR LISTESI
Tablo 2-1: Baz1 genlerin ekspresyonunda rol alan VDRE tipleri ve dizileri (10). ........... 7
Tablo 2-2: Vitamin D’nin sinir sistemi iizerindeki molekiiler ve hiicresel etkileri (1, 3).
........................................................................................................................................ 11
Tablo 2-3: L-tipi voltaj duyarl kalsiyum kanallarinin bulundugu yerler ve fonksiyonlari
........................................................................................................................................ 45
Tablo 2-4: Kii¢iik RNA’larin siniflandirilmasi ve gorevleri (92).......ccoccvveveieenciveennennne 65
Tablo 3-1: Kullanilan kalip RNA ve primer karigiminin i¢erigi .........ccecceerveereeneeennens 96
Tablo 3-2: RT reaksiyonunda kullanilan maddelerin konsantrasyonlart........................ 97
Tablo 3-3: HPRT prob ve primerlerinin 6zelliKIeri...........cooceevervieniiiiniiinieciieceee 99
Tablo 3-4: L-VSCC A1C prob ve primerlerinin 6zelliKleri ...........cceevevierciieencieeennene 99
Tablo 3-5: VDR prob ve primerlerinin 6zelliKleri...........ccoeoeeviiiiiiniiiiiiiiieieieeen, 99
Tablo 3-6: Siklofilin B prob ve primerlerinin 6zellikleri ........c..ocevvveviiniinienienennene. 100
Tablo 3-7: qRT- PCR reaksiyon Kari$imi..........cccoeeveeiieniieniieniiecieeeecie e 101
Tablo 3-8: qRT-PCR sicaklik dONGUST.........cceeevvieeriieeiieeciie e 102
Tablo 3-9: siRNA stok sollisyonun hazirlanmast .............cocceeeiiiiiiininniinieiieeeeee, 106
Tablo 3-10: RNA 1z0lasyon Kith 16eIIZ1 ...ccuvievieriieriieeiieiieeieeiie ettt 107
Tablo 3-11: RNA izolasyon kiti soliisyonlarinin hazirlanist ..........c.ccoeceveeiinenenene. 108
Tablo 3-12: LightCycler 480 Probe Master karigiminin i¢erigi ..........ccccveeveveeerveeennnen. 108

Tablo 4-1: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirtlmasi. .........ccccooceeveiienienennene. 116
Tablo 4-2: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmig deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajani uygulanmis kontrol grubu ile
KarSIaStITTIMASL. .....oeiiiiiiii et e et e e e et e e e eabe e e e eeraeeeen 117
Tablo 4-3: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol grubu ile
KarS1aStIrIMAaSL. ....ooiiiiiiiie e et e et e e e e araeaeeans 117
Tablo 4-4: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile
KaArSHASEITTIMASL. ..ccuvviieiiicciie ettt ettt e e e et e e e e aree e 117



Xii

Tablo 4-5: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmast. ..........cccoeeeveevcieeenneennnnen. 119
Tablo 4-6: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajani uygulanmis kontrol grubu ile
KaArSHASEITTIMASL. ..ccuvvieiiiiceiie ettt ettt e et e e e tre e e anee e 120
Tablo 4-7: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol grubu ile
KarSHaStITTIMASI. ..c..vveieiiicciie et et e eaeeeaes 120
Tablo 4-8: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile
KarSIaStITTIMASL. ....oeiiiiiiii ettt e e e et e et e e e eeraeeeen 120
Tablo 4-9: 12 saat siireyle VDR siRNA + 107 M Vitamin D uygulanmis deney
grubunun VDR mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmig grup ile
KarS1aStIrTIMASL. ....oeiiiiiiie e et e et e e e araeaeeans 121
Tablo 4-10: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmast. ..........ccccoeeveevieniienennnnn. 122
Tablo 4-11: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajan1 uygulanmis kontrol grubu ile
KarSIaStITTIMASL. ....eeiiiiiiii ettt e e et e et e e e eeraeeeen 123
Tablo 4-12: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol grubu ile
KarS1aStIrImMaSL. ....ooiiiiiiic e et e et e e e earaeaeeans 123
Tablo 4-13: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile
KarSHASTITTIMASL. ..cevviieiiicciie ettt ettt e et e e ae e e aree e 123
Tablo 4-14: 6 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmast............................. 125
Tablo 4-15: 6 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajan1 uygulanmis kontrol grubu ile
KarS1aStirImMaSL. ....ooiiiiiiiii et e e et e e araeaeeans 126
Tablo 4-16: 6 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmig negatif kontrol
grubu ile Karsilagtirilmast.........ceeevieeiieiiiiii e 126



Xiii

Tablo 4-17: 6 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmis deney grubu ile
KarSIaStITTIMASL. .....oeiiiiiiii et e et e e et e e e eeraeaeen 126
Tablo 4-18: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmig deney grubunun Siklofilin
B mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi. ....................... 128
Tablo 4-19: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin
B mRNA ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajani uygulanmis kontrol grubu ile
KarSHaStITTIMASL. ...c.vviiiiiiceiie ettt et eans 128
Tablo 4-20: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmig deney grubunun Siklofilin
B mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilagtirtlmast.........c.oooiiiiiiiiiii e 128
Tablo 4-21: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmig deney grubunun Siklofilin
B mRNA cekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmis deney grubu ile
KarS1aStIrTIMASL. ....oeiiiiiiie e et e et e e e araeaeeans 129
Tablo 4-22: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmig deney grubunun Siklofilin
B mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA+ 107 M Vitamin D uygulanmis deney
grubu ile Karsilagtirilmast.........c.eeeuieiiiiiiiiii e 129
Tablo 4-23: 24 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin
B mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi. ....................... 130
Tablo 4-24: 24 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmig deney grubunun Siklofilin
B mRNA ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajanit uygulanmis kontrol grubu ile
KarS1aStIrIMASL. ....oeiiiiiiiie e et e et e et e e e e araeaeeans 131
Tablo 4-25: 24 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmig deney grubunun Siklofilin
B mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile Karsilagtirilmast........cc.eeeuieiiiiiiicii e 131
Tablo 4-26: 24 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin
B mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmis deney grubu ile
KarSHaStITTIMASL. ....vviiiiiicciie et et eaeeenens 131
Tablo 4-27: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilastirilmast............ccccc.u....... 133
Tablo 4-28: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajan1 uygulanmis kontrol grubu ile

KaArSHASEITTIMASL. ..ccuvviieiiicciie ettt et e et e e ae e e aree e 134



X1V

Tablo 4-29: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilagtirtlmast.........c.oooiiiiiiiiii e 134
Tablo 4-30: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubu ile
KarS1laStirlmaSL. ....ooeeiiiiie et e et e e e e araeaeeans 134
Tablo 4-31: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile kargilagtirilmast.........cc.cccceenenneee. 136
Tablo 4-32: 12 saat silireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajan1 uygulanmis kontrol grubu ile
KarSIaStITTIMASL. ....oeiiiiiiii ettt e e e et e et e e e eeraeeeen 137
Tablo 4-33: 12 saat silireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmig negatif kontrol
grubu ile Karsilastirimast.......c.ccecieieiiieeiiece e 137
Tablo 4-34: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubu ile
KarSHASEITTIMASL. ..ecuvviiiiiicciie ettt et e et e e e e aree e 137
Tablo 4-35: 12 saat siireyle VDR siRNA + 107 M Vitamin D uygulanmis deney
grubunun LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmis grup
1l Karstlagtirilmast. .......ocouviiiiiie e e 138
Tablo 4-36: 24 saat silireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi............ccccc......... 139
Tablo 4-37: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajan1 uygulanmis kontrol grubu ile
KarSHASTITTIMASL. ..cevviieiiicciie ettt ettt e et e e ae e e aree e 140
Tablo 4-38: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile Karsilagtirilmast.........c.ooouiiiiiiiiiiiie e 140
Tablo 4-39: 12 saat silireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubu ile
KarSIaStITTIMASL. .....oeiiiiiiiii et e et e e e et e e e e eearaeaeens 140
Tablo 4-40: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA

ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirtlmast. ...........ccceeeveevienieeneenen. 142



XV

Tablo 4-41: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol grubu ile
KarSIaStITTIMASL. .....oeiiiiiiii et e et e e et e e e eeraeaeen 142
Tablo 4-42: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile
KarS1aStirIImMaSL. ....ooeiiiiiie e et e et e e e araeaeeans 142
Tablo 4-43: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmig deney grubunun Siklofilin
B mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi. ....................... 144
Tablo 4-44: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmig deney grubunun Siklofilin
B mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilagtirtlmast.........c.oooiiiiiiiiiii e 144
Tablo 4-45: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmig deney grubunun Siklofilin
B mRNA cekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmis deney grubu ile
KarS1aStIrTIMASL. ....oeiiiiiiie e et e et e e e araeaeeans 144
Tablo 4-46: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile kargilagtirilmast.........cc.cccceenenneee. 146
Tablo 4-47: 12 saat silireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilagtirtlmast.........c.oooiiiiiiiiii e 146
Tablo 4-48: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC Al1C
mRNA ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmig deney grubu ile
KarS1aStIrIIMaSL. ....oeiiiiiiee e et e et a e e e araeaeeans 146
Tablo 4-49: 24 saat silireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron kiiltiiriine ait
gruplarin  24. saatteki NGF miktarlarinin  gruplar arasinda istatistiksel olarak

KaArSHASEITTIMASL. ...cuvviiiiiicciie ettt et e e et e e ae e e anee e 149



XVvi

SEKILLER LiSTESI
Sekil 2-1: Vitamin D metabolizmast (14)......ccccuieiieiiioiiiiiieiieeece e 6
Sekil 2-2: Beyinde vitamin D metabolizmast (3) ......ceeeveeeiiiiiieniieiienieeieeee e 9
Sekil 2-3: Beyindeki olas1 Vitamin D sinyal yolagt (3)......cccccceevveeirienieniienieeiieieeee, 10
Sekil 2-4: Farkli nérodejeneratif hastaliklarda goriilen protein birikimleri (39). ........... 15
Sekil 2-5: Hiicre ici ve hiicreler arasi alanda protein birikimlerinin olusumu (39). ....... 16
Sekil 2-6: Dendritik dikenler (51)......cocuiiiiiiieiieeeeeeeeee e 21
Sekil 2-7: Noronun genel yapist (49)....ccceeevieeiieiieeieeieeeee ettt 24
Sekil 2-8: Noronlarin morfolojilerine gore simiflandirtlmasi (51). ....cccveevevveencieeennnennee. 26
Sekil 2-9 Merkezi sinir sisteminin 7 ana bolgesi (52). ....eeveevriienieiiiieiieeiieeeeieeeeee 31
Sekil 2-10: Serebral korteksin anatomik yapist (56). ......coccveevvierieriieniieniienieeieeieeeee 33
Sekil 2-11: Serebral korteksin iglevsel alanlart (56).........cccceeevierieeciienieeiienieeieeieeeee. 35
Sekil 2-12: Hippokampusun anatomik yapis1 (56). ....ccceeeevveeeciiieriiieeiieeeiee e 37
Sekil 2-13: Cesitli voltaj kapili iyon kanallarinin yapisal 6zellikleri (57)........cceuue..e. 40
Sekil 2-14: Prokaryotik ve Okaryotik organizmalarda voltaj kapili iyon kanallarinin
FTLOZENIST (57) vt envteeeiieiieeie ettt ettt et e et e st e e beessteebeesaaeesseessseenseessseesseansseensaens 41
Sekil 2-15: Kalsiyum kanali al alt iiniteleri dizi benzerlikleri (61) ........ccceveeveeennennnee. 43
Sekil 2-16: Voltaj Kapili kalsiyum kanalt (61).......cccceeieniiiiniiniiiiciceeee 44
Sekil 2-17: Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 yardimer alt tiniteleri (62)..........cccceuenee.e. 44

Sekil 2-18: Voltaj kapili kalsiyum kanallarinin RGK ailesi ile iligkili proteinler
tarafindan dUzenlenmesi (62)........cuieeuiieiiieeiiie ettt eree e e e eeeaeas 46

Sekil 2-19: Voltaj kapil1 kalsiyum kanallarinin adaptoér proteinler ile diizenlenmesi (62).

........................................................................................................................................ 47
Sekil 2-20: Voltaj kapili kalsiyum kanallarinin G proteini iliskili reseptorler ile
AUZENIENIMEST (74). 1eeeerieeeiie ettt et e et e e et e e e te e e saeeeaaeeesbeesssaeessseeessseaessseeennsenans 48
Sekil 2-21: Voltaj kapili kalsiyum kanallarinin ORL1 ile lizozomlara yonlendirilmesi
(02). ettt sttt et a e sheeae et 48
Sekil 2-22: Voltaj kapili kalsiyum kanallarinin GABAP ile endozoma alinmasi ve
SAKIANINAST (02). ..evveeiiieeeiiieeetieeetee et e e sttt e etteeetreeeteeesbeeessbeeesseeessseeessseeessseeensseeennseeans 49
Sekil 2-23: Hiicre i¢i kalsiyum dengesini saglayan kanallar ve pompalar (80). ............ 50
Sekil 2-24: Kalsiyum ile tetiklenen apoptoz (81). ...cceeeeveeeieeciienieeiieieeieeee e 51

Sekil 2-25: Kalsiyum ile tetiklenen nekroz (82).......ccceecvveeieeciienieeiieieeieeee e 51



Xvil

Sekil 2-26: Bozulan kalsiyum dengesinin norodejeneratif hastaliklar iizerine etkisi (84).

........................................................................................................................................ 55
Sekil 2-27: Alzheimer hastaliginda APP islenmesindeki degisikliklerin néron kalsiyum
dengesi UZerine KIS (84). ...eeiiieiieiiieiieeiie ettt ettt ete et e et seeenbeenaeeens 57
Sekil 2-28: Farkli norotrofik faktorlerle uyarilan néronlar (87). .....ccccevevvierveeiienneennen. 58
Sekil 2-29: Noronlarin norotrofik faktorlerle bagli olarak farklilasmasi (87). ............... 59
Sekil 2-30: Norotrofik faktorler ve reseptorleri (87). ..oovierieeiieiieiiieieeieeeeeeeee e, 60
Sekil 2-31: Norotrofik faktor hipotezi (87)......ccueevvierieeiiieiieiieie et 62
Sekil 2-32: NGF’ye bagli hiicre sagkalimi ve apoptoz (87). .....cccveevvveereenreeieeiieenreenne 63
Sekil 2-33: NGF gen terapisinde transgenik hiicrelerin hastaya transplantasyonu (90). 64
Sekil 2-34: Metazoa miRNA OrneKIeri (91). ..ocvvveeieeeeiieeiieceeeee e 67
Sekil 2-35: MIRNA 1S1enmMEST (94). ..oeeeiiieiieeeee e e 68
Sekil 2-36: miRNA ve siRNA’larin biogenezi (91). ....cccoevvvveeiienieiciiiieeieeeeeieeeee 69
Sekil 2-37: Ago proteinin yapis1 (93). c..eeeviiieriieeiieeiee e e 69
Sekil 2-38: Ago proteininin miRNA ve siRNA’larin biogenezindeki rolii (94)............. 70
Sekil 2-39: Ago 2 tasiyan miRNP ile hedef RNA’nin kesilmesi (94). .....cccceovevveniennene 70
Sekil 3-1: Vajinal yayma preparatinda sigan sperminin gorintiisii. ........cc.cceceeveeruennene. 82
Sekil 3-2: Hamile siganlardan sezaryen yontemiyle embriyolarin eldesi....................... 82
Sekil 3-3: Sican embriyolarinin amniyon kesesinden ¢ikartilmasi...........ccoeceeeieenennee. 83
Sekil 3-4: 16 giinliik sican embriyolarinin gorintlisti.........cceeeveerverciienieniierieeieeieeeee. 83
Sekil 3-5: 18 giinliik sican embriyolart gOrintlisii........ccveeveeeriierieeiieeieeie e 83
Sekil 3-6: Embriyodan elde edilen beyin gorintiisii..........cceeevuveercieeecieeniieeeiee e 86

Sekil 3-7: Embriyodan elde edilen total beynin (A) ve hippokampusun (B) stereo
mikroskop altindaki gOrintlisil. .........c.eeovieriiiiieiieeieee e 86

Sekil 3-8: Hemositometreye yiiklenen hiicrelerin invert mikroskop altindaki goriintiisii

Sekil 3-9: 3 giinliik primer hippokampal (A) ve kortikal (B) ndronlarin faz-kontrast
mikroskobu ile goriinlisll, BUYTIME 20X ...cc.eeeivieiiieiieiieeiieee et 88
Sekil 3-10: 7 giinliik primer hippokampal (A) ve kortikal (B) ndronlarin faz-kontrast
mikroskobu ile goriinlisli. BUyltme 20X .......cccveeviieeiiieeiiee e 88
Sekil 4-1: 7 giinliik primer hippokampal ndron kiiltiirlinde ndronlar ve glia hiicreleri

GOTUIMEKLIEAIT. ...ttt ettt e e et e e sabeenseesenas 110



XViil

Sekil 4-2: 7 gilnliik primer kortikal ndron kiiltiirlinde ndronlar ve glia hiicreleri
GOTUIMEKEEAIT. ...eievieeiie et et sre e e e e e snaeeenreas 111
Sekil 4-3: 14 giinliik primer hippokampal néron kiiltiiri goriilmektedir...................... 112
Sekil 4-4: 6 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal noron kiiltiiriine ait tim
gruplarin 24. saatteki LDH miKtarlari...........cccooevieviiniioniiiiieieceeeece e 113
Sekil 4-5: 12 saat silireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron kiiltiiriine ait tiim
gruplarin 24. saatteki LDH miktarlari..........cccccoooiiiiiiiiiniie e, 114
Sekil 4-6: 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal ndron kiiltiiriine ait tim
gruplarin 24. saatteki LDH miKtarlari...........cccooevievieniieniiiiieieceecece e 114
Sekil 4-7: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer hippokampal néron kiiltiiriine ait
tiim gruplarin 24. saatteki LDH miktarlari. .........cccooooiiiiniiiiiee e 115
Sekil 4-8: 6 saat siireyle siRNA uygulanmig primer kortikal ndron Kkiiltlirline ait
gruplarin 24. saatteki VDR MRNA SeVIYeleri. ......cccuevvieriieiiieiieeiieieceeiee e 116
Sekil 4-9: 12 saat silireyle siRNA uygulanmis primer kortikal noron Kkiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki VDR mRNA ekspresyon seviyeleri. .....c.ceoervverieneeieneenennnene 119
Sekil 4-10: 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal ndron kiiltliriine ait
gruplarin 24. saatteki VDR mRNA ekspresyon seviyeleri. .......ccoccvevierciienienieeneennee. 122
Sekil 4-11: 12 ve 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron kiiltiirline ait
gruplarin 24. saat VDR mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimler. ..................... 124
Sekil 4-12: 6 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal ndron kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki Siklofilin B mRNA ekspresyon seviyeleri........cccceerverveenenne. 125
Sekil 4-13: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal noron kiiltliriine ait
gruplarin 24. saatteki Siklofilin B mRNA ekspresyon seviyeleri.........ccoceevverienuennee 127
Sekil 4-14: 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal ndron kiiltliriine ait
gruplarin 24. saatteki Siklofilin B mRNA ekspresyon seviyeleri........ccoceevierveenennee. 130
Sekil 4-15: 6, 12 ve 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron kiiltiiriine
ait gruplarin 24. saat Siklofilin B mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimler........ 132
Sekil 4-16: 6 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal ndron kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saat LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyeleri. .......cccuevveerierveeneennen. 133
Sekil 4-17: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal noron kiiltliriine ait
gruplarin 24. saat LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyeleri. ........ccoceeveevuereenuennnene 136
Sekil 4-18: 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal ndron kiiltlirline ait
gruplarin 24. saat LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyeleri. .......ccceeeveereerveeneennen. 139



X1X

Sekil 4-19: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer hippokampal néron kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki VDR mRNA ekspresyon seviyeleri. .......ccceevveercieencreeenneeennen. 141
Sekil 4-20: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer hippokampal ndron kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saat Siklofilin B mRNA ekspresyon seviyeleri..........cccceeveveenveneeeneenee. 143
Sekil 4-21: 12 saat silireyle siRNA uygulanmis primer hippokampal ndron kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saat LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyeleri. ......ccccoeeveereveeenneeennnen. 145
Sekil 4-22: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki NGF miktarlari..........cccccoovvieiiiiiiinieiiieieeeeee e, 147
Sekil 4-23: 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal ndron kiiltliriine ait
gruplarin 24. saatteki NGF miKtarlari.........cccccooeiiieiiiieniiieieeeeeeeeee e, 148



1,25(0H,)D;

25-OHD

25-OHD-1a-hidroksilaz

Ago
AH
ALS
APP
AR-JP
ATF
AP
CHOP
CICR
COX-2
Cu
CYP27
DAPI
DEAD-box helicase
DER
DLB

DRPLA

ds
dsRBP
Fe
FITC

FLD
FRDA

FTDP-17

XX

SEMBOLLER / KISALTMALAR LiSTESI

Vitamin D, 1,25-dihidroksivitamin-Ds;, Vitamin Ds,
kalsitriol,10-25 dihidroksi Ds

25-hidroksivitamin Dj

25-hidroksivitamin Ds-1 alfa-hidroksilaz
Argonaute proteini

Alzheimer Hastalig1

Amiyotrofik lateral sikloroz

Amiloid prekiirsor proteini

Otozomal resesif juvenil parkinsonizm
cAMP-bagimli transkripsiyon faktorii

Beta Amiloid peptidi

CIEBP homolog protein

Kalsiyum ile uyarilan kalsiyum salinimi
Siklooksigenaz-2

Bakir

Sterol — 27 — hidroksilaz, vitamin Ds-25-hidroksilaz
4',6-Diamidino-2-Phenylindole

Oliim-kutusu helikazi

Diiz yiizlii endoplazmik retikulum

Lewy cisimleri ile goriilen demans
Dentatorubral-Pallidoluysian atrofi

Cift zincirli
dsRNA baglayan protein
Demir

Fluorescein isothiocyanate

Frontal lob demanst

Friedreich ataxia

Frontotemporal demans ve kromozom 17 iligkili

parkinsonizm
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GABA Gama aminobiitirik asit

GDNF Glial kokenli norotrofik faktor

GER Graniillii endoplazmik retikulum

GSS Gerstmann-Straussler-Scheinker sendrom

Guam ALS/PDC Guam amiyotrofik lateral skleroz / parkinsonizm-demans
kompleksi

HH Huntington Hastalig1

HNE 4-hidroksi-2,3-nonenal

IL Interlokin

iINOS Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

LVSCC L-tipi voltaj duyarl kalsiyum kanal1

LVSCC Al1C L-tipi voltaj duyarli kalsiyum kanal alfa 1 C alt linitesi

MAP Mikrotubul iliskili protein

M-CSF Makrofaj koloni-uyarici faktor

MEM Minimum esansiyel medyumu

miRISC miRNA ile indiiklenen susturma kompleksi

miRNA Mikro RNA

MoMLV Moloney murine 16semi viriisii

MSCV Fare kok hiicre viriisii

MSS Merkezi sinir sistemi

NBM Norobazal medyum

NFT Norofibriller yumaklar

NGF Sinir bliylime faktorii

NO Nitrik oksit

NT3 Norotrofin 3

NT4 Norotrofin 4

PACT Interferon ile indiiklenen protein kinazin protein
aktivatorii

PERK elF2a kinaz

PH Parkinson Hastalig1

piRNA Piwi iligkili RNA

PKC protein kinaz C
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PS-1 Presenilin-1

PS-2 Presenilin-2

PSS Periferal sinir sistemi

PTGS Post-transkripsiyonel gen susuturulmasi
rasiRNA Repeat associated siRNA

ROS Reaktif oksijen ara iirtinleri

RxR Retinoik asit reseptorii

SCA Spinocerebellar ataxia

scnRNA Kiigiik tarayict RNA

siRNA Kii¢iik miidahaleci/¢akisan RNA

SOD1 Stiperoksit dismutaz 1

tasiRNA Trans-acting siRNA

TNF-a Tiimdr nekroz faktor alfa

TR Texas Red

TRBP Transaktivasyon-cevap element RNA-baglayan protein
Ub Ubikutin

UPS Ubikutin-proteozom sistemi

VDR Vitamin D reseptorii

VDRE Vitamin D cevap elementi

a-syn Alfa siniiklein
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OZET

Gezen-Ak D. Vitamin D’nin Néron Yasami ve Nérodejenerasyon Uzerine Etkilerinin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD.
Doktora Tezi. Istanbul. 2009.

Uzun yillardir esas fonksiyonunun kalsiyum ve fosfat dengesini, kemik yapisini
korumak oldugu diisiiniilen vitamin D’nin, yapilan son ¢aligmalarla birlikte beyinde de
onemli rollerinin oldugu gosterilmistir. Beyinde vitamin D’nin biyosentezi ve yikiminin
gerceklestigi ve vitamin D’nin islevini ger¢eklestirmesi i¢in gerekli olan vitamin D
reseptoriiniin - (VDR) ekspresyonunun beynin ¢esitli  bolgelerinde  bulundugu
saptanmistir. Ayrica bir ¢ok ¢alismada vitamin D’nin sinir sistemi lizerinde koruyucu
bir etkisinin oldugu gosterilmistir.

Calismamizda, vitamin D ve vitamin D tarafindan tetiklenen hiicre ici yolaklarda gorev
alan ve noronun sagkaliminda rol oynayan anahtar proteinlerdeki degisiklikleri
saptamay1 ve vitamin D eksikliginin néron yasami ve ndrodejenerasyon iizerindeki
etkisini aragtirmay1 amacgladik. Bu amagla hippokampus ve serebral korteksden
hazirlanan primer noron kiiltiirlerinde post transkripsiyonel gen susturulmasi yontemi
ile VDR geni susturuldu. Daha sonra gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi ile VDR, Siklofin B, LVSCC AI1C genlerinin mRNA
seviyelerindeki degisiklikler saptandi. Ayrica primer kortikal néron kiiltiirinde NGF
proteinindeki degisimler ELISA yontemi ile belirlendi. Tiim gruplara sitotoksisite testi
uygulandi.

Primer hippokampal ve kortikal néronlarda LVSCC A1C mRNA miktarlarinin VDR
baskilanmasina ve kisa siireli vitamin D eksikligine cevaben oldukca hizli bir sekilde
yiikseldigi ve kortikal néronlarda NGF miktarlarinin azaldigi saptandi. Bu sonuglar
serebral kortekse ve hippokampusa ait noronlarda olusturulan vitamin D eksikligi
modelinin, yaslanmanin ve norodejenerasyonun olusum mekanizmalar1 i¢in in vitro
deneysel bir model olusturabilecegini ve siirekli vitamin D eksikligi durumunda
noronlarin yaglanmaya ve norodejenerasyona karsi korumasiz hale gelebilecegini
diisiindiirmektedir. Sonuglarimiz vitamin D’nin beyin i¢in vazgecilmez bir molekiil
olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler : Vitamin D, VDR, nérodejenerasyon, siRNA, kalsiyum kanallari

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-942 / 06102006
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ABSTRACT

Gezen-Ak D. The effects of vitamin D on neuronal survival and neurodegeneration.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Medical Biology. Ph.D.
Thesis. Istanbul. 2009.

The recent studies have demonstrated that 1,25-(OH), D3 can act on cells of the nervous
system by modulating the synthesis of neurotrophins, calcium channels and calcium
binding proteins. The aim of this study is to silence the expression of vitamin D receptor
(VDR) mRNA and determine the differences of the expression levels of L-type voltage
sensitive calcium channels A1C (LVSCC AIC) in hippocampal and cortical neurons
and NGF protein in cortical neurons.

In our study VDR downregulation by small interfering RNA has been used to establish
a vitamin D deficiency model in rat hippocampal and cortical neurons. The levels of
VDR, Cyclophilin B and LVSCC A1C expressions were determined by qRT-PCR. NGF
levels of cortical neurons were determined by ELISA method. Cytotoxcity assay was
performed in all groups.

The expression levels of LVSCC A1C mRNA increased rapidly in hippocampal and
cortical neurons whereas NGF protein levels decreased in cortical neurons in response
to VDR down-regulation. LDH levels were not changed in all groups. These results
showed that calcium metabolism could be disrupted and the neurons could be
vulnerable against aging and neurodegeneration by the vitamin D deficiency. When the
physiological role of Vitamin D in Ca®" and phosphate metabolism was considered,

vitamin D can be an indispensable molecule for brain.

Key Words: Vitamin D, VDR, neurodegeneration, siRNA, calcium channels

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-942 /06102006



1. GIRIS VE AMAC

Uzun yillardir esas fonksiyonunun kalsiyum ve fosfat dengesini, kemik yapisini
korumak oldugu diisliniilen vitamin D’nin, yapilan son ¢alismalarla birlikte immiin
sistemin ve renin-anjiotensin sisteminin diizenlenmesinde, kardivaskiiler hastaliklarin
gelisiminde ve beyinde 6nemli rollerinin oldugu gosterilmistir. Bir kolesterol omurgasi
tagiyan ve tiim viicutta steroid benzeri etkileri olan vitamin D, niiklear bir steroid
reseptorii olan vitamin D reseptorii (VDR) ile 1.000’in iizerinde genin anlatimini
diizenler. Beyinde vitamin D biyosentez ve yikiminin gergeklestigi ve vitamin D’nin
etkisini gosterebilmesi i¢in gerekli olan VDR anlatiminin beynin ¢esitli bolgelerinde
bulundugu saptanmustir. Ayrica bir ¢ok calismada vitamin D’nin sinir sistemi iizerinde

koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir (1-6).
Vitamin D'nin sinir sistemi tizerindeki etkileri 4 baslik altinda toplanabilir (1, 3, 7):

1. Oksidatif stresin onlenmesi: Vitamin D, y glutamil transpeptidaz aktivitesini

diizenleyerek beyinde detoksifikasyon islemini kontrol eden bir antioksidandir.

2. Norotrofik faktorlerin diizenlenmesi: Vitamin D néron kaderinin
belirlenmesinde rol oynayan sinir biiyiime faktorii (NGF), norotrofin-3 (NT-3),
norotrofin-4 (NT-4) ve glial hiicre kokenli noérotrofik faktorlerin  (GDNF)

ekspresyonunu diizenler.

3. Cat+2 dengesi: Vitamin D hiicre ici kalsiyum dengesinin saglanmasinda
onemli rol oynayan L-tipi voltaj duyarli kalsiyum kanallarinin ve kalsiyum baglayan

proteinlerin ekspresyonunu diizenler.

4 Immun sistemin diizenlenmesi: Vitamin D otoimmiin ve hiicresel immiin

cevapta rol oynar.

Viicuttaki vitamin D miktarlar1 ve vitamin D alinmasi ile ilgili problemler,
norotrofik  faktor {retimini, hiicre 1i¢i kalsiyum dengesini, oksidatif stres
mekanizmalarimi ve immiin sistemi etkileyeceginden norodejeneratif hastaliklardaki
noron hasari ile iligkilendirilebilir. Tiim bu bulgulara ek olarak daha once yapmis
oldugumuz c¢aligmalarda vitamin D reseptdr geni polimorfizmleri ile ge¢ baslangich
Alzheimer hastali§i arasinda iliski bulundugu literatiirde ilk kez olarak ortaya

konulmustur (3, 8).



Ozellikle son yillarda Alzheimer hastaliginin tedavisinde NGF gibi norotrofik
faktorlerin kullanilmasi ile ilgili olarak yapilan deneysel ¢alismalar, bu faktorlerin
kognitif (biligsel) sistem hiicrelerinin yasam siirelerinin uzatilmasi ve hatta ndron
rejenerasyonu iizerinde etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica Parkinson Hastaligi
modelleri tizerinde yapilan ¢aligmalarda vitamin D'nin tedavi edici etkisi gosterilmistir.
Buna gore vitamin D’nin ve ekspresyonu vitamin D tarafindan kontrol edilen
proteinlerin roliiniin nérodejeneratif hastaliklarin tedavisi agisindan 6nemli olabilecegi

distiniilebilir (3).

Son c¢aligmalar gelismis iilkelerde yasayan bireylerde, vitamin D eksikliginin
gengler de dahil olmak tizere olduk¢a yaygin oldugunu gostermektedir. Yaslilarda ise
vitamin D eksikligi goriilme oran1 % 87’ye kadar ulagsmaktadir. Yakin zamanlara kadar
sadece basit bir vitamin olarak goriinmesi, bu biyoaktif maddenin aslinda sekosteroid
bir hormon oldugu ve eksikliginin yaslilarda ciddi problemlerin ortaya ¢ikmasina sebep
olabilecegi gercegini saklamis olabilir. Beyindeki ilk bulgular 25 yil 6ncesine
uzanmasina ragmen elde edilen bilgiler halen oldukca yetersizdir. Bu kisith bilgiler bile
vitamin D’nin beyin gelisiminden, immiin sistemin diizenlenmesine kadar bir ¢ok
yolakta rol oynadigina dair veriler sunmaktadir. En Onemli gorevlerinden biri olan
kalsiyum metabolizmasinin diizenlenmesi nérodejenerasyonun anlasilmasi igin kilit bir
mekanizma olabilir. Norodejenerasyonun biyolojik belirteclerinin  basinda gelen
kalsiyum metabolizmasina ait bir ¢cok protein viicutta vitamin D tarafindan diizenlenir
(1, 3). Fakat bu proteinlerin beyindeki etkinligine ait yeterli bilgi bulunmamaktadir.
Vitamin D'nin sinir sistemi iizerindeki etkisine katilan intraseliiler yolaklar g6z oniine
alindiginda, vitamin D eksikliginin ndrodejeneratif hastaliklarin olusumunda rol
oynayabilecegi  diisiiniilebilir =~ ve  bdylece  ndrodejenerasyonun  molekiiler

mekanizmalarinin agiklanmasina yeni bir bakis agis1 getirebilir.

Mevcut biyolojik veriler ve daha oOnceki calismalarimizdan elde ettigimiz
genetik sonuglar 1518inda bu calismada vitamin D’nin ndronlar iizerindeki etkisini
ozellikle kalsiyum metabolizmasi ve norotrofik faktor iiretimi agisindan aragtirmayi
planladik. Bu amagla sigan primer hippokampal ve kortikal ndron kiiltiiriinde post-
transkripsiyonal gen susturulmasi (PTGS) yontemini kullanarak vitamin D etkisine
aracilik eden VDR genini etkisiz hale getirdik. Olusturdugumuz bu deneysel modelde,

vitamin D ve vitamin D tarafindan tetiklenen hiicre i¢i yolaklarda gorev alan L-tipi



voltaj duyarli kalsiyum kanali A1C (LVSCC A1C) mRNA’sindaki degisiklikleri
kantitatif gercek zamanli PCR ve noronun hayatta kalmasinda énemli gorevlere sahip
olan NGF proteinindeki degisiklikleri ELISA yontemiyle saptayarak, vitamin D
reseptoriiniin ve dolayistyla vitamin D’nin beyindeki islevini ve vitamin D eksikliginin

ndron yasami ve ndrodejenerasyon iizerindeki etkisini aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Vitamin D (1,25 dihidroksivitamin-D3)

Vitamin D’nin (1,25-dihidroksivitamin-D;, Vitamin Ds;, Kkalsitriol,1a-25
dihidroksi D3) fotosentezinin diinya iizerinde 750 milyon yildan fazla siiredir meydana
geldigi kanmtlanmistir. Vitamin D’nin biyolojik fonksiyonu ilkel canlilarda iyi
bilinmemektedir, bununla beraber omurgalilarda vitamin D’nin  kalsiyum
metabolizmasinin diizenlenmesi ve kalsifiye olmus bir iskelet olusturmak tizere gelistigi

tahmin edilmektedir (4, 9).

Bir kolesterol omurgasi tasiyan vitamin D, sekosteroid (kolesterol omurgasinda
kirik bir zincir tastyan steroid) bir hormondur ve yapilan son ¢aligmalar vitamin D’nin
kalsiyum metabolizmas1 disinda bir ¢ok Onemli fizyolojik olayda gorev aldigini

gostermektedir (1).

2.1.1. Vitamin D metabolizmasi

Vitamin D, insanlarda besinlerle alinma ve deride endojen tiiretim olmak iizere
iki kaynaktan saglanir. Deride epidermis hiicrelerinin plazma membranlarindaki ¢ift
tabakal1 lipid molekiilleri arasinda ¢ok miktarda 7-dehidrokolesterol molekiilii bulunur
(4). Bu molekiiller gilines 1s1gindaki 6zellikle 290-320 nm araligindaki ultraviyole B
(UVB) 1simlar1 ile vitamin D3 Onciillerine doniisiir. DNA ile aynm1 spektrumdaki UVB
151811 absorbladigl i¢in vitamin D’nin “DNA’nin gilines kremi” oldugu ileri siirtiliir.
Vitamin D’nin bilinen 7 farkli formu bulunur, fakat bunlardan yalnizca 1,25-
dihidroksivitamin-D; tiim yiliksek omurgalilarda ve hayvanlarda bulunur (1). Viicut
ihtiyacinin yaklasik %80’i deride, morotesi 15181 absorbe eden melanin pigment
diizeyine ve giines 15181 gérme miktaria bagh olarak, endojen yolla elde edilebilir. Geri
kalan1 ise, derin deniz baliklari, bitkiler ve hububat gibi besin kaynaklarindan elde
edilmelidir. Bitkisel kaynaklarda vitamin D, onciil molekiil seklinde (ergosterol)
bulunur ve viicutta vitamin D,’ye doniisiir. Vitamin Dj ile ayni1 fonksiyona sahip olan
besin kaynakli vitamin D barsaktan emildikten sonra lenf damarlar ile karacigere
aktarilirken, deride iiretilen vitamin D ise albumin benzeri bir plazma tasiyici proteini

olan vitamin D baglayan protein (DBP) ile tasinir (4, 7, 9-11).



Onemli bir boliimii deride ultraviyole B 1sinlar1 ile 7-dehidrokolestrol
onciiliinden sentezlenen vitamin Ds; viicutta sirasiyla, karacigerde hidroksillenir ve
bobrekte sitokrom p450 enzimleri ile aktif sekli olan 1,25(OH;)D; haline doniistiiriiliir
(12, 13) (Sekil 2-1).

Vitamin D, CYP27 (Sterol — 27 — hidroksilaz, vitamin Ds-25-hidroksilaz) enzimi
tarafindan 25-hidroksivitamin D3 (25-OHD) molekiiliine ¢evrilir. Sterol — 27 —
hidroksilaz, kolesteroliin 27 hidroksilasyonu ve vitamin D’nin 25- veya 24-
hidroksilasyonu gibi olaylardan sorumlu olan ¢ok fonksiyonlu bir enzimdir. Bu enzime
ait gen insanda 2 no’lu kromozomda yerlesmistir. Diizenlenmesi ve promotor bolgesinin
yapist detayli olarak bilinmemektedir. Enzimdeki genetik anomaliler veya eksiklikler
norolojik anomalilerle tanimlanan ve “cerebrotendinous xanthomatosis” denilen bir

hastaliga sebep olur (10).

25-OHD kendi reseptoriine baglanmak tizere 25-OHD-1a-hidroksilaz tarafindan
biyolojik olarak aktif hale getirilir. Bu enzimi kodlayan CYP1 geni insanda kromozom

12q13 bolgesinde yerlesmistir (10).

25-OHD’nin alternatif hidroksilasyonu, P450cc veya CYP24 enzimi tarafindan
24’{incii karbonda meydana getirilir. CYP24 geni kromozom 20q13 bdlgesinde bulunur.
CYP24’in genetik bozukluklar1 bilinmemektedir, fakat CYP24 geni bloke edilen
fareler, dogum Oncesi gelisimlerinin normal olmasina karsin, erken yasta yiiksek oliim
orant ( %50 ) gosterirler. Oliimlerin 1,25 (OH)2 Dj; toksisitesinden kaynaklandig
diisiiniiliir (4, 10).
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Sekil 2-1: Vitamin D metabolizmasi (14).

2.1.2. Vitamin D reseptorii
Diger steroid hormonlar gibi Vitamin D de, gelisim, farklilasma ve ¢esitli

genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde gorevlidir (5, 15).

Kalsitriol (1,25 dihidroksivitamin Dj) vitamin D’nin aktif metabolitidir (22).
Kalsitriole bagimli gen transkripsiyonu, niikleer hormon reseptor siiper ailesinin bir
iiyesi olan, vitamin D reseptorii (VDR) ve hedef genin promotdér bolgesindeki 6zel
vitamin D cevap elementi (VDRE) araciligiyla gergeklesir (5, 12, 13, 15). VDRE
hormonun DNA’ya baglanma bdlgesiyle iliskiye girerek onun hetero- veya
homodimerizasyonunun olusmasina yardimei olur. Genellikle her gen i¢in farkli bir
VDRE gorev alir. VDR, vitamin D’nin hormonal formu olan kalsitrioliin baglanmasiyla,

hiicre i¢inde bir transkripsiyon faktorii olarak rol oynar (3, 12, 16).

Fotal ve yetiskin memeli beyinlerinde VDR ekspresyonunun yapildigi cesitli
calismalarla gosterilmistir (2, 3, 17-24).



Niiklear reseptorler arasindaki heterodimerizasyon ¢esitli fonksiyonlara sahip
olan degisik kompleksler olusturur. Bu da hormonal uyar1 sonucunda olusan
transkripsiyon cevaplarinin sayisini arttirtr. VDR, ilgili genlerin transkripsiyonlarini
aktif hale getirebilmek i¢in Retinoik asit reseptorleri (RxR) ile heterodimer olusturur (5,
13).

VDR homodimerleri, hem ligand bagimli hem de ligand bagimli olmayan DR6
tipi elementlere (Direct Repeats with six nucleotide spacing) (VDRE) baglanma 6zelligi
gosterirler. VDR:RxR heterodimerleri sekilsel farkliliklarindan dolayr DR3 tipi vitamin
D cevap elementlerine baglanirlar. Ligandla tesvik edilen = VDR:RxR
heterodimerizasyonunun, DNA ile karsilikli etkilesimi gii¢lendirdigi diistiniilmektedir

(10) (Tablo 2-1).

Tablo 2-1: Bazi genlerin ekspresyonunda rol alan VDRE tipleri ve dizileri (10).

VDRE
Gen VDRE dizisi

tipi
*mCalbindinD28k  GGGGGAtgtgAGGAGA DR4
*m Pit-1 TGAACTctcaTGAACT DR4
*h Osteocalcin GGGTGActcaccGGGTGA DR6
*hCalbindin D9k  TGCCCTtccttatggGGTTCA P9
*r Osteocalcin TGCACTgggtgaatgAGGACA IP9
*m c-fos AGGTGAAAGATGTATGCCAAGACGGGGGTTGAAAG n/a

*m: fare, h: insan, r: sigan

VDR, ligandina baglanmis durumdayken niikleusda bulunur. VDR’ nin ligandina
baglanmadig1 durumda hiicredeki dagilimi ise tartisma konusudur. immunositokimyasal
caligmalar, liganda baglanmamis VDR’nin az miktarda sitozolde bulunabilecegini ileri
stirmektedir. Bunun yaninda liganda baglanmamis VDR’nin kromozomal DNA’ya
gevsek olarak baglanmis sekilde nukleusda ve sitozolde bir denge halinde bulundugu da
bildirilmistir. Fluoresan isaretli kalsitriol kullanarak yapilan bir ¢alismada ligandina
baglanmamis VDR’nin ¢ogunun sitoplazmada, genellikle Golgi kompleksi,

endoplazmik retikulum ve mikrotubullerde bulundugu, fakat plazma membraninda



bulunmadig1 saptanmistir. Bu ¢alismalarda kalsitriol verilmesini takip eden 5 dakika

i¢cinde sitoplazmik ve niikleer VDR miktarinin dengelendigi goriilmiistiir (13).

VDR gen ekspresyonunun diizenlenme mekanizmasi iyi bilinmemekle birlikte,
bu mekanizma kalsitriol sentezi ve metabolizmasina baglidir. VDR ekspresyonunun
diizenlenmesinin hiicre tipine ©6zel oldugu ve hem transkripsiyonal hem de
transkripsiyon sonrast mekanizmalar igerdigi farkli hiicre soylarinda yapilan

calismalarla gosterilmistir (10).

2.1.3. Vitamin D’nin genomik olmayan fonksiyonlarina araciik eden membran
reseptori

Vitamin D 6zel bir membran reseptorii araciligi ile hizli ve genomik olmayan
cesitli fonksiyonlar1 yerine getirir. Bunlar arasinda kalsiyum kanallarinin diizenlenmesi,
protein kinaz C ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolaginin aktivasyonu
sayilabilir. Vitamin D’nin membran reseptorii tavuk beyninde gosterilmistir. Beyinde
vitamin D’nin bu yolla néron uyarilmasi ve elektrofizyolojik olaylarda rol oynadigi

diisiiniilmektedir (3).

2.1.4. Vitamin D ve Beyin

Uzun siire vitamin D’nin en 6nemli roliiniin kalsiyum ve fosfat metabolizmasini
diizenlemek ve kemik yapisin1 korumak oldugu kabul goriiyordu (3, 4, 7, 25). 1979°dan
sonra yapilan c¢alismalarda vitamin D’nin islev gérmesini saglayan vitamin D
reseptoriiniin (VDR) 50°den fazla dokuda bulundugu gosterildi (4, 7, 26-28) VDR ve
la-hidroksilaz’in yetigkin insan ve kemirgen beyninde, ayrica fotal kemirgen beyninde
bulundugu gosterildi (17-20, 22-25, 29, 30). insan ve kemirgen beynindeki VDR
dagiliminin oldukg¢a benzer oldugu saptandi (2). VDR’ ’nin MSS’nin mikroglia, astrosit,
oligodendrosit hiicrelerinin ve PSS’nin Schwann hiicrelerinin niikleuslarinda bulundugu
yapilan ¢aligmalarla gosterildi (17, 18, 21-23, 31, 32). Ayrica kalsitriol enjekte edilmis
hamster beyinlerinde vitamin D’nin hafiza ve biligsel islevleri yerine getiren gesitli

noron tiplerinin niikleuslarinda yogunlastigi saptandi (20).

Bu bilgiler 15181nda vitamin D’nin beyin hiicrelerinin islevlerinde énemli bir rol

oynadig diisiiniilmektedir (3).



2.1.4.1. Beyinde vitamin D sentezi ve indirgenmesi

Deride ultraviyole B 1sinlar1 ile 7-dehidrokolestrol oOnciiliinden sentezlenen
vitamin D, aktif sekli olan 1,25(OH;)Ds’e, 25-OHD-1a-hidroksilaz ve vitamin D3-25-
hidroksilaz enzimleri tarafindan doniistiiriiliir. Yapilan ¢alismalar onciil vitamin D’yi
biyolojik olarak aktif sekline doniistiiren bu enzimlerin beyinde de sentezlendigini

gostermistir (Sekil 2-2) (3).
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Sekil 2-2: Beyinde vitamin D metabolizmasi (3)

2.1.4.2. Vitamin D’nin noronlar iizerindeki koruyucu etkileri

Vitamin D’nin sinir bliytime faktoriiniin (NGF) sentezini diizenlediginin rapor
edilmesiyle birlikte baglayan ¢aligmalar, vitamin D’nin sinir sistemi hiicrelerinde
norotrofinlerin sentezini diizenledigini gostermistir. Vitamin D, NGF, norotrofin 3
(NT3) ve glial kokenli ndrotrofik faktér (GDNF) sentezini uyarirken, ndrotrofin 4
(NT4) sentezini azaltir (3, 4, 6, 33). Vitamin D tarafindan diizenlenen ndérotrofin
liretiminin néron korunmasina aracilik ettigi sinirli sayidaki caligmalarda gosterilmistir.
Ornegin vitamin D’nin sicanlarda 6-hidroksidopamin ile indiiklenen ndrotoksisite ve

hipokineziyi azalttig1 saptanmistir (3).

Norotrofin sentezinin yanisira vitamin D koruyucu etkisini ndron kalsiyum
dengesini diizenleyerek de gosterir. Hippokampal ndronlarda L-tipi voltaj duyarl
kalsiyum kanallariin ekspresyonunu azaltarak néronu eksitotoksisiteye karsi korudugu
bildirilmistir. Ayrica parvalbumin gibi kalsiyum baglayan proteinlerin de sentezini
diizenleyerek kalsiyum dengesinin korunmasina yardimci olur. iskemi, Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastaligi, AIDS, enfeksiyon, multipel skleroz ve otoimmiin
ensefalomiyelit gibi hastaliklarda MSS ndronlarinda ve néron olmayan hiicrelerde artan

indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) miktarin1 azaltir. iNOS, néronlarda ve
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oligodendrositlerde hasara sebep olan nitrik oksidin iiretilmesini saglar, vitamin D ise
iNOS sentezini baskilayarak néronlar1 ve néron olmayan hiicreleri nérotoksisiteye karsi
korur. Yapilan c¢aligmalarda vitamin D uygulanan astrositlerde makrofaj koloni-uyarici
faktor (M-CSF) ve tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a)’nin mRNA seviyelerini diistirdigli
saptanmistir. Glutatyon siklusunda goérev alan y-glutamil transpeptidaz ekspresyonunu
arttiran vitamin D’nin beyin detoksifikasyonunda rol oynadigi ileri siiriilmiistiir.
Vitamin D’nin bu koruyucu etkisi glutatyon sentezinin inhibe edildigi mezensefalik

dopaminerjik néronlarda gosterilmistir.

Son calismalar vitamin D’nin kolin asetil transferaz ve tirozin hidroksilaz
ekspresyonunu diizenleyerek norotransmitter sentezinde de rol oynadigini gostermistir

(Sekil 2-3 ve Tablo 2-2) (1, 3,4, 7, 12).
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Sekil 2-3: Beyindeki olas1 Vitamin D sinyal yolagi (3).
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Tablo 2-2: Vitamin D’nin sinir sistemi iizerindeki molekiiler ve hiicresel etkileri (1, 3).

Fizyolojik olay
Vitamin D

Metabolizmasi

Biiyiime
Faktorleri
metabolizmasi

Norotransmitter
Metabolizmasi

Koruma

Noroimmiinite

Noro-onkoloji

Vitamin D etkisi

240Haz mRNA A
VDR mRNA »

NGF~

NT-32
NT-4N
GDNEF/7

LVSCC v
Tirozin hidroksilaz”
Kolin asetil transferaz/

Iskemiyle olusan nérotoksisite N
Diyabet sonucu olusan néropatiN
6-hidroksidopamin toksisitesiN
Parvalbumin 7

v-glutamil transpeptidaz/
Glutatyon seviyesiA

EnflamasyonN
iNOSYN

M-CSF\
TNF-a\
TGF-p/
IL-47

Hiicre oliimii-farklilagsma A

p757

Tenascin-CN

M-CSF~

Losemi inhibitor faktorii (LIF) A

Hedef hiicre veya doku

Astrositler

Astrositler, glioma hiicreleri, Schwann

hiicreleri, oligodendrositler

Yetigkin si¢an beyni, astrositler,
Schwann hiicreleri, hippokampal
ndronlar

Astrositler

Astrositler

Glioma hiicreleri

Hippokampal néronlar
Adrenal kromaffin hiicreleri
Yetigkin si¢an striatumu

Yetiskin sican korteksi

Yetiskin si¢an periferal sinir sistemi
Yetiskin si¢an beyni

Yetiskin sican striatumu

Yetiskin si¢an beyni, astrositler

Astrositler, dopaminerjik ndronlar

Yetigkin si¢an beyni

Yetiskin si¢an beyni, astrositler,
mikroglia

Astrositler

Astrositler

Yetiskin fare beyni

Yetiskin fare beyni

Sican glioma hiicreleri, insan
glioblastoma

Sican glioma hiicreleri

Sican glioma hiicreleri

Sican glioma hiicreleri

Sican glioma hiicreleri
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2.1.5. Vitamin D eksikligi
Vitamin D’nin  viicutta yeteri kadar iretilip {retilmemesi, cilt
pigmentasyonunun artmasi, enlem degisiklikleri, giin 1s18inin bulundugu saatler,

giineste kalma siiresi ve yaslanma gibi faktorlere baglidir (4).

Primer vitamin D eksikliklerinin olusma nedenleri, cografik kosullar, mevsimler,

cilt pigmentasyonu, kiiltiirel durum, yasam kosullar1 ve beslenme olarak siralanabilir
9).

Amerika’da 1988-1994 yillar1 arasinda yapilan 3.Ulusal Saglik ve Beslenme
taramasindan (Third National Health and Nutrition Examination Survey) elde edilen
verileri kullanarak 2008 yilinda Khazai ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilen
calismada, beyaz irkin %61’inde ve Afrika kdkenli Amerikalilarin %91’inde Vitamin D
eksikligi oldugu saptanmistir (34). Benzer bulgular bir ¢ok iilkeye ait populasyon
caligmalarinda bildirilmistir (1). Vitamin D eksikligi gelismis iilkelerin saglikli geng
populasyonlarinda da yaygin olmakla birlikte, 6zellikle bakim evlerinde yasayan veya
kalga kirig1 olan yasli populasyonlarinda oldukga sik goriiliir. Yapilan ¢aligmalar yatan
hastalarin % 65-74’tinde, bakim evlerindeki hastalarin %87’sinde vitamin D eksikligi

oldugunu gostermistir (1, 35).

Vitamin D eksikliginin bu kadar yaygin olmasinin bilinmeyen cesitli saglik

problemlerine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (1).

Vitamin D eksikligi riket ve yetiskinlerde osteomalaziye sebep olmasinin yani
sira, ikincil hiperparatiroidizm, metabolik sendrom, kardiovaskiiler hastaliklar gibi

sistemik bozukluklara yol agabilir (1).

Yapilan son ¢aligmalar vitamin D eksikliginin Parkinson ve diger
norodejeneratif hastaliklar, duygu durum (mood) bozukluklari, multipl skleroz, Sjogren
sendromu, romatoid artrit, Crohn hastalif1 ve hatta tuberkiiloza sebep olabilecegini ileri

stirmektedir (1, 3, 36, 37).
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2.2. Norodejenerasyon

2.2.1. Norodejenerasyon nedir?

Norodejenerasyon terimi, ndronlarda cesitli sebeplerle meydana gelen hasari
ifade eder. Norodejenerasyon sinir hiicrelerinin yap1 ve fonksiyonlarin1 kaybetmesiyle
sonuclanan bir siiregtir (38). Norodejeneratif hastaliklar ilerleyici noéron hasari ve 6limii
ile tamimlanir. Bu hastaliklarin en belirgin 6zelliklerinden biri 6zel ndron tiplerinde
birtakim proteinlerin yanlis katlanmasi ve birikimidir. S6z konusu hastaliklar, belli bir
diizeyde protein birikimi gerceklestikten sonra ortaya c¢ikar ve ilerleyen yillarla birlikte
bir¢cok semptomu beraberinde getirir (38, 39). Bu ylizden norodejeneratif bir hastaligin
gelismesinde bilinen en 6nemli risk faktorii yastir. Bir ¢ok nérodejeneratif bozukluk
sporadik olarak ortaya ¢ikmasina ragmen, nadiren genetik degisikliklerin de
norodejenerasyona sebep oldugu saptanmistir. Bugiin en iyi bilinen norodejeneratif
hastaliklar Alzheimer Hastalig1 (AH), Parkinson Hastalig1 (PH), Huntington Hastalig1
(HH), amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Prion Hastalig1 olarak siralanabilir (38-44).

2.2.2. Norodejeneratif hastahiklar

Norodejeneratif hastaliklarin baslamasini tetikleyen olaylar birbirinden farklidir.
Bunun sebepleri soyle siralanabilir: Her hastalik 1)merkezi sinir sisteminin farkl
bolgelerini etkiler, 2) klinik semptomlar1 farklidir, 3) ailesel tiplerinin olusmasindan
farkl1 genler sorumludur. Bu hastaliklarin idiopatik tiplerinin baslangici, klinik
semptomlarin goriilmeye basladigi an olarak kabul edilir. Fakat klinik semptomlar
goriilene kadar gecen siirede bu semptomlara sebep olan hiicresel degisiklikler
bilinmediginden, hastaliklari tetikleyen ilk faktorleri veya olaylari belirlemek neredeyse

imkansizdir (41).

Norodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikisini tetikleyen faktorler veya siiregler
biribirinden farkli olsa da, bu hastaliklar1 tetikleyen ortak patolojik mekanizmalar

asagidaki gibi siralanabilir (39, 41):

1. Proteinlerin yanlis katlanmasma bagli olarak ortaya c¢ikan anormal

protein islevleri, proteinlerin yikilmasinda kusurlar ve protein birikimi.

2. Oksidatif strese bagli olarak serbest radikallerin ve reaktif oksijen ara

tirtinlerinin (ROS) olusumu.

3. Biyoenerjetik zayiflik ve mitokondrilerde fonksiyon bozuklugu.
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4. Noronlarda Golgi’nin parcalar halinde dagilmasi.
5. Hiicresel ve aksonal transportun bozulmasi.

6. Molekiiler saperonlarda mutasyonlarin ve fonksiyon bozukluklarinin

ortaya ¢ikmasi
7. Norotrofinlerde fonksiyon bozuklugu
8. Noroinflamasyon / ndroimmiin iglemlerin baglamasi

Tiim bu mekanizmalar néronu 6liime gotiirmekle birlikte bu olaylarin hangi

sirayla meydana geldigi halen bilinmemektedir (39).

Yapilan c¢alismalar Alzheimer Hastaligi, Parkinson Hastaligi, ve amiyotrofik

lateral skleroz arasinda ortak patolojik mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan en az 16

benzerligin oldugunu gdstermistir. Bu benzerlikler sdyle siralanabilir (41):

Yavas ilerleme.

Sinir sisteminin ¢esitli kisimlarindaki belirli néronlarin  yavas yavas
fonksiyonlarini kaybederek 6lmesi.

Etkilenen noronlarin  biyokimyasal  reaksiyonlarindaki  bozukluklarin
¢Oziinmeyen protein birikimlerinin olusumuna ve hiicresel proteinlerin
oksidasyonu ve nitrasyonuna sebep olmasi.

En erken gozlenen anomalilerden birinin, etkilenen néronlardaki hasarli
mitokondriler olusu.

Elektron transport zincirinde bozukluklarin ortaya cikisi. (PH’de Kompleks I,
AH’de Kompleks I1I ve IV, ALS’de Kompleks IV’de fonksiyon bozukluklari).
Etkilenen ndronlarin sitoplazmalarinda mitokondriden salinan sitokrom c
bulunmasi.

Etkilenen noronlarin ¢evresinde mikroglialarin aktive olmasi.

Etkilenen MSS alaninda giiclii bir astrogliozis bulunmasi.

Etkilenen noéronlarda lipid peroksidasyonu gozlenmesi.

Etkilenen noéronlarda hidrojen peroksid ve siiperoksid olmak iizere iki tip ROS
bulunmasi.

Etkilenen noéronlarin glutatyon seviyelerinin diismesi.
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e Patofizyolojileri ile yakindan iliskili olan bakir metabolizmasinda
dengesizliklerin ortaya ¢ikmasi.

e Ubikutin karboksil-terminal hidrolaz-L1 enziminin inaktive olmasi.

e FEtkilenen ndronlarda peroksidazlarin uyarilmasi veya olusturulmasi. (En
onemlilerinden biri olan siklooksigenaz-2 (COX-2) ndronal proteinlerin
oksidatif hasarinda ve birikiminde rol oynar).

e Norodejenerasyonun ilerlemesinde Bax ve Bcl-2 proteinlerinin rol almasi.

e Etkilenen noronlarda kaspazlarin aktivasyonuna bagli olarak apoptoz goriilmesi.

2.2.2.1. Norodejeneratif hastaliklarda protein birikimi

Bir ¢ok norodejeneratif hastaligin patolojik isareti olarak kabul edilen yanlis
katlanmis proteinler, hiicrenin diger proteinleri arasinda anormal etkilesimlere neden
olarak, hiicre i¢i ve disinda fibriller yapilar olustururlar (Sekil 2-4) (39). Calismalar bu
birikimlerin sadece s6z konusu hastaliklarin noropatolojik teshisi i¢in bir isaret
olmalarinin Otesinde, norodejenerasyonun molekiiler mekanizmasinda birincil rol

oynadiklarini géstermektedir.

| Filarment banzert protein birikimlen

Moo : PrP Prion-hastaliklan
AB Yaslanma, AL,
Mibdeus igi —| Srtoplarmain Down sendromu

"lJllmikillf_n Sepdirom™

Al S-cenms :

Paliglutamin hastaliklar = ”‘ S o-Sinniikleopatiler
. Parkinsen hastalig

Huntigton hastalig

DRPLA, SCA, FRDA ve diperleri L e

Cioklu zistemairofi

“aslarmma, AH
Dovim sencromu
Citals

Cisam ALSPOC
FTDP-17

Adipik Pick Hastalifi
Pick Hastalii

Sekil 2-4: Farkh norodejeneratif hastaliklarda goriilen protein birikimleri (39).

DRPLA, Dentatorubral-Pallidoluysian atrofi; FLD, frontal lob demansi; SCA, Spinocerebellar ataxia; FRDA,
Friedreich ataxia; GSS, Gerstmann-Straussler-Scheinker sendrom; FTDP-17, Frontotemporal demans ve kromozom
17 ilisgkili parkinsonizm; Guam ALS/PDC, Guam amiyotrofik lateral skleroz / parkinsonizm-demans kompleksi.
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Protein birikimlerini tetikleyen temel etkenler genetik faktorler, yasla iliskili
endojen faktorler ve cevresel faktorler olarak smiflandirilabilir (Sekil 2-5). Bu
birikimler, poliubikutinlenmis proteinlerden olusur. Protein ¢dkelmesi, proteinlerin
yikilmasini saglayan Ubikutin-proteozom sisteminin (UPS) fonksiyonunu yapmamasi
sonucu ortaya cikar. Bir ¢cok norodejeneratif hastalikligin belirteci olan inkliizyon

cisimciklerinde proteozom altbirimlerinin bulundugu gosterilmistir (45).
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Sekil 2-5: Hiicre i¢i ve hiicreler arasi1 alanda protein birikimlerinin olusumu (39).

UPS, Ubikutin proteozom sistemi

Ornegin, beta Amiloid peptidinden (AB) olusan hiicre dis1 ndritik (senil) plaklar
ve mikrotubul iligkili bir protein olan tau’dan olusan norofibril yumaklar (NFT)
Alzheimer Hastaligimin en Onemli isaretleridir. Parkinson hastaliginda ve Lewy
cisimleri ile birlikte goriilen demans’da (DLB) alfa siniiklein (a-syn) filamentleri birikir
ve ndron somalarinda ve Lewy noritlerinde Lewy cisimlerini olustururlar. Bu
birikimlerin beyindeki dagilimi hastaligin ilerlemesi ve néron kaybinin artisi ile birebir
iligkilidir. Bu proteinlerin noérodejenerasyondaki rollerini destekleyen en Onemli
bulgular, onlar1 kodlayan genlerdeki mutasyonlarin nérodejeneratif hastaliklarin ailesel

tiplerine sebep oldugunun bulunmasidir (42).

Ornegin, ailesel PH, 3 adet alfa-syn lokusu bulunan bireylerde ortaya cikar.
Down sendromlu hastalarda ise 21. kromozom {iizerindeki amiloid 6nciil proteini (APP)

lokusunun fazladan bir kopyasi vardir ve erken yaslarda AP birikimleri saptanir.
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Hastaliklarla iligkili genlerin promotorlerindeki polimorfizmler de bu proteinlerin
transkripsiyonunu ve ndrodejeneratif hastaliklarin ortaya c¢ikma riskini arttirir.
Proteinlerin birincil yapisini etkileyen mutasyonlar, proteinlerin birikim olusturma

egilimini arttirabilir (42, 43, 45, 46).

Proteinlerin kovalent modifikasyonlart da protein birikimlerinin olusumunu
ilerletir. Sporadik norodejeneratif hastaliklarda genellikle proteinlerin  oksidatif
modifikasyonlar1 artar. Ornegin dopamin aracihig ile alfa-sinniikleinin oksidatif
modifikasyonu ¢okelti olusumunu arttirir. Ayrica yaslanma ile birlikte hiicrelerin yanlis

katlanan proteinleri ortadan kaldirma kabiliyetleri diiser (43, 45).

2.2.2.2. Alzheimer Hastaligi’nin genel ozellikleri

Alzheimer Hastalig1 norodejeneratif hastaliklarin en sik rastlanan seklidir. 2006
yilinda diinyada yaklasik 26.6 milyon kisinin bu hastalifa yakalandig1 bilinmektedir
[10]. AH ilerleyen hafiza kaybi, insan ve objeleri tanima kaybi, zihinsel ve sosyal
yeteneklerin kisinin giinlilk yasam faaliyetlerini etkileyecek derecede bozulmasi ile
tanimlanan ve genellikle ge¢ baslangigli olan bir hastaliktir. On beynin bazalinde ve
hippokampusta goriilen noéron dejenerasyonu kadar sinaptik patoloji ve noron iletigim
sistemindeki bozukluklar da hastaligin patogenezinde oldukc¢a onemlidir. AH iki farkl
protein birikimi ile birlikte goriiliir: noritik (senil) plaklar ve ndrofibriller yumaklar.
Noritik plaklar hiicre dis1 birikimlerdir ve esas bileseni amiloid 6nciil proteininin (APP)
proteolitik olarak islenmesi sonucu ortaya ¢ikan amiloid beta (AP) peptididir.
Mikrotubul iliskili bir protein olan tau tarafindan olusturulan nérofibriller yumaklar ise

hiicre i¢i birikimlerdir (42, 43, 46, 47).

AH’nm ailesel tipleri 6zellikle APP geni, Presenilin-1 (PS-1) geni ve Presenilin-

2 (PS-2) genindeki otozomal dominant mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar (42, 43, 46).

2.2.2.3. Parkinson Hastalig1’nin genel ozellikleri

PH en sik rastlanilan ndrodejeneratif hastaliklardan biridir. 65 yas ve tstiindeki
bireylerin %1-2’sini etkiler. Klinik olarak bradikinezi, rijidite ve tremor ile birlikte
goriilen bir hareket bozuklugudur. PH substantia nigra pars compacta’daki dopaminerjik
noronlarin kaybi ve striatal dopamin seviyelerinin belirgin diisiisii ile tanimlanir. PH’nin
gelisiminde hem sporadik hem de genetik faktorler 6nemli rol oynar. Cevresel sebepler

genellikle toksinler veya serbest radikallerle iligkilidir. Bu ajanlarin emilimi, lipid
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peroksidasyonu, oksidatif DNA hasar1 ve mitokondrial fonksiyon bozuklugu gibi bir
dizi olay: tetikler. Ailesel PH icin ortaya ¢ikarilan genler tiim PH’lerin %10 unu
kapsamaktadir. Genel olarak ailesel PH nin otozomal dominant ve otozomal ressesif

olmak iizere iki tipinden soz edilir (42, 43, 46).

Otozomal dominant ailesel PH, Lewy cisimcigi olarak isimlendirilen ve
sporadik PH hastalarinin beyinlerinde de bulunan hiicre i¢i birikimler ile kendini
gosterir. Lewy cisimcikleri, proteinlerin anormal ¢dkelmesiyle ortaya ¢ikan sitoplazmik
inkliizyonlardir ve ubikutin (Ub) i¢in pozitif boyama gdsterirler. Ub, proteinlerin
ubikutinlenmesi ve yikilmasinda rol oynayan, yiiksek oranda korunmus 76aa’lik bir

peptiddir (45).

Otozomal resesif juvenil parkinsonizm (AR-JP), genelde 20’li yaslarin sonunda
ve 40 yasindan Once baslamasiyla karakterize edilir. Bu hastalar, substantia nigradaki
dopaminerjik noéronlarin 6zel altpopulasyonlarinin dejenerasyonu ile tanimlanir. Ayni
noronlarin idiopatik PH’da da kaybi s6z konusudur. AR-JP’nin klinik o6zellikleri
idiopatik PH’dan ayirtedilemez (45).

2.2.2.4. Huntington Hastahigr’nin genel ozellikleri

Huntington hastaligi, huntington proteininin N ucundaki poliglutamini kodlayan
CAG tekrarlarimin artig1 ile tanimlanan noérodejeneratif bir hastaliktir. HH bir gendeki
tek bir mutasyon ile ortaya ciktigindan nérodejeneratif hastaliklarin patogenezini
aragtirmak i¢in uygun bir ¢alisma modeli saglar. Bu hastaligin olusumunda poliglutamin
uzunluguna baglh bir esik degeri varidir: >36 hastalik olusur, <35 hastalik olugmaz.
Uzun tekrarlar hastaligin erken yaslarda baslamasina sebep olur. In vitro ¢alismalarda
proteinlerin ¢okelme esigi ile hastaligin baslangic esigi arasinda oldukca siki bir iligki
gosterilmistir ve ¢okelme hastaligin patogenezi ile birebir iliskilidir. Huntingtini i¢eren
inkluzyonlar dejenere olan beyin bolgelerinde bulunur. Buna ragmen inkluzyonlari
iceren ndronlarla dejenere olanlar farkli néronlardir. Fakat CAG tekrarlarinin uzunlugu

ile inkluzyon yogunlugu arasinda dogrusal bir iliski vardir (42, 43, 46).

Huntingtin birikimleri yanlis katlanan huntingtin proteininin N ucuna veya
ubikutine baglanan antikorlarla isaretlenebilir. Birikimler fibriller yapilar, CREB
baglayan protein, poliglutamin ve amiloidin karakteristigi olan B-yaprak yapisi igerirler.

Bu birikimlerdeki amiloid varlig1 ise tartismalidir (43).



19

2.2.2.5. Amiyotrofik Lateral Skleroz’un genel o6zellikleri

Amiyotrofik Lateral Skleroz, omurilik lateral boynuzundaki ve serebral
korteksdeki motor noéronlarin dejenerasyonu sonucunda motor zayiflifa sebep olan
Olimciil bir hastaliktir. Ender rastlanan erken baslangichi ailesel tipi siiperoksit
dismutaz-1 (SOD1) genindeki mutasyonlar sonucunda olusur. Hastaligin patolojisi
SOD1 enzim aktivitesindeki degisikliklerle iliskili goziikmez. Mutant SOD1 genini
yiiksek oranda ifade eden transgenik farelerdeki motor ndronlarin sitoplazmasinda

SODI1 protein ¢okeltileri igeren inkluzyonlar saptanmistir (42, 43, 46).

2.2.2.6. Prion Hastaligr’nin genel ozellikleri

Prionlar tarafindan olusturulan ndrodejeneratif hastaliklar sporadik, cevresel
veya genetik mutasyonlara bagli olarak ortaya gikabilir. Cevresel etkenler arasinda
enfekte olmus beyin dokusundan kdkenlenen prion partikiillerinin yenmesi veya enfekte
aletlerin kullanildig1 cerrahi bir miidahale gecirmek sayilabilir. Bu hastalik ayrica prion
proteininde degisikliklere sebep olan prion genindeki bir nokta mutasyonu ile de ortaya
¢ikabilir. AH’dekine benzer amiloid plaklar icerir ve bu plaklar prion antikorlari ile
isaretlenir. Prion hastalif1 iizerine yapilan caligmalar sonucunda bu hastaligin enfekte
edici viral ajanlarin aksine anormal katlanmis protein yapisi sonucu ortaya ¢iktigi
gosterilmistir. Prion birikimleri hem hiicrelerarasi hem de hiicre i¢i alanlarda

saptanmustir (42, 43, 46).

2.3. Sinir Dokusunun Hiicresel Bilesenleri
Sinir dokusu 2 hiicre tipi igerir: uzantilara sahip sinir hiicreleri olan ndronlar ve

noronlart koruyup destekleyen glia hiicreleri (ndroglialar)(48, 49).

2.3.1. Noronlar

Noron ileri derecede 6zellesmis bir hiicre tipidir ve sinir sisteminin en 6nemli
elemanidir. Tiim norolojik siiregler, tek bir ndrondan, birbiri ile iligkili néron gruplari
arasindaki karmasik hiicre-hiicre baglantilarina kadar uzanan bir néronal aga baghdir ve
bu ag beyin fonksiyonu i¢in temel olusturur. Biiylik ag (macro circuits) bir beyin
bolgesinden digerine uzanan ndron topluluklarini igerirken; kiigiik ag (micro circuits)
bir beyin bolgesi ig¢indeki hiicre-hiicre iliskilerini igerir. Biiyiikk ve kiiciik agin detayl
analizi saglikl1 ve hasta beyindeki kortikal fonksiyonlarin noral temellerini anlamak igin

Onemlidir.
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Noronlarin morfolojik ozellikleri

Noron, ndéron membran1 ile c¢evrili, icerisinde organeller ve sitoiskelet
elemanlarinm tasiyan farkli fonksiyonel bolgelere sahip olan bir hiicredir (Sekil 2) (48,
50, 51).

Noronlar yiiksek oranda kutuplasmis hiicrelerdir ve farkli fonksiyonlari olan
hiicresel bolgelere sahiptirler (Sekil 2). Bir ndronda morfolojik olarak farklilagmis 3 ana
bolge bulunur: 1-Hiicre govdesi veya perikaryon: néronun g¢ekirdegi ve c¢ekirdek
cevresindeki sitoplazmasidir, 2-Dendritler: diger noronlardan uyarilari almak igin
0zellesmis uzantilardir, 3-Akson: tek bir uzantidir, sinir impulsunu diger noronlara, kas

ve bez hiicrelerine iletmek iizere 6zellesmistir (48).

1-Hiicre govdesi (soma veya perikaryon): Icerisinde ¢ekirdek (nukleus),

GER, DER, Golgi ve mitokondriyi tasir .

Noéron membrani: Noron membrani ~5Snm kalinligindadir ve bol miktarda
protein tagir. Noronlarin en 6nemli 6zelliklerinden biri soma, dendrit ve aksonlarin
tizerindeki membranlarin farklilik gostermesidir. Bir noéronun fonksiyonu ndron
membraninin ve onunla iligkili proteinlerin yapisi ve fonksiyonu anlagilmadan
coziilemez. Noron membrani, elektrik sinyallerinin beyin ve viicut arasinda iletilmesini

saglar.

Cekirdek (nukleus): Cogu noron biyiik, yuvarlak ve agik renk boyanan

okromatik bir ¢ekirdek ve belirgin ¢ekirdekeik (nukleolus) igerir.

Noron organelleri: Noronlar ¢ok miktarda diiz yiizlii endoplazmik retikulum
(DER) ve graniillii endoplazmik retikulum (GER), Golgi ve mitokondri igerirler (Sekil
2).

Sitoiskelet: Sitoiskelet, norona karakteristik yapisini verir. Sitoiskeleti olusturan

elemanlar mikrotubuller, mikrofilamentler ve nérofilamentlerdir.

Mikrotubuller 20 nm ¢apindadirlar ve noritler boyunca uzanirlar. Mikrotubul
olusumu ve fonksiyonuna katilan protein ailelerinden biri mikrotubul iliskili
proteinlerdir (MAP). MAP’lar diger fonksiyonlarinin yani sira mikrotubulleri birbirine
baglar. MAP ailesinden olan tau’daki patolojik degisiklikler Alzheimer hastaliginin en

Onemli bilesenlerinden biridir.
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Mikrofilamentler 5 nm ¢apindadir. Noronlarda mikrofilamentler mikrotubuller

gibi noritler boyunca uzanir, ayrica membran ile siki iliskilidirler.

Norofilamentler 10 nm ¢apindadirlar. Araflament ailesinin tiyesidirler (48, 50,

51).

2-Dendritler: Hiicre govdesinden ¢ikip gri maddenin (gri cevher) i¢ine dogru

dallanirlar. Noron tipine gore sekil ve sayilar1 degisiktir.

Dendrit kelimesi Yunanca’da aga¢ anlamina gelir. Somadan ¢ikan dendritler
aynt1 bir agacin dallar1 gibi uzanir. Tek bir néronun dendritleri “dendritik aga¢” olarak;
bu agacin her bir dali ise “dendritik dal” olarak isimlendirilir. Cok degisik sekil ve

boyutta olan dendritik agaclar, farkli ndron gruplarinin siniflandirilmasinda kullanilir.

Dendrit, bir ndronun anteni gibi fonksiyon gdsterdiginden binlerce sinaps ile
cevrelenmistir. Sinapslarin altindaki postsinaptik dendritik membran sinaptik yariktaki

norotransmitterleri tantyan 6zellesmis reseptorler tasir.

Bazi noronlarin dendritleri, dendritik diken denilen 6zel yapilar ile kaplhidir
(Sekil 2-6 ve 2-7). Bu dikenler dendrite asilmis kiicilik torbalar gibi goriiniir. Bu dikensi
yapilar sinaptik aktivitenin tipine ve miktarina duyarlidir. Dikenlerdeki alisilmadik
degisikliklerin kognitif bozuklugu olan bireylerin beyinlerinde ortaya ¢iktig

gosterilmistir.

Sekil 2-6: Dendritik dikenler (51).
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Dendritlerin sitoplazmasi biiylik oranda aksonlarinkine benzer, sitoiskelet
elemanlar1 ve mitokondri ile doludur. Ilging bir farklilik poliribozomlarin dendritlerde
bulunmasina ragmen aksonlarda bulunmamasidir. Bu sekilde bazi néronlarda sinaptik

iletinin lokal protein sentezi ile yonlendirilebilecegi savunulmustur (48, 51, 52).

3-Akson: Akson ndronlara 6zgii ve sinir uyarilarini iletmek i¢in farklilagmis bir
yapidir. Aksonun somadan ¢iktig1 bdlge akson konisi olarak isimlendirilir. Tki nemli
ozellik aksonu somadan ayirir: 1-Aksonun igerisinde GER bulunmaz, 2-Akson

membraninin yapisi somaninkinden oldukea farklidir.

Bu yapisal farkliliklar fonksiyonel farkliliklar1 da ortaya koyar. Aksonda
ribozom olmadigindan protein sentezi de yoktur. Bu da aksonun somadan olustugu
anlamma gelir. Akson membraninda bulunan proteinlerdeki farkliliklar, aksonun

“telgraf teli” gibi is gorerek ¢cok uzak mesafelere kadar bilgi iletmesini saglar.

Aksonlar Imm’den daha kisa mesafelerden 1 m’nin {izerindeki mesafelere kadar
uzanabilirler. Aksonlar genellikle dallanirlar ve bu dallanmalara akson kollateralleri
denir. Bazen akson kollateralleri iletisim saglamak iizere ¢iktig1 hiicreye geri doner veya
komsu hiicrelerin dendritleri ile iligki kurar. Bu tip akson dallarina “recurrent

kollateralleri” denir (Sekil 2-7).

Akson cap1 degiskenlik gsterir. insanda 1 um-25 pm’ye kadar degisik ¢aplarda
olabilir. Akson boyutundaki bu farkliliklar 6nemlidir. Akson boyunca iletilen elektriksel
sinyalin hiz1 aksonun capmna baglidir. En kalin aksonlar uyari iletimini en hizli

gergeklestigi aksonlardir (48, 51).
Akson sonlanmasi (akson terminali)

Tiim aksonlarin bir baslangici (akson tepecigi veya konisi), orta pargasi (esas
akson) ve sonlanma bdlgesi vardir. Aksonun sonu, akson sonlanmasi (terminal) veya
terminal diigme olarak isimlendirilir. Ug¢ kisim aksonun baska bir néron veya hedef
hiicre ile baglant1 kurdugu ve bilgiyi ilettigi bolgedir. Bu baglant1 noktasina Yunanca’da

“birbirine baglanmak™ anlamina gelen “sinaps” ad1 verilir (Sekil 2).

Bazi aksonlarin tam ug¢ bolgelerinde bir ¢ok dallanma vardir ve her dal aym
bolgedeki dendritler veya hiicre gdvdeleri i¢in sinaps gorevi yapar. Bu dallara “terminal
aga¢” denir. Baz1 aksonlar ise uzunluklar1 boyunca bulunan sismis bolgelerde sinaps

olusturur, fakat akson bu sinaps bolgelerinde sonlanmaz, devam ederek bagka bir yerde
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sonlanir. Bu siskinlikler “gec¢is noktalarr” olarak isimlendirilir. Bir noéron bagka bir
hiicre ile sinaps yaptiginda, o hiicreyi sinir sistemine baglamis veya inerve etmis olarak

tanimlanir (48, 51).
Akson sonlanmasinin sitoplazmasi aksondan farklidir:
1-Mikrotubuller akson sonlanmasinda bulunmaz.
2-Akson sonlanmasi, ~ 50 nm ¢apinda olan sinaptik vezikiiller icerir.
3-Sinapst1 olusturan membranin i¢ yiizli farkli yogunlukta proteinlerle kaplidir.
4-Cok sayida mitokondri igerir.
Sinaps

Sinapslar sinir impulsunun iletiminden sorumlu yapilardir. Aksonun dendritlerle,
perikaryonla veya nadiren baska bir néronun aksonuyla baglanti yerleridir.
Dendrodendritik sinapslar da vardir. Sinaps presinaptik bdlge, sinaptik yarik ve
postsinaptik bolgeden olusur. Presinaptik alan genellikle bir akson sonlanmasidir,
postsinaptik alan ise bir dendrit veya baska bir ndronun hiicre govdesidir. Pre- ve
postsinaptik membranlar aras1 alan sinaptik yarik olarak ismlendirilir (Sekil 2-7).
Bilginin bir nérondan baska bir ndrona sinaps aracilig1 ile aktarimina sinaptik ileti denir.
Bir ¢ok sinapsta bilgi, aksonun ucuna kadar elektriksel uyar1 olarak iletilir, akson
ucunda kimyasal sinyale doniisiir ve sinaptik yariga kimyasal sinyal olarak salinir.
Postsinaptik membranda bu kimyasal sinyal tekrar elektriksel sinyale dontistiiriiliir.
Kimyasal sinyaller norotransmitter olarak adlandirilir ve akson ucunda bulunan sinaptik
vezikiillerde saklanir. Farkli ndron tipleri farkli ndrotransmitterler kullanirlar. Bilginin
elektrik-kimyasal-elektrik cevrimi beynin bir ¢ok olasiligi hesaplama yeteneginin
oldugunu gosterir. Bu siireclerdeki degisiklikler hafizay1, 6grenmeyi ve sinaptik iletiyi
kapsayan bir ¢ok mental bozukluga sebep olabilir. Sinapslar sinir gazi ve bir ¢ok

psikoaktif ilacin etki ettigi noktalardir (48, 51).
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Akson sonlanmasi

Dendritler:

Dendritik dikenler

Golgi aparat
Mitokondri

Akson
Mitokondri

Mikrotubul

DER
Recurrent akson

kolateralleri i
Mérofilamentler

Aksodendritik sinaps
‘ Mitokondri

Dendrit

Dendrit Sinaptik yank

Sinaptik vezikiller

Mukleus i
Terminal digme

Mikrotubul

Aksog Méron hilcre gévdesi

Akson konisi

Sekil 2-7: Noronun genel yapisi (49).

Aksoplazmik transport

Akson ve akson sonlanmasmin sitoplazmasi ribozom i¢ermemektedir.
Ribozomlarin aksonlarda bulunmamasi aksondaki proteinlerin ndronun somasinda
iiretilip, aksona gonderildigini gosterir. 19.yy’in ortalarinda Ingiliz fizyolog Augustus
Waller, ait oldugu ndérondan ayrilan aksonlarin islevini kaybettigini gostermistir. Bu
ylizden kesilen aksonlardaki dejenerasyon “Wallerian dejenerasyonu”™ olarak
isimlendirilir.

Wallerian dejenerasyonu, somadan akson sonlanmasimna dogru olan normal

madde akis1 engellendiginde olusur. Maddelerin aksonun ucuna dogru olan bu
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hareketine “aksoplazmik transport” denir. Ik kez 1940°da Amerikali nérobiyolog Paul
Weiss ve arkadaslar: tarafindan gosterilmistir. Ancak eger tim maddeler akson boyunca
aksoplazmik transport mekanizmasi ile tasinsaydi, maddeler en uzun aksonun ucuna
ulagana kadar en az yarim yil gegerdi. 1960’larin sonunda néronun somasina enjekte
edilen radyoaktif isaretli amino asitler yardimiyla akson boyunca transport orani
hesaplanabildi. Bu metod yardimi ile Rockefeller Universitesi'nden Bernice Grafstein

“hizl1 aksoplazmik transport”u kesfetmistir.

Glinlimiizde aksoplazmik transport hakkinda pek ¢ok sey bilinmektedir.
Vezikiiller i¢inde paketlenen maddeler aksonun mikrotubulleri boyunca akson ucuna
dogru hareket ederler. Bu hareket kinezin denilen motor proteinler tarafindan saglanir
ve ATP bagimlidir. Kinezin, maddeleri sadece somadan akson ucuna dogru tasir. Bu

yonde madde taginimina “anterograde transport” denilir.

Baska bir tasinma mekanizmasi ise maddeleri akson ucundan somaya tasir. Bu
mekanizmanin, akson ucundaki metabolik ihtiyaclarin somaya iletilmesinde rol
oynadig1 disiiniiliir. Akson ucundan somaya dogru olan bu harekete “retrograde
transport” denir. Mekanizmasi anterograde transporta benzer, fakat bu hareketi saglayan

motor protein “dynein”dir (48, 51).

Noronlar fonksiyonlarina gore 5 gruba ayrilir:

1-Lokal baglantilar1 yapan inhibitér noronlar: serebral ve serebellar korteksteki
GABAerjik ara noronlar.

2-Uzak baglantilar1 yapan inhibitér noéronlar: bazal gangliyonun ortaboy dikensi
(medium spiny) noéronlar1 ve serebellar korteksin Purkinje hiicreleri.

3- Lokal baglantilar1 yapan uyarict ndronlar: serebral korteksin dikensi yildiz (spiny
stellate) hiicreleri.

4- Uzak baglantilar1 yapan uyarici néronlar: serebral korteksin primidal néronlar.

5-Genis mesafelerde norotransmisyonu saglayan ndromodulatdr noronlar (48).
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Noronlarin morfolojilerine gore siniflandirilmast
Norit sayisina gore

Noronlar somadan c¢ikan ndritlerinin (akson ve dendritler) sayisina gore

siniflandirilabilirler (Sekil 2-8) (48, 50, 51).

1-Unipolar: Tek bir ndrite sahip ndronlar.

2-Psddounipolar: Uzanti1 perikaryondan ¢iktiktan kisa bir mesafe sonra T
seklinde dallanir.

2-Bipolar: Bir akson ve bir dendrite sahip ndronlar.

3-Multipolar: Bir akson ve birden fazla dendrite sahip ndronlar.

Unipolar hiicre Bipolar hiicre Psadounipolar hiicre

“Dendrit \\r__ __S zearlnvaenkaaa
S - periferik akson

2 J—=Hilcre givdesi

——Akson

) ) ] —— tek uzant
0 Hicre gdvdesi
o Merkezi
—— Akson ~akson

_\——Hicre givdesi

i —  Aks0n

= L r —_
sonlanmasi

Qmurgasiz ndranu Retinanmn bipolar hicreleri  Dorsal kdk ganglion hdcreleri

Mulktipolar hiicreler

— Dendrit
//’

__Apikal
dendrit

“{—Huicre givdesi

N

Hicre

Bazal
dendrit

1 “F=

Qrmurilik moaotor
noronu Hipokampusun piramidal hilcreler Serebellum Purkinje hicreleri

Sekil 2-8: Noronlarin morfolojilerine gore simflandirilmasi (51).
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Dendritlerine gore

Dendritik agaglar néronlar arasinda oldukca farklilik gosterir. Siniflandirma
genelde beynin belli bir bolgesine 6zeldir. Ornegin serebral korteksde iki sinif hiicre

vardir: piramidal hiicreler ve yildizst1 hiicreler.

Noronlar  dendritlerinde  diken  tasiyip  tasimadiklarina  gére  de
siniflandirilmaktadir. Diken tasiyan dendritlere sahip noronlara dikensi, tasimayanlara
ise dikensi olmayan noronlar denir. Ornegin, serebral korteksteki tiim piramidal

hiicreler dikensi iken yildizst hiicreler dikensi ve dikensi olmayan ndronlardir (48).
Baglanti kurduklar: hiicrelere gore

Deri veya retina gibi duyu organlarindan uyariy1 alarak sinir sistemine ulastiran
noritlere sahip noronlara “primer duyu noéronlar1” denir. Kaslar ile sinaps yapan ve
hareketi kontrol eden aksonlara sahip ndronlara “motor ndron” denir. Fakat sinir sistemi
icindeki ¢ogu noéron sadece baska bir ndron ile baglanti kurar. Bu ndronlara da “ara

noron-interneuron” denir (48).
Akson uzunluguna gore

Bazi ndronlarin beynin bir bdlgesinden digerine uzanan, uzun aksonlar: vardir.
Bu tip noronlara “Golgi Tip I ndronlart” veya projeksiyon noronlari denir. Hiicre
govdesinin ¢evresinde sonlanan kisa aksonlara sahip néronlara “Golgi Tip II néronlar”
veya lokal ag (circuit) ndronlart denir. Ornegin, serebral korteksteki piramidal
hiicrelerin aksonlart beynin baska bir bdliimiine kadar uzanan Golgi tip I noronlaridir.
Bunun yaninda yildizs: hiicrelerin aksonlar1 serebral korteksin disina ¢ikmayan Golgi

tip I néronlardir (48).
Norotransmittere gore

Daha 6nce sadece morfolojilerine gore siniflandirilan ndronlar, yeni metodlarin
gelismesiyle, salgiladiklar1 norotransmitterlere gore de smiflandirilmaya baslandilar.
Ornegin, hareketi kontrol eden motor ndronlar sinapslarindan asetilkolin salgilarlar. Bu

hiicreler salgiladiklar1 ndrotransmittere gore kolinerjik olarak siniflandirilirlar .
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2.3.2. Noroglia
MSS’deki tek hiicre tipi ndron degildir. Noronlar néron olmayan c¢esitli hiicreler
tarafindan desteklenirler. Noron olmayan hiicreler, makroglia (astrositler ve

oligodendrositler), mikroglia, ependium hiicreleri olarak siniflandirilabilir.

Bazi noérobilimciler glialar1 nérobilimin “uyuyan devleri” olarak goriirler ve bir
giin glialarin, bilginin islenmesinde ¢ok biiyiik rollerinin oldugunun kesfedilecegine
inanirlar. Fakat su anki bilgilerimiz 1s18inda, glialar néron fonksiyonunu destekleyen

hiicrelerdir ve beynin diizgiin bir sekilde calismasini saglarlar (48, 51).
Makroglia

En ¢ok bulunan destek hiicrelerdir . Astrosit ve oligodendroglia olmak iizer iki

siifa ayrilirlar.

Astrositler, ¢cok sayida uzun uzantilart olan, yildiza benzer, biiyilk ndroglia
hiicreleridir. Noronlar arasinda bulunurlar ve genellikle sinaptik komplekslerin etrafinda
bireysel kompartimanlar olustururlar. Astrositler ndronlarin enerji liretimine destek olan

metabolitleri saglarlar.

Astrositlerin en 6nemli rollerinden biri, bulundugu ekstraseliiler alanin kimyasal
igerigini diizenlemektir. Ornegin astrositler, beyindeki sinaptik baglantilar1 bir zarf gibi
sararak, salinan norotransmitterlerin, salindiklar1 alandan uzaklagmasini, yayilmasini
engellerler. Astrositler, membranlarinda sinaptik alana salinan norotransmitterleri
ortadan kaldiran 6zel proteinler tagirlar. Son ¢alismalarda astrositlerin membranlarinda
ayn1 nOronlar gibi norotransmitter reseptorleri tasidiklart ve uyarildiklarinda glial
hiicrelerde elektriksel ve biyokimyasal olaylar1 tetikledikleri gdsterilmistir.
Norotransmitter diizenlenmesinin yanisira astrositler ekstraseliiler alandaki c¢esitli
maddelerin seviyelerinin siki bir sekilde kontroliinii yapar. Ornegin ekstraseliiler

alandaki potasyum iyonu konsantrasyonunu astrositler diizenler.

Oligodendroglialar (oligodendrositler) astrositlerden daha kiigiik ve uzantilar
daha az sayida ve kisa olan noroglia hiicreleridir. Makroglialarin ikinci 6énemli sinifi
olan bu hiicreler myelin tretirler. Myelin kilifi, kesintisiz akson membranlari iizerinde
cok katli tabakalar olusturup, membranlar1 uzun aksonlar boyunca bioelektrik olarak
aktif segmentlere boler ve aksiyon potansiyelinin arttirilmasini saglar. Kilifin

bulunmadig1 bosluklara “ranvier bogumu” denir. Myelin uyarinin akson boyunca hizli



29

bir sekilde iletilmesini saglar. Oligodendriglia sadece MSS’de bulunur, PSS’de onun
gorevini Schwann hiicreleri gergeklestirir. Bir oligodendroglia hiicresi bir ¢ok aksonu

myelinlerken, her Schwann hiicresi sadece bir tek aksonu myelinler (48, 50, 51).
Mikroglialar

Kiiciik, yogun ve uzamis sekilli hiicrelerdir. Makrofaj/monosit serisinden

hiicreler ile iligkili oldugu diisiiniiliir (48, 50, 51).

2.4. Sinir Sistemi
Sinir sistemi anatomik olarak beyin ve omurilikten olusan merkezi sinir sistemi
(MSS) ve sinir lifleri ile sinir gangliyonlarindan olusan periferik sinir sistemi (PSS)

olarak ikiye ayrilir.

2.4.1. Merkezi Sinir Sistemi

Tim davraniglar omurilik ve beyni igeren merkezi sinir sistemi tarafindan
yonetilir. Memeli beyni 3 ana bdlgeye ayrilir: arka beyin, orta beyin ve 6n beyin. Bu 3
bolge kendi iginde Ozellesmis cesitli alanlar icerir (52-54). Bu alanlar anatomik ve
fonksiyonel olarak alt boliimlere ayrilan 6 bolgeden olusur; medulla oblongata, pons,
serebellum, orta beyin, diensefalon ve serebral hemisferler (telencefalon). Bu bolgelerin
herbiri beynin her iki hemisferinde de bulunur, fakat sekilleri ve biiyiikliikleri farkl

olabilir (Sekil 2-9) (52, 53).
1-Omurilik

Omurilik merkezi sinir sisteminin en u¢ ve en basit bolgesidir. Kafatasinin
tabanindan ilk lumbar omurgaya kadar uzanir. Govde ve uzuvlarin deri, eklem ve
kaslarindan gelen duyusal bilgileri alir, isler, gévde ve uzuvlarin hareketlerini kontrol
eder. Uzuvlar1 ve govdeyi kontrol eden motor sinirlerin ¢ikis bolgelerine bagli olarak
omuriligin ¢ap1 ve sekli degisir. Omurilik, i¢te gri madde ve onu saran beyaz maddeden
olusur. Sinir hiicre somalarin1 iceren gri madde, dorsal ve ventral boynuzu igerir.
Servikal, torasik, lumbar ve sakral olmak iizere 4 bolgeden olusur. Omurilik medulla
oblongata, pons ve ortabeyin’den (midbrain) olusan beyin sap1 ile devam eder. Beyin
sap1, kafatasinin deri ve kaslarindan gelen duyusal bilgileri alir ve kafatas1 kaslarinin
motor koordinasyonunu yapar. Ayrica omurilikten beyine, beyinden omurilige bilgi
akigini saglar. Beyin sap1 kranyal sinir ¢ekirdeklerini igerir. Bu ¢ekirdeklerden bazilari

kafatas1 deri ve kaslarindan bilgileri alirken digerleri, yliz, boyun ve goz kaslarinin



30

motor kontroliinii yapar. Bir kism1 da duyma, denge ve tat alma gibi duyulardan gelen

bilgileri almak iizere 6zellesmislerdir.
2-Medulla oblongata (Bulbus)

Hemen omuriligin {izerinde uzanir. Sindirim, nefes alma ve kalp ritminin

kontrolii gibi yagsamsal otonomik fonksiyonlardan sorumludur.
3-Pons

Medulla oblongatanin hemen iizerinde bulunur. Hareketle ilgili bilgileri serebral

hemisferden serebelluma iletir.
4-Serebellum

Pons’un arkasinda bulunur ve pediinkiil denilen biiylik sinir lifleri ile beyin
sapina baglanir. Serebellum hareketin kuvvetini ve alanini diizenler, motor becerilerin

ogrenilmesinde rol oynar.
5-Orta beyin (mezensefelon)

Pons’un hemen {izerinde bulunur. G6z hareketi, gorme ve duyma reflekslerinin

koordinasyonunu igeren bir¢ok duyusal ve motor fonksiyonu kontrol eder.
6-Diensefelon

Orta beynin hemen iizerinde bulunur. Iki bélimden olusur. Biri, MSS’den
serebral kortekse bilgiyi tasiyan talamus’tur. Digeri, otonomik, endokrin ve i¢ organlara

ait fonksiyonlar1 diizenleyen hipotalamus’tur.
7-Serebral hemisferler

Serebral korteks olarak isimlendirilen ¢ok sayida kivrima sahip bir dis tabakadan
ve bu tabakanin altinda yer alan 3 béliimden (bazal gangliyon, hippokampus, amigdala)
olusur. Serebral korteks frontal, parietal, temporal ve oksipital olmak {izere 4 lobtan
olusur. Bazal gangliyon motor fonksiyonlarin diizenlenmesine katilir. Hippokampus
hafiza deposu olarak rol oynar. Amigdala duygusal durumlardaki otonomik ve endokrin

cevaplarin esgiidiimiinii saglar.
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Sekil 2-9 Merkezi sinir sisteminin 7 ana bolgesi (52).

2.4.2. Beynin islevsel alanlari

Beynin nasil ¢alistigi ve duygularimiz, diisiincelerimiz ve davranislarimizdan
hangi 6zel serebral bolgelerin sorumlu oldugu bilim adamlar1 ve filozoflar1 binlerce
yildir mesgul etmistir. Bu ¢alismalarin baslangict M.O. 5.yy’a, Hipokrat’in tek tarafli
beyin hasarinin viicudun kars1 tarafinda felce yol actigini gozlemledigi doneme kadar
uzanmaktadir. Bununla birlikte, 19.yy’a kadar gecen siirede beyin haritalanmasina
yonelik bagka bilimsel bir ¢alisma gerceklestirilmemis ve bu konu ile ilgili veriler daha
¢cok ruhun nerede bulundugu konusundaki felsefi tartismalarla sinirli kalmistir. Son
ikiyliz y1l ise bu alanda arka arkaya yapilan sayisiz deneye ve gelistirilen ¢cok sayida
kurama sahne olmustur. Bu kuramlarin bir kismi hatali yaklasimlardan ibaretken,
digerleri Broca (1861), Ferrier (1876), Horsley (1887), Sherington (1903), Cushing
(1906), Penfield (1937), Fulton (1946) ve diger bir¢cok bilimadami tarafindan uzun bir

zaman siirecinde gergeklestirilen dikkatli gozlem ve deneylere dayanmaktadir.

Belli bolgelerin hangi islevlerden sorumlu olduguna dair en agik kanitlar,
yerlesimi bilinen bir hasarin yol ac¢tig1 degisikliklerin gézlemlenmesine dayanmaktadir.

Klinik gozlem olarak bilinen bu yaklasim Hipokrat’dan bu yana kullanilmaktadir. Bu
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yontem Ozellikle kursun yarasi olan c¢ok sayida askerin gézlemlenmesi olanaginin
bulundugu 1.Diinya Savasi sirasinda, bir¢ok islevsel bolgenin tanimlanmasini
saglamigtir. Elde edilen bilgiler, daha sonraki yillarda beyin kivrimlarmin (cerebral
convolutions) dogrudan elektriksel, kimyasal ya da manyetik uyarimi sonucu gelisen
duyusal ve motor faaliyetlerin gozlemlenmesi ile pekistirilmistir. Beyindeki degisik
kitle lezyonlarinin ve elektrofizyolojik bozukluklarin tedavisi amaciyla yapilan cerrahi
girisimler, hayvanlarda baz1 06zgiil alanlarin deneysel amagla cerrahi olarak
hasarlanmast ve modern goriintilleme yontemleri sayesinde islevsel alanlarin
belirlenmesinde biiyilik asamalar kaydedilmistir. Biitiin bu ¢aligmalar sonucunda, beynin
islevsel alanlar1 serebral korteks igerisinde yer alan birincil alanlar, ikincil alanlar ve

assosiyasyon alanlar1 bagliklar altinda siniflandirilmistir (55).

2.4.2.1. Serebral korteks

Yasami destekleyen bir cok fonksiyon omurilik, beyin sap1 ve diensefalon
tarafindan kontrol edilirken, serebral hemisferlerin ince dis tabakasini olusturan serebral
korteks giinliilk yasamimizdaki hareketlerimizi, davraniglarimizi planlamada ve
gergeklestirmede rol oynar. Serebral korteks, ayrica bilgilerin depolanmasindan ve kas
becerilerimizin ¢ogunlugundan sorumlu olan yapidir. Filogenetik olarak insan en
mitkemmel kortekse sahiptir ve modern ndrobilimcilerin bir ¢ogu bugiin insan

korteksinin fonksiyonlarimi ve bozukluklarini anlamaya ¢aligmaktadir.

Serebral korteks cikintili bolgeleri (gyri) birbirinden ayiran oluklar (sulci)
tarafindan sekillendirilen yiiksek oranda katlanmis, kivrilmis bir sekle sahiptir. Bu
kivriml seklin gergek sebebi bilinmemekle birlikte néronlarin sayisini arttirabilmek igin
evrim sirasinda olustuklar1 diisiiniiliir. Korteksin kalinligi her zaman 2 ila 4 mm
arasindadir ve tiirler arasinda fazla degisiklik gostermez. Fakat yiizey alani yiiksek
primatlar ve 6zellikle insanda oldukca biiytiktiir. Noron sayisi, bilgi islenmesi agisindan
korteksin kapasitesini gosteren onemli belirteglerden biridir. Neokorteks fonksiyonel
tabakalar seklinde diizenlenmistir. Neokorteksde bilgi kendi i¢inde iliskili néronlarin
olusturdugu karsilikli tabakalarda islenir. Korteksin yiizey alaninin artmasi bilgiyi
isleyebilmek i¢cin muazzam bir kapasite saglar (52, 55, 56).
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Serebral korteks anatomik olarak 4 loba ayrilir

Serebral korteks anatomik olarak 4 loba boliinmiistiir: frontal, parietal, temporal
ve oksipital lob. (Sekil 2-10). Her lob farkli bir ¢ok fonksiyonel bdlge igerir. Ornegin,
Temporal lob igitme, gérme veya hafiza fonksiyonlarini yerine getiren bolgeler igerir.
Serebral korteksde corpus callosumun dorsal yiizeyini saran cingulate korteks ve insular

korteks (insula) olmak tizere iki bolge daha bulunur: (55, 56).

Frontal ’;\,—»_._7/" Parietal
lob lob

Oksipital
lob

Sekil 2-10: Serebral korteksin anatomik yapisi (56).

Serebral korteks tabakalar:

Serebral korteks birtakim hiicre tabakalarindan olusur. Tabakalarin sayisi ve
fonksiyonlart g¢esitlilik gosterir. Neokorteks tipik olarak korteksin dis yiizeyinden (pia

mater) beyaz maddeye dogru numaralandirilmis 6 tabaka igerir (56).
Tabaka I:

Az sayida hiicre iceren bir tabaka oldugundan molekiiler tabaka olarak
isimlendirilir. Korteksin derinliklerindeki hiicrelerin dendritlerini ve bu tabakadan gecen
veya bu tabakada baglantilar yapan aksonlari icerir. Daha derin bolgeleri az sayida

yildizs1 ve 1§ seklinde horizontal uzanan Cajal hiicreleri igerir.
Tabaka Il

Graniiler hiicreler denilen kiigiik kiiresel hiicreler igerir. Bu yiizden dis graniiler

hiicre tabakasi ismini alir.
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Tabaka 111

Cogu piramidal sekilli olan bir ¢ok hiicre tipi igerir, bu ylizden dis piramidal

hiicre tabakast ismini alir.
Tabaka IV

Tabaka II gibi graniiler hiicrelerden olusur, bu ylizden i¢ graniiler hiicre

tabakasi ismini alir.
Tabaka V

I¢ piramidal hiicre tabakasidir, hiicreleri tabaka III’deki hiicrelerden daha

biiyiiktir.
Tabaka VI

Noronlarin heterojen bir karisimi oldugundan polimorfik veya multiform tabaka

ismini alir.

Serebral korteksin islevsel alanlar

Serebral korteksin bir ¢cok bolgesi duyusal bilgileri islemek veya motor emirleri
iletmekle gorevlidir. Bilgilerin islenmesinde farkli gorevlere sahip ozellesmis bazi
alanlar bulunur (Sekil 2-11). Bu alanlar periferal duyusal ve motor yollara yakinligina

gore birincil, ikincil ve tigiinciil duyusal veya motor alanlar olarak siniflandirilirlar (55).
Birincil Alanlar

Bu alanlar duyusal sinir uzantilarindan 6zgiin duyusal uyaranlar1 alirlar (birincil
duyusal alanlar) veya viicudun karsi tarafindaki 6zgiin kas hareketlerini dogrudan
yonetirler (birincil motor alanlar). Asagidaki sekilde simiflandirilir: 1-Birincil motor
alanlar, 2-Broca’nin alani, 3-Birincil somatik duyusal alan, 4-Birincil gérme alani, 5-

Birincil isitme alani, 6-Frontal g6z alani, 7-Koku merkezi, 8-Tad merkezi
ikincil Alanlar

Bu alanlar kendilerine ait birincil alanlarin islevlerini tamamlayict sekilde
calismaktadir. lkincil alanlarin motor olanlari, ilgili birincil alanlara karmagik
davraniglarin kaliplarini sunarken, duyusal olanlar1 efferent sinyallerin ileri analizini ve

anlamlandiriimasmi saglamaktadirlar. Asagidaki sekilde siniflandirihir: 1-On motor
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alan, 2-Yardime1 motor alan, 3-Ikincil somatik duyusal alan, 4-Ikincil gérme alami, 5-

Ikincil isitme alani
Assosiyasyon Alanlari

Bu alanlar birden fazla duyusal ve motor alanla baglantili olup, duyusal
uyaranlarin entegrasyonunu, bellekteki bilgilerle karsilagtirilmasini ve uygun motor
yanitlarin planlanmasimi saglamaktadirlar. Insanlarda diger canlilara gére ¢ok daha
gelismis olan bu bolgelerede farkindalik, diisiinme, sonu¢ ¢ikarma, planlama, bellek,
dikkat ve duygusal davraniglar gibi iist diizey kognitif siire¢ler olugmaktadir.
Assosiyasyon alanlar1 loblara gore pariyetooksipitotemporal assosiyasyon alani,
prefrontal assosiyasyon alam1i ve temporal (limbik) assosiyasyon alanmi olarak

adlandirilirlar.

FPremotor korteks Garme alani

Amigdala

Hipotalamus

Fosterior
Mator karteks  parietal korteks

Hipokampus

Bevin kiki Serebellum
cekirdekleri

Sekil 2-11: Serebral korteksin islevsel alanlari (56).

2.4.2.2. Limbik Sistem
Limbik sistem, hipotalamusu c¢evreleyen serebral ve diensefalik yapilardan
olugmaktadir. Bu sistemin koku duyusu ile ilgili yapilarla da 6nemli iligkisi

bulunmaktadir. ilkel memeli hayvanlarda davranislarin ortaya ¢ikmasi ve duygularimn
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disa vurulmasinda belirgin rol oynayan koku duyusu, daha gelismis memelilerde o
kadar onemli degildir. Bu son grup canlida limbik sisteme serebral assosiyasyon

sahalarindan gelen uyaranlar daha biiyiik 6nem tasimaktadir.

Duygu terimi mutluluk, heyecan, nese, iiziintii ve korku gibi ruhsal durumlari
icermektedir. Bu durumlar giilme,hiddet, saldirganlik veya aglama gibi davraniglarla
disa vurulurlar. Duygularin olugsmasinda prefrontal alanlar, disa vurulmasinda ise limbik
sistem gorev yapmaktadir. Limbik sistemden mezensefalona gonderilen uyarilar uyku,
uyaniklik, dikkat, uyarilma, saldirganlik ve uysallik gibi davraniglar kontrol etmektedir.
Limbik sistemden hipotalamusa gonderilen uyarilar ise beslenme ve seks gibi temel
giidiileri ve ayrica viicut 1sisinin, viicut sivilarinin dengesini ve viicud agirliginin
kontrolii gibi viicudun i¢ mekanizmalarint yonetmektedir. Bu islevler beynin vejetatif
islevleri olarak adlandirilir. Limbik sistem ayrica, edinilmis deneyimlere bagli olarak
bazi otonom islevleri etkileyebilmektedir. Ornegin daha once kopekler tarafindan
saldirtya ugrayan bir kisi, baska kopeklerle karsilasirsa, o kiside ¢arpinti, terleme ve
asirt solunum gibi yanitlar gelismektedir. Yukarida belirtilen iglevlerin yerine
getirilmesinde gorev yapan baslica yapilar sunlardir (55): 1-Amigdala, 2-Hippokampus,
3-Mamiller cisimler, 4-Septum pellusidum, 5-Limbik halka

Hippokampus

Hippokampus temporal lobun i¢ yiizeyinde bulunan, énden arkaya dogru yay
seklinde uzanan ve insanda yaklasik 4 cm uzunlukta olan bir yapidir. Hippokampus
yapisal 6zelliklerinden ve beyin sapi ile iligskisinden yola ¢ikilarak kiire seklinde bir bas,

tiniform bir gévde ve ince bir kuyruk olmak tizere ii¢ kisimda incelenmektedir (55).

Hippokampal bas, beyin sapinin 6niinde bulunmaktadir. Bu yap1, istiindeki
parmaks1 c¢ikintilar ve kiiresel sekli ile hippokampal govdeden kolaylikla
ayirtedilebilmektedir. Hippokampal gdvde beyin sapina komsudur ve hippokampal
basin parmaksi ¢ikintilarindan yoksundur. Bu bolge kantitatif amacli histopatolojik ve
MRG incelemelerinde kullanilabilecek en 6nemli bolgedir. Hippokampal kuyruk beyin
sapinin arkasinda bir yay olusturmaktadir. Gévde ve kuyruk iizerinde alveus denilen bir
yap1 bulunur. Alveus hippokampal aksonlarin izledigi ana efferent yolu olusturmaktadir.
Bu yap1 daha sonra beyne uzanan ve forniks olarak adlandirilan akson demetlerini

meydana getirmektedir (55).
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Hippokampusun govdesi birbirine kenetlenmis U-seklinde iki yapidan, Ammon
boynuzu (ters-U) ve dentat girusdan (normal-U) olusmaktadir. Bu iki yap1 dar bir
hippokampal yarik (sulkus) ile birbirinden ayrilmistir. Ammon boynuzu son derece
ilging bir yap1 olup beynin beyaz cevher {izerinde gri cevher bulunan genel yapisindan
farkli olarak, birbiri tlizerine sarilmis altt adet gri ve beyaz cevher tabakasindan

olusmaktadir (56).

Ammon boynuzu, kendisini olusturan noronlarin farkli gériinlim ve baglantilari
nedeniyle CA1, CA2, CA3 ve CA4 olarak adlandirilan ve aralarinda kademeli bir gecis
bulunan dort alt alanda incelenmektedir. Bu bdlgelerin histolojik ayirimi kabaca
asagidaki yapisal kriterlere gore yapilir. Subikuluma komsu olan CA1 (Sommer
sektorii) Ammon boynuzunun yan kolunu yapar ve bu alanlarin en biiyiigiidiir. CA2
(Spielmeyer sektorii) Ammon boynuzunun i¢ ve yan kisimlari arasinda yer alan iist
biikiintiiyii olusturur. CA3, Ammon boynuzunun dentat girusun i¢ine dogru giris yaptigi
biikiintiistinde yerlesmis olup i¢ kolu yapar ve CA4 ile dentat girus tarafindan
olusturulan egimin i¢ine uzanir. CA4 (Bratz sektorii) ise Ammon boynuzunun dentat
girus icerisinde bulunan kismidir. Dentat girus Ammon boynuzunun CA4 bdlgesini
cevrelemekte, CAl, CA2, CA3 ve subikulumdan hippokampal yarikla ayrilmaktadir
(Sekil 2-12) (55).

A Schaffer akson CA2 Bolgesi CAl Bilgesi Stratum
koletaralleri

~ pyramidale

/
_- Stratum
-~ radiatum

>4

Dentate
gyrus

400 !.ll‘\_|

Sekil 2-12: Hippokampusun anatomik yapisi (56).
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Motor noronlar nasil omuriligin uyarict projeksiyon noronlariysa, piramidal
hiicreler de serebral korteksin uyarict projeksiyon nodronlaridir. Farkli kortikal
alanlardaki piramidal hiicreler morfolojik olarak benzerdirler ve ndrotransmitter olarak

L-glutamat kullanirlar.

CA3 ve CAl bolgelerinde piramidal hiicrelerin govdeleri stratum piramidale
denilen devamli tek bir tabakada yerlesmistir. Omuriligin motor ndronlarinin tersine
hippokampusun piramidal hiicreleri bir degil iki dendritik agac tasirlar ve bunlar hiicre
govdesinin zit taraflarinda yeralir: bazal dendritler akson ile aym taraftan ¢ikarken,
apikal dendritler tam ters tarafta konumludur. CA1 piramidal ndronlarin uyarici sinyali
oldukca kapsamlidir. Yaklasik 5000 CA3 piramidal hiicre aksonu (Shaffer kollateral)
tek bir CA1 hiicresinde birlesir. Bu Shaffer kollateralleri CA1 hiicresinin dendritik
agaclarinin yakininda sinapslar olusturur. Shaffer kollateralleri tarafindan olusturulan
baglantilar “en passant sinapslar1” olarak isimlendirilir, ¢iinkii CA3 aksonlar1 stratum
radiatumun i¢inden gecerek yoluna devam eder ve bircok bagka CA1 néronu dendritiyle

kontakt yapar.

Sinapslarin bir ¢ogu dendritik dikenlerde olusur. Beynin bir ¢ok bdoliimiinde
dikenlerin uyarict ve inhibe edici olmak iizere iki ayri sinyali vardir. Fakat CAl
bolgesindeki piramidal hiicre dikenlerinin sadece bir tane uyarici sinapsi vardir. Bu
dikenlerin dort karakteristik sekli vardir: 1-ince-seyrek, 2-mantar gibi, 3-dalli, 4-giidiik.
Dendritik dikenlerin bu karakteristik 6zellikleri, 6grenme ve hatirlama sirasinda,

sinaptik baglantilarin giiclinii belirleyici 6zellikte olabilir (56).

Hippokampus serebral korteksin filogenetik olarak en ilkel bir parcasidir. Kii¢lik
boyutuna ragmen kognitif islevler agisindan son derece dnemli olan bu organ, ¢esitli
hastaliklarin gelisiminde anahtar rol oynamaktadir. Hippokampusun MRG incelemesi
temporal lob epilepsisi, Alzheimer hastaligi, cesitli postanoksik bozukluklar, sizofreni
ve posttravmatik stres bozuklugu gibi degisik kognitif patolojilerin saptanmasinda,
tedavilerin planlanmas1 ve izlenmesinde birincil goriintiileme yontemi olarak

kullanilmaktadir.

Beynin hangi kisimlarinin bellek ile yogun iligkisi oldugunu arastiran ¢aligmalar,
basta hippokampus olmak iizere temporal loba isaret etmektedir. Hippokampus bu
yapinin girdi {linitesi olan subikulumdan gelen duyusal kortikal sinyallerin degisik

yollardan gecerek sonunda kendisine geri dondiigii bir devrenin merkezi parcasidir.
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Biligsel yonden biiylik 6nem tasiyan bu devre kendisini bulan bilimadaminin adiyla,
Papez devresi olarak adlandirilmaktadir. Papez devresinde sinyaller serebral korteksden
subikulum aracilig1 ile hippokampusa, oradan forniks araciligi ile mamiller cisme,
mamiller cisimden mamillotalamik traktus ile talamuslara ve en son olarak da
talamustan singular girusa ulagmaktadir. Bu girusda islenen sinyaller, singulum yoluyla

hippokampusa geri donmektedir.

Papez devresinin baslica islevi kisa siireli bellegin uzun siireli bellege
donistiiriilmesidir. Hippokampus, duyusal bir girdinin 6nemli oldugunu saptarsa,
deneyim serebral korteksteki assosiyasyon bolgelerinde bulunan, makrosiitunlar
seklinde organize olmus milyarlarca ndéronda depolanir. Baskin hemisferdeki
hippokampusun ya da her iki hippokampusun hasar gérmesi ya da epilepsi cerrahisi
sirasinda yanlis olarak ¢ikartilmasi, hasar sonrast donemde sunulan sézel ve sembolik
bilgilerin depolanamamasi ile sonuc¢lanmaktadir. Bu durumdan hasar dncesi donemden
depolanmis bilgilerin ya da refleksif adi verilen fiziksel yetilerin 68renilmesi (6rnegin
sportif aktivitelerde gerekli 6zel hareketler) etkilenmez. Bu devre ayrica, serebral
korteksin singulat girus aracilig1 ile hippokampusu, hippokampusun da hipotalamusu
etkilemesine yol agarak, baz1 duygularin disa vurulmasi sirasinda ortaya ¢ikan otonom

faaliyetlerin diizenlenmesini de saglamaktadir (55).

2.5. Voltaj Kapilh Iyon Kanallar

Uygun biiyiikliik ve yiikteki iyonlarin hiicre zarindan gegisine aracilik eden
membran proteinleri iyon kanallar1 olarak isimlendirilir. Iyonlarin, bu kanallardan gegisi
0zel sinyallere yamit olarak kisa siireli agilan kapilar ile diizenlenir. Plazma
membranindaki elektrik potansiyeli degisimlerine cevap olarak agilan kanallar “voltaj
kapili kanallar” olarak tanimlanir. Voltaj kapili iyon kanallarinin en onemli 6zelligi
hiicrelerde elektriksel uyarilarin iletimini saglamaktir. Boylece en hayati islevlerden
olan hareket, duyusal ve biligsel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde rol oynarlar.
Kanallar elektrik sinyallerin iletimini hizli bir sekilde sekil degistirerek ve gecirgen
olmayan yapilarin1 gecirgen bir hale getirerek gergeklestirirler. Bu sekilde hiicre
membraninda iyonlarin gecebilecegi bir alan agilmis olur. Ilging olan acilmis bir iyon
kanalinin i¢inden gegen iyonlarin hizinin diflizyon hizina bagli olmasina karsin sadece
belirli iyon tiplerinin gegebilmesidir. Sonug olarak, kanal hangi iyon i¢in 6zellesmis ise

o iyon kanaldan gecebilir. Voltaj kapili iyon kanallari, iki transmembran segment ve por
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olusturmak {izere bu iki segmenti ayiran bir ilmekten olusan basit protein altbirimlerinin
olusturdugu protein kompleksleridir (Sekil 2-13). Bu basit yap1 prokaryotik ve
Okaryotik pek cok kanalda korunmustur. 2 gecisli bu transmembran proteine ayni
proteinden bir tane daha eklenmesi veya 4 gecisli transmembran bagka bir proteinin
katilmas1 gibi kombinasyonlar ile ¢esitli kanal yapilari ortaya ¢ikar (Sekil 2-14). Voltaj

kapili iyon kanallar1 ailesinin i¢inde voltaj kapili potasyum, kalsiyum ve sodyum

kanallar1 bulunur (57).

1 bélge, 2 trans memebran .
(™) ﬁ [Kir, KCsa]

1 bolge, 6-TM \ﬁ‘ﬂg—\) [Ky, ligand kapili K]

1 bolge, 6-TM/2-TMM [TOK1]
2 bsge, 6TV W\S\) rec1)
4 boige, 6-TM W [Rb21, Cay, Nay]

Sekil 2-13: Cesitli voltaj kapili iyon kanallarinin yapisal ézellikleri (57)
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Omurgalilar

—

Omurgasizlar

~=— Prokaryotlar — | =e— Okaryollar

Sekil 2-14: Prokaryotik ve okaryotik organizmalarda voltaj kapili iyon kanallarinin
filogenisi (57)

2.5.1. Voltaj Kapili Potasyum Kanallar

Voltaj kapili K+ kanallar1 tiim voltaj kanallar1 arasinda yapisal ve fonksiyonel
acidan en cesitli olanidir. Alt1 gegisli transmembran ana yapi tizerinde por olusturan bir
bolge icerir. K+ kanali bu 6 gegisli altiinitenin 4 tanesinin bir araya gelmesinden olusur.
Bu ailenin 4 ana smift mevcuttur: Kvl, Kv2, Kv3, Kv4. Son calismalar ile bu simiflara
Kv5,6,7,8,9 da eklenmistir. Voltaj Kapili K+ kanallarmin farkli ailelerinin de ¢esitli
tiyeleri bulunmaktadir (Kv1.1-6; Kv2.1-2; Kv3.1-3; Kv4.1-3; Kv9.1-2) (57).

2.5.2. Voltaj Kapili Sodyum Kanallar

Memelilerde voltaj kapili sodyum kanalinin alfa alt {initesini kodlayan 11 farkli
gen bulunmustur. Ancak bu kanallar 6nemli Olgiide benzerlik gostermektedir. Bu
kanallar Na' akimlariyla uyarilip membran1 hizli bir sekilde depolarize ederler. Bu

sekilde sinyali akson boyunca iletip kasilma ve salgilama gibi olaylar tetiklerler (57).
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2.5.3. Voltaj Kapil Kalsiyum Kanallar:

Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 plazma membraninin depolarizasyonuna cevap
olarak hiicre igerisine kalsiyum alimini kontrol ederler. Bu yolla hiicre kasilmasinin,
madde salgilanmasmin (sekresyon), norotransmisyonun ve gen anlatiminin

diizenlenmesinde énemli rol oynarlar.

Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 ilk kez 1994 yilinda kanalin por kompleksini
tasiyan o, alt {initesinin bulundugu yere gére isimlendirildiler (Or: oy, iskelet kasi, oa-

(X]E) (58)

Kalsiyum akimlar1 farkli hiicrelerde farkli fizyolojik ve farmakolojik 6zellikler
ortaya cikarir. 1995 yilinda Tsien ve arkadaslar1 bu kanallari, uyarildiklar: akimin tipine
gore L-tipi, N-tipi, P/Q-tipi veya R-tipi kanallar olarak adlandirdilar (59). Buna gore L-
tipi kalsiyum kanallari, L-tipi kalsiyum akimlar1 ile uyarilir. Bu akimlar aktif hale
gecmek i¢in giiclii depolarizasyona ihtiya¢ duyan uzun siireli akimlardir. Organik L-tipi
kalsiyum kanal antagonistleri (Dihidropridin, fenilalkilaminler, benzothiazepinler) ile
bloke olurlar. N-tipi kalsiyum akimlari, P/Q-tipi kalsiyum akimlar1 ve R-tipi kalsiyum
akimlar1 da aktif hale gegmek i¢in giiclii depolarizasyona ihtiya¢ duyarlar. Cogunlukla
L-tipi kalsiyum kanal blokerlerinden etkilenmezler. Bu akimlar yilan ve oriimcek
zehirlerinin toksinleri ile bloke olurlar ve bu sekilde uyarilan kanallar esas olarak
noronlarda bulunurlar. Sinapslarda hizli sinirsel iletiyi baslatip, hiicre govdesine ve
dentritlere kalsiyum alimin1 diizenlerler. T-tipi kalsiyum akimlar1 ise aktif hale gegcmek

i¢cin zayif depolarizasyona ihtiya¢ duyan kisa siireli akimlardir.

2000 yilindan sonra Ertel ve arkadaslari bu kanallari, K' kanallarinmn
isimlendirmesinden yola ¢ikarak “Ca: iletilen iyon, v: fizyolojik diizenleyici -voltaj- ,
ilk numara: al alt iinitesinin ait oldugu alt aile, Ikinci numara: al alt iinitesinin
numarasi (1-n)” seklinde isimlendirdiler (60). Memelilerde voltaj kapili kalsiyum

kanallart ailesinin 10 iiyesi vardir ve bunlar 3 alt aile i¢inde tanimlanirlar:

Cavl alt ailesi: Cavl.l1- Cavl.4 (alS, alC, alD, alF: L-tipi voltaj duyarli kanallar)
(Tablo 2-3).

Cav2 alt ailesi: Cav2.1- Cav2.3 (alA, alB, alE: sirasiyla P/Q, N ve R-tipi voltaj
duyarli kanallar).

Cav3 alt ailesi: Cav3.1- Cav3.3 (alG, alH, all: T-tipi voltaj duyarli kanallar).
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2.5.3.1. Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallarimin Yapisi ve Fonksiyonlar:
Kalsiyum kanallar1 4 veya 5 farkli alt {initeden olusan kompleks proteinlerdir.
Bu alt tiniteler al, B, 02-9, y olarak adlandirilir. Her biri birden fazla gen tarafindan

kodlanir.

Memeli al alt tiniteleri 10 farkli gen tarafindan kodlanir. Aym alt aile i¢indeki
al alt lnitelerinin amino asit dizileri %70 oraninda aynidir. Farkli alt ailelerin amino

asit dizilerinin ise %40°1 aynidir (Sekil 2-15) (61).

Cavl ' ((115)
Cay1.2 ()
Cavl 3 (U|D]
Cayl.4 (ay)

Cay2.l (ayn)

4@@2(::,9)

= CﬂvE.S([HE]

Cad.1 (ayq)

T Cad2(a)

| | | | —ICEVG.:HU")
20 40 60 80 100

Sekil 2-15: Kalsiyum kanali a1 alt iiniteleri dizi benzerlikleri (61)

al alt tinitesi 190-250 kDa agirligindadir ve kanalin en biiyiik alt iinitesidir. Bu
alt linite iletim porunu, kanal apareyini, voltaj sensoriinii ve kanali diizenleyen sekonder
haberciler, ilaglar ve toksinler i¢in pek ¢ok baglanma bdlgesini igerir. al alt tiniteleri 6
transmembran segment iceren 4 bdlgeden olusur. Bu bdlgeler biiylik intraseliiler
ilmeklerle birbirine baglidir (Sekil 2-14). Intraseliiler alanda bulunan B alt {initesi,
dilsiilfit bag1 iceren ve tek gecisli transmembran protein olan a2 alt {initesi ve vy alt
tinitesi gibi alt {initeler kalsiyum kanalinin trafigi ve diizenlenmesiyle iligkilidirler (Sekil

2-16). Su ana kadar 4 adet f altiinitesi 4 adet 026 ve 8’den fazla y tanimlanmustir.
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i al a2

I n mn v s il A
r n n N n Qﬂ hiicre digi /

D

l' U [ ‘ U U
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Sekil 2-16: Voltaj Kapih kalsiyum kanah (61).
L-tipi voltaj duyarli kalsiyum kanallarinin C terminali, N terminali ve

intraseliiler baglant1 bolgeleri dnemli protein baglanma boélgeleri icerir (Sekil 2-17).

0(2-80 L 4
CLy ve
> Synprint
Bee
Kanal Kalsiyum kanali o1 alt Gniteleri Yardime alt Uniteler
L-tipi Ca,1.1, Ca,1.2, Ca,1.3, Ca,1.4| | By Boa Bas Py
P/Q-tipi Ca2.1 5
N- tipi Ca,2.2 aOt4
R-tipi Ca,2.3 Yi-s
T-tipi Ca,3.1, Ca,3.2,Ca,3.3
Kalsiyum kanall ile iliskili proteinler (e o duzenlenmesinde gorevii , # Ot 'in tasmmasinda garevii )
CafB Cavo, N-terminali Cavoy lI-11l. iimekler Cavay_C-terminali
Ca,0(1.x,2.x) Gy,* syntaxini & Gy, ®
RGK e¢ SNAP-25 14-3-3 o
Cavoy, -1I. ilmekler synaptotagmin & Minti +
B subunite + arrestin « CASK +
Gp,* CaM o

Sekil 2-17: Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 yardimeci alt iiniteleri (62).
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Tablo 2-3: L-tipi voltaj duyarh kalsiyum kanallarinin bulundugu yerler ve fonksiyonlari

KANAL AKIM |YERLESIM FONKSIYON
Cavl.l (alS) L-tipi  |iskelet kasu, transvers |[Eksitasyon-
LVSCC A1S) {tubuller {kontraksiyon
Cavl.2 (a1C) L-tipi  [Kalp kasi hiicreleri, [Eksitasyon-
LVSCC A1C) diiz kas hiicreleri, lkontraksiyon, hormon
endokrin hiicreler, salinimasi,
Oron somast, transkripsiyonun
I‘;roksimal dentritler |diizenlenmesi,
sinapslarin
diizenlenmesi

Cavl.3 (a1D) L-tipi  |Endokrin hiicreler, Hormon salinimu,
LVSCC A1D) oron somasl, transkripsiyonun
I;roksimal dentritler |diizenlenmesi,

Kardiyak atriyal sinapslarin

yositler, kohlea sil |dlizenlenmesi, kalp
I::lcreleri fkasinin uyarilmasi,
duyma, duyu
hiicrelerinden
norotransmitter

salinimi

Cavl.4 (alF) L-tipi  |Retinal comak INOrotransmitter
LVSCC AI1F) hiicreleri ve bipolar  [salinimi1

iicreler, omurilik,
adrenal bezler, mast

ucreleri

Catterall Wa. 2005 “‘den degistirilmistir (61).

2.5.3.2. Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallarimin Hiicre i¢i Dagilimi ve Diizenlenmesi
[ alt iinitesinin P/Q tipi kanallarinda ER’de alikoyulma motiflerini maskeledigi

ve bu sekilde a1-B kompleksinin plazma membranina tasinabildigi rapor edilmistir (63).
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020 alt {initesinin Von Willebrand motifi ve metal iyonu baglama bdolgesi
tasimasimnin L, N ve P/Q tipi kanallarin membranda eksprese edilebilmeleri agisindan
onemli oldugu gosterilmistir (64). Serebellar ndronlarda a2d alt initesinin lipid
sallarinda al alt iinitesi ile beraber bulunmalari, al alt {initesinin 6zgilin yerlesimi icin
demirleme noktas1 gibi is gordiigiinii diisiindiirmektedir (65). v alt iinitesi hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir. Bu alt initenin yoklugunda kanal fonksiyonun veya akim

yogunlugunun az miktarda degistigi rapor edilmistir (66).

Kalsiyum kanallar kii¢ilk G proteinleri ile de diizenlenirler. RGK ailesinden
proteinler kiiciik GTP baglayan proteinler ailesinin iiyesidir. Bu aile Rad, Gem (Kir),
Rem, Rem2 proteinlerini i¢erir. RGK ailesi RasGTPaz’lardan membranda yerlesmeyi
indiikleyen CAAX motifini igermemeleri, diisiik GTPaz etkinligine sahip olmalari, 14-
3-3 baglanma bdlgesi tasiyan uzun bir N-terminaline sahip olmalari, 14-3-3 ve
Ca2+/calmodulin baglanma bolgesi tasiyan uzun bir C-terminali bulundurmalariyla
ayrilirlar. RGK ailesinin tiim tiyeleri kalsiyum kanallarinin B alt {initesi ile etkilesir ve
onun ekspresyonunu azaltirlar. RGK ailesinin hiicre i¢i dagilimlart 14-3-3 ve
calmodulin tarafindan diizenlenir. RGK’lar ER igerisinde kanalin [ alt iinitesine
baglandiklarindan 14-3-3 ve calmodulin kalsiyum kanalinin hiicre i¢i dagilimini da

kontrol etmis olur (Sekil 2-18) (67-70).

Hiicre membranina taginma Fonksiyonunun dizenlenmesi
PM i| i
RGK 14-3-3
14-3-3 2 B alt dnite  CaM
Cam izoformu
._I lr-f
ﬁ % | i ;% ‘:'\
L ¢
14-3-3
GK motif CaM A
C- terminali
ER

Sekil 2-18: Voltaj kapili kalsiyum kanallarimin RGK ailesi ile iliskili proteinler tarafindan
diizenlenmesi (62).
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2.5.3.3. Kalsiyum kanallarinin sinapslara hedeflenmesi

al alt iinitesinin II ve III. transmembran bolgeleri arasindaki intraseliiler ilmekte
bulunan Synprint bolgesi sinaptik proteinler icin baglanma noktasidir. Bu bdlgeye
baglanan sinaptik proteinler aracigi ile kanal proteinleri, sinaptik vesikiillere

paketlenirler ve sinapslara hedeflenirler (71).

N-tipi kalsiyum kanallarmin C-terminallerine baglanan Mint-1 ve CASK
adaptor proteinleri presinaptik sinir sonlanmalarinda bulunur. Hippokampus
ndronlarinda bu proteinleri sinapslara hedeflenmenin onemli bir parcasi oldugu

gosterilmistir (Sekil 2-19) (72).

ﬂlzfi o4 altiinitesi
& Mint1

11-11
( 0,-8 altinitesi g CASK
' B alttnitesi

Sekil 2-19: Voltaj kapih kalsiyum kanallarinin adaptor proteinler ile diizenlenmesi (62).

2.5.3.4. Kalsiyum kanallarinin sitoplazmaya geri alinimi
Kalsiyum kanallarinin plazma membranindan nasil uzaklastirildigi konusunda
az bilgi vardir. a2 alt iinitesi N-tipi kanallar ile birlestiginde kanalin yar1 dmriiniin

uzadig gosterilmistir (73).

G proteini iligkili reseptorlerin N-tipi kanallarin geri alimimi indiikledigi

gosterilmistir (Sekil 2-20).
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— Agonist

N-tipi kanal

m I|
- |

- — Agonist ~~ - Agonist

Sekil 2-20: Voltaj kapih kalsiyum kanallarinin G proteini iliskili reseptorler ile
diizenlenmesi (74).

G protein iliskili reseptorlerden olan ORL1’in (nociceptin veya NOP) N-tipi
kanallara baglandigr ve lizozoma giderken kanali da kendisiyle birlikte gotiirdiigii

bildirilmistir (Sekil 2-21) (75, 76).

O i
OO 0 an Lizozom

Sekil 2-21: Voltaj kapih kalsiyum kanallarinin ORL1 ile lizozomlara yonlendirilmesi (62).
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Bir bagka G protein iligkili reseptor GABAP da geri alinirken iligkili oldugu
kanalin da geri alinmasimi saglar. Ancak bu durumda kanallar yikilmaz, ihtiyag
duyuldugunda tekrar GABAP ile plazma membranina geri gonderilirler (Sekil 2-22)
(77, 78).

¥ &
* . "

Pi
SIC

w/ = | _— Arrestin
o

+Pi "Pi

Endozom

Sekil 2-22: Voltaj kapih kalsiyum kanallarinin GABAP ile endozoma alinmasi ve
saklanmasi (62).

2.6. Kalsiyum Metabolizmasi

Kalsiyum iyonlar1 pek c¢ok hiicre fonksiyonunda ve hiicreler arasi iletisimde
onemli gorevlere sahiptir. Kalsiyum, hormon ve ndrotransmitter saliniminda, membran
uyariminin diizenlenmesinde ve ikinci haberci olarak bir ¢ok sinyallesme yolaginda rol
oynar. Gen transkripsiyonunun diizenlenmesi ve kontrolii kalsiyum bagimh
mekanizmalarla saglanir. Kalsiyum bagimli islemler, 6zellikle 6grenme ve hafizada rol
oynayan noronal plastisite mekanizmalarinda islev goriir. Kalsiyumun bu fonksiyonlar1

hiicre i¢i konsantrasyonunun diizgiin bir bicimde ayarlanmasiyla saglanir (79).

2.6.1. Kalsiyum dengesi
Hiicre i¢i kalsiyum dengesi, bir ¢ok iyon kanali ve pompayla korunur. Kanallar

genellikle hiicre ici kalsiyum miktarini arttirmak igin ¢alisir (sekil 2-23):

e Plazma membranindaki voltaj, reseptor ve depo kapili kanallar
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e Endoplazmik retikulum inositol trifosfat reseptdr ve Ryanodine reseptdr kapili

kanallar
Bazi kanallar da hiicre i¢i fazla kalsiyumu disar1 pompalamak i¢in ¢alisir:

e Ca"™-ATPaz pompasi
e Plazma membranindaki Na+/Ca™ degistirici

e Endoplazmik retikulumdaki sarco-ER ATPaz

Na'iCa'-
Kalsiyum kanallarn  defigtiricis: Nérotransmitterler
s + .y
ca Ne Ca

ivonotrofik reseptarler

Hiicre zan metabotrofik reseptirler

\ N /
sitozol : 2
',I- e _I.._:._ & w3 _|_"'_:_'_

Sekil 2-23: Hiicre ici kalsiyum dengesini saglayan kanallar ve pompalar (80).

CICR, kalsiyum ile uyarilan kalsiyum salinimi

Sitoplazmanin kalsiyum dengesi bozulursa ve denge mekanizmalar1 bu durumu
diizeltemezse hiicre liime gider. Oliim hiicrede biriken kalsiyum miktarma ve hiicrenin
icinde bulundugu diger kosullara baglh olarak nekroz veya apoptoz seklinde olur.
Ornegin yiiksek kalsiyum miktar: mitokondri membranin gegirgenligini etkileyerek
sitokrom ¢ salinmasini ve bdylece apoptozu tetikler (Sekil 2-24). Igeriye yiiksek oranda

kalsiyum akisi ise hiicre pargalanmasiyla nekrozu tetikler (Sekil 2-25) (79).



X Ik

Sitokrom ¢
aktif
7 e Ly
/+ ._.‘* _?’ Kaspaz-12
Y Bel-2

Miiklens

o> el

Sekil 2-24: Kalsiyum ile tetiklenen apoptoz (81).

PERK, elF2a kinaz; ATF, cAMP-bagimli transkripsiyon faktorii; CHOP, CIEBP homolog protein.

~ Wekin e baglayan
birkimber _

| Birkimleri

Kaspa
htivasyisnu
| Probcin /

Katepsin
Salminm

Olim
B D

Sekil 2-25: Kalsiyum ile tetiklenen nekroz (82).

Degenerin kanallari, epitelial Na kanallar1
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C.elegans’daki son caligmalar kalsiyumun ndrodejenerasyonda merkezi bir

faktor oldugunu gostermistir (82).

2.6.2. Yaslanmada kalsiyum dengesi

Yaglanmanin dogas1 ve mekanizmasi hakkinda bir ¢ok hipotez vardir. Dogal
yaslanma siireci DNA mutasyonlarindan immiin sistem ve metabolik fonksiyon
bozukluklarina ve toksik iirlinlerin birikimine kadar genis bir yelpazedeki degisiklikleri
kapsar. Evrimsel teoriye dayanan yaslanma hipotezi daha da genis biyolojik bir goriis
acis1 saglamistir (disposable soma teorisi). Bu hipoteze gore néronlarin fonksiyonel ve
metabolik stres kaynaklarmma cevap verme kapasiteleri “denge rezervi” olarak ifade
edilir ve normal yaslanma, denge rezervlerindeki bir azalma olarak tanimlanir. Yas ile
denge rezervindeki azalmadan ndronlarin dinlenme durumlart veya minimum
uyarilmalar1 etkilenmez. Bu azalma noronlarin yiiksek uyaranlara ve patolojik

durumlara kars1 cevabini kisitlar (79).

Diger bir hipotez Khachaturian tarafindan ortaya atilan “Yaslanmanin Ca™
hipotezi” dir. Bu hipoteze gore, yasa bagli olarak kalsiyum dengesindeki nedeni
bilinmeyen diizensizlikler hiicre i¢i serbest kalsiyum diizeyinde uzun siireler boyunca
kiiciik degisikliklere sebep olur, bunlarin birikimi sonucunda néron fonksiyonunda
yasla ilgili degisiklikler meydana gelir. “ndron-beyin yaslanmasmm Ca™ hipotezi”
beyin yaslanmasi ile Alzheimer hastaligi (AH) néropatolojisinin iligkisini agiklamak
icin ortaya atilmistir. Kalsiyum aracili sinyal sistemi ndron fonksiyon bozukluklart ve

Oliimiinii ilerleten hiicresel degisiklikler igerisinde en 6nde gelenidir.

Beyin yaslanmasinda  kalsiyum hipotezinin en Onemli destekgisi
elektrofizyolojik deneylerdir. Bu deneyler sinaptik plastisite, 6grenme ve hafizadaki

kalsiyum bagimli islemlerin yasli beyninde degistigini gostermistir (79, 83).

2.6.2.1. Yaslanma ile kalsiyum kanallarindaki degisiklikler

Beyin hiicrelerinde voltaj kapili kalsiyum kanallarinin ekspresyonu noron
gelisiminin pek c¢ok evresinde Onemlidir. Noronlarin kalsiyum dengesindeki
degisikliklerin voltaj kapili kalsiyum kanallarindaki artisa baglh olduguna dair kanitlar
vardir. Artmis kalsiyum akisi nérotoksisiteyle dogrudan iligkilidir. Memeli hippokampal
noronlarindaki voltajla aktive edilen kalsiyum akiginin yaslanma ile iliskisinin

molekiiler mekanizmasi agik degildir. Yetiskin ve yash farelerin CA1 ndronlarinda
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yapilan calismalarda L-tipi voltaj duyarli kalsiyum kanallarinin  (LVSCC)
yogunlugunun yashlarda artmis oldugu gorilmiistir. Kalsiyum kanallarinin
yogunlugundaki artis yasli farelerin 68renme yetileriyle birebir iliskili bulunmustur.
Yagla birlikte kalsiyum kanallarindaki bu artisin  noronlar1 yaslilikla iliskili
norodejeneratif hastaliklara kars1 korunmasiz duruma getirdigi diisiiniilmektedir. L-tipi
kalsiyum kanal blokerlerinin kullanimiyla yasam siliresinin uzatilabilecegi ileri

surilmektedir.

Sican beyninden hazirlanan sinaptozomlarda artan yasla birlikte voltaj bagimli
kalsiyum aliniminin diistiigii saptanmistir. Yapilan caligsmalar yaslt siganlarda hiicre ici
kalsiyum yogunlugunun yetigkinlere oranla olduk¢a yliksek oldugunu gostermistir. Bu

yiiksek konsantrasyon sinapslardaki kalsiyum kanallarini inaktif hale getirebilir. (79).

Pro-inflamasyon interlokinlerinden IL-lbeta, hiicre yaralanmasi veya stresi
sirasinda salinir ve yagla iligkili norodejenerasyonun ozelliklerinden biri de néronda
interlokin 1 (IL-1) beta ekspresyonunun artmasidir. IL-Ibeta’nin yiiksek
konsantrasyonu kortikal sinaptozomlarda hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunun artisina
sebep olur. Yasla iligkili IL-1beta artis1t membran depolarizasyonunu takiben hiicre igi
kalsiyum konsantrasyonunu dramatik bir sekilde arttirir ve kalsiyum dengesindeki bu

degisiklikler eksitotoksisiteye karsi noronlar1 korumasiz birakir (79).

2.6.2.2. Yaslanma ile birlikte noron plazma membranlarinda bulunan kalsiyum
pompalarindaki degisiklikler

Yash beyindeki noéronlarda kalsiyum tasiyicilarinin aktivitelerindeki azalmadan
dolay1 hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonun diizenlenmesi degisir. Yaslanmanin
ndron plazma membranindaki kalsiyum diizenleyici sistemleri (Ca-ATPaz pompalari ve
Na' bagimli kalsiyum transport sistemi) azalttigi gosterilmistir. Ozellikle Na™ bagiml
kalsiyum tasiyicilarinin yash sicanlarin sinaptik membranlarinda gen¢ olanlara gore

oldukca azaldig1 saptanmastir.

Plazma membramindaki Ca>-ATPaz pompalart hiicrelerin dinlenme evresindeki
serbest sitozolik kalsiyum konsantrasyonunu korur. Ca™-ATPaz 4 gen tarafindan
kodlanir. Olusan mRNA’larin farkli kirpilmalari sonucu 9 farklit mRNA olusur ve
bunlardan her biri dokuya 6zgii bir bigimde dagilim gosterir. Beyindeki Ca™-ATPaz
pompalarint olusturmak iizere bu 4 genin 3’linlin anlatim1 yapilir. Bu pompalar beyin

kalsiyum dengesinin korunmasi i¢in ¢ok dnemlidir ve kinetik davraniglar1 yash beyinde
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degisir. Bu degisiklikler yasa bagli oksidatif stresten dolayr Ca™>-ATPaz’in oksidatif
modifikasyonlarina sebep olabilir. Bu pompalar reaktif oksijen ara iirlinlerine (ROS)

kars1 oldukca duyarhidir ve yash beyinde oksidatif stresin hedeflerinden biridir (79).

2.6.2.3. Yaslanma ile birlikte beyin Kkalsiyum tamponlama sistemindeki
degisiklikler

Beyin kapasitesinin yasla birlikte bozulmasimin en O6nemli sebebi sinaps
sayilarindaki azalmadir. Bu sinaptik degisimlere aracilik eden en biiyiik adaylardan biri
sitotoksik rolii gosterilmis olan Ca™’dir. Yash néronlarda kalsiyum dengesindeki
degisiklikler {izerinde yapilan calismalar, sitoplazmik kalsiyum sinyallesmelerinin
stiresinin uzadigini1 gostermistir. Bu olay, hiicre i¢ine kalsiyum akisindaki artigla veya
kalsiyum miktarin1 diizenleyen tamponlama sisteminin eksikligi ile aciklanabilir. Bu
uzamis kalsiyum sinyallesmesi lokal eksitotoksik etkilere ve aktif sinapslarin ortadan

kalkmasina sebep olabilir (79).

2.6.2.4. Yaslanma ile birilikte beyindeki Kkalsiyuam birikiminin hiicresel
mekanizmasi

Yaglanma L-VSCC aktivasyonu ile hiicre i¢ine kalsiyum akisini arttirir ve beyin
plazma membranindaki Ca™-ATPaz pompalarmi inhibe ederek kalsiyumun hiicre
disina atilmasini engeller. Boylce kalsiyum dengesindeki bozukluk ilerler. Artan hiicre
ici kalsiyum mitokondriye veya ER’ye transport edilebilir. Fakat yaslanma ile birlikte
ER deki Ca"-ATPaz’larmn aktivitesi artar. Yasla birlikte mitokondrideki Ca"*-ATPaz
aktivitesi ve kalsiyum igerigi bir degisiklige ugramaz. Nukleustaki kalsiyum
miktarlarinin yagsla birlikte degisip degismedigi hakkinda bir bilgi yoktur (79).

Yagla birlikte sitoplazmadaki protein kinaz C (PKC) aktivitesi artar ve bu

kinazin ER Ca">-ATPaz pompasini aktive ettigi diisiiniilmektedir.

Diger bir ilging olay yaslanma ile birlikte kalsiyum sinyal diizenleyicisi olan
regucalcin’in serebral korteks ve hippokampustaki miktarindaki azalmadir. Bu protein
noronlarda kalsiyum bagimli protein kinazlar1 baskilar. Regucalcin’in bu etkisi yasla
birlikte azaliyor olabilir. Regucalcin ekspresyonundaki diisiis beyindeki kalsiyum

dengesinin bozulmasinda olduk¢a 6nemli olabilir (79).

Kalsiyum dengesindeki bozukluklar sonucu ER’deki protein indirgenmesi

sekteye ugrayabilir ve bu da hiicrede sitotoksisiteya sebep olabilir (79, 81).
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2.6.3. Norodejenerasyon ve Kalsiyum Metabolizmasi

Hiicresel kalsiyum dengesindeki degisiklikler AH, PH, HH, ALS, inme gibi
norodejeneratif hastaliklarda goriiliir. Kalsiyum dengesindeki bozukluklar néronlari
sinaptik fonksiyon bozukluklari, eksitotoksisite ve/veya apoptoza karsi savunmasiz

birakir (84).

Cesitli norodejeneratif hastaliklar farkli sebepler sonucunda ortaya ciksa da
bozulan kalsiyum metabolizmasi ve asir1 uyarilan glutamat reseptorleri néron hasarini
tetikleyen olaylarin merkezinde yer alir. Sinaptik yariga yliksek miktarda glutamat
salinimasi hiicre i¢i serbest kalsiyum miktarinin asir1 oranda yiikselmesine sebep olur.
Hiicre i¢i seviyesi artan kalsiyum, kalsiyum-bagimli enzimleri aktive eder ve toksik
seviyede nitrik oksit (NO) ve serbest radikallerin olugmasina, ayrica glutamat
reseptorlerinin aktivasyonuna sebep olur. Bdylece ndronun dejenerasyonu baslar (Sekil

2-26) (85).

Alzheimer Hastah
Amiloid Betw peptidi

Fresenilinler

Apalipopratein E

Mental ve fiziksel aktivite Parkinson Hastahg

Diyet, lalori, folat Alfa sinniiklein
Huntington Hastahg Parkin

Huntingtin-poliglotamin Toksinler-demir

Diyet? YASLANMA VASLANMA : .
- - Divet-kalori, folat
YASLANMA R »
ALS s if Stres-Metabolile Zayiilhik .
g - YASLANMA
Cu/Zn-500 X
Toksinber?

Diyet?

Kalsivum Dengesinin

Bozulmasi Inme

Apolipoprotein E
Diyet, kalori, float
Firiksel aktivite

H Sinaptik fonksiyon bozuklugu
Astrosit fonksiyon bozuklugu Nijrit dejenerasyonu
Migodendrosit fonksivon bozdklugu

Niron dliimii
Enflamasyon
Sekil 2-26: Bozulan kalsiyum dengesinin nérodejeneratif hastaliklar iizerine etkisi (84).
Alzheimer hastalarinin beyin dokularinda yapilan analizler sonucu hiicresel
kalsiyum dengesindeki degisikliklerin norodejenerasyonla iligkili oldugu ileri

siirlilmiistiir.
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Serbest ve proteine bagli kalsiyum seviyeleri norofibriller yumaklar igeren
noronlarda icermeyenlere nazaran yiiksektir. Ayrica yine norofibriller yumak iceren
noronlarda aktif kalsiyum bagimli proteazlarin seviyelerinin arttigi gdsterilmistir.
Kalsiyum seviyesindeki artis kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz II artisina
sebep olarak yumak olusumunu arttirip noronu dejenerasyona karsi savunmasiz
birakabilir. Ayrica AH beyinlerinde kalsiyumla aktive olan bir enzim olan doku
transglutaminazin seviyesi artmistir. Bu enzim in vitro’da tau proteininin ¢apraz baglar

olusturmasini engeller.

Kiiltiirdeki noronlarda yapilan ¢alismalar hiicre ic¢i kalsiyum seviyesinin
ylkselmesiyle glutamat reseptorlerinde artis saptanmistir. Bu artis hiicre iskeletinde
norofibriller yumaklar1 andiran yapilarin olusumuna sebep olan degisikliklere yol

acmustir (42, 74, 84, 86).
APP metabolitleri ve noronal kalsiyum dengesi

AH hastalarindaki en biiyiik degisikliklerden biri  amiloid 6nciil proteininin
(APP) islenmesindeki degisikliklerdir. APP’nin kesimi sonucu olusan 42 aa’lik AP
kendi bagina birikim olusturur ve noronlar i¢in 40 aa’lik peptide nazaran oldukca

toksiktir.

Kalitimsal AH vakalarinda APP islenmesindeki bu degisiklikler APP, presenilin
1 veya 2 genlerindeki mutasyonlarla olur. Sporadik formlarda ise bu mekanizma heniiz
acik degildir fakat hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artislarin rol oynayabilecegi
diistintiliir. Kiiltiir calismalarinda da kalsiyum seviyelerinin arttirilmast A olusumunu
arttirmis, presenilin 1 mutasyonu ile yine hiicre i¢i Kalsiyum miktar1 ve buna baglh A
miktarinin arttigi saptanmistir. AP birikiminin ndéron dejenerasyonuna, apoptoz ve

eksitotoksisitenin ilerletilmesiyle néron 6liimiine sebep olduguna inanilir (Sekil 2-27).
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Sekil 2-27: Alzheimer hastaliginda APP islenmesindeki degisikliklerin néron kalsiyum
dengesi iizerine etkisi (84).

Kendi kendine birikmesi sirasinda AP bakir (Cu) veya demir (Fe) gerektiren
kimyasal reaksiyonlar araciligi ile hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri olusturur.
Bu reaktif oksijen ara {irtinleri (ROS) membran lipidlerinin peroksidasyonuna sebep
olarak membrandaki iyon pompalarinin (Na™/K” ve Ca™- ATPaz), glukoz ve glutamat
tagiyicilarinin fonksiyonlarini zayiflatir. Bu da membran depolarizasyonuna ve hiicresel
ATP seviyesinin diismesine sebep olur. AR nin bu etkisi hiicre i¢i kalsiyum artigina ve

glutamat reseptor aktivasyonuyla bu artisin daha da ilerlemesine sebep olur (84, 86).

APP mutant farelerde yapilan caligmalar AP birikimlerinin néron kalsiyum

dengesini in vivo’da bozdugunu ortaya koymustur.

AP tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonu, perokside olmus membran yag
asitlerinden iiretilen 4-hidroksi-2,3-nonenal (HNE) denilen bir aldehid ile kalsiyum
dengesini bozar. HNE, proteinleri sistein, lisin ve histidin kalintilarinda modifiye eder

(Michael eklenmesi). Bu tip modifikasyonlar iyon tasiyici ATPaz’lar iizerinde
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oldugunda ATPaz fonksiyonunu kaybeder ve néron apoptoza ugrar. Normal bir néronda
HNE olustugunda detoksifiye edilir fakat AH hastalarinda HNE’nin néronlarda ve
serebrospinal sivida arttig1 saptanmistir. HNE tarafindan degistirilen proteinlerden biri

de tau’dur (84).

AP’nin kendisinin membranda kalsiyum tasiyici porlar olusturdugu saptanmustir.
Bunu olusturan 11 aa’lik AP par¢asinin in vivo’da da bulunup bulunmadigi
bilinmemektedir. Ayrica AP, ER ve mitokondrideki kalsiyum diizenlemesini de etkiler.
Tiim bunlar sAPP’nin diisen seviyelerinin kalsiyum dengesini bozdugunu ve ndron

dejenerasyonuna sebep oldugunu gostermektedir (42, 84, 86).

2.7. Norotrofik Faktorler

Parakrin veya otokrin etki gdsteren norotrofik faktorler, salgilanan peptidlerdir.
Biiyiime faktorii olarak is goriirler. Fenotip gelisiminde, sinir sisteminin gelisiminde,
spesifik noronlarin hayatta kalmasim1 saglamada, aksonal biiylimeyi uyarmada,
aksonlarin hedefe wulagmasini saglamada ve sinaps olusumunu ydnlendirmede

etkilidirler.

Farkl1 néron tipleri farkli ndrotrofik faktdrlere bagimlhidir (Sekil 2-28). Ornegin,
noral kristadaki Kromafin hiicrelerinin onctilleri adrenal beze goc¢ ederler. Adrenal
korteksten salinan NGF, bu 6nciil hiicreleri ndrepinefrin sentezleyen sempatik noronlara
farklilagtirir ve bu ndronlar 16semi inhibe edici faktor (LIF) igeren bir ortamda kiiltiire

edildiklerinde kolinerjik 6zellik kazanip asetilkolin sentezlerler (Sekil 2-29) (87).

Duyu afferent

Kas duyu
effernt néronu

Simpatik
ganglion ndronu

Barsak " = vy
ylzeyi sfeal 2 Ve

Sekil 2-28: Farkh norotrofik faktorlerle uyarilan noronlar (87).
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Sekil 2-29: Noronlarin norotrofik faktorlerle bagh olarak farkhilasmasi (87).

Norotrofik faktorler 4 siiper aile halinde gruplandirilir (Sekil 2-30):
1. Sinir biiytime faktorii (NGF) siiper ailesi

NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, NT-6
2. Glia kokenli biiytime faktorii (GDNF) ailesi

GDNF, Neurturin (NTN), pershepin (PSP) ve artemin (Art)
3. Norokin veya noropoietin siiper ailesi

Losemi inhibitor faktor (LIF), siliar norotrofik faktdr (CNTF), IL-6, cardiotrophin-1
(CT-1), oncostatin-M
4. Noron kokenli olmayan biiyiime faktorleri siiper ailesi

Asidik fibroblast biiylime faktorii (aFGF veya FGF-1), bazik fibroblast biiyiime
faktorii (bFGF veya FGF-2), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), kemik morfogenik
protein (BMP), epidermal biiylime faktorii (EGF).
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Norotrofik faktorlerin reseptorleri 3 ana grup altinda incelenir (Sekil 2-30):
1. NGF siiper ailesi reseptorleri:
Reseptdr tirozin kinazlar; TrkA, TrkB, TrkC ve p75
2. GDNEF ailesi reseptorleri:
Ret reseptor kompleksi ve biiylime faktorii reseptorii; GFRal-4
3. Norokine siiper ailesi:

Gp130 ve 16semi inhibitdr faktdr reseptorii beta (LIFR-P)

Marotrofin reseptdrleri

p 7 5“‘:’ R

itokin reseptirler

CNT FE‘J @
CNTFRa { | ]

gp130 LIFRB gp130 LIFRB

GOMF reseptdrleri

GOMF Meurturin Artemin Persephin

c-ret C-ret c-ret c-ret

Sekil 2-30: Norotrofik faktorler ve reseptorleri (87).
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2.7.1. Sinir Biiyiime Faktorii (NGF)

Viktor Hamburger ve Rita Levi-Montalcini 1950°de, hedef dokularin, néron sag
kalimin diizenlemede kritik bir rol oynadigini belirlediler. Hamburger’in eski 6grencisi
olan Elmer Bueker, fareye ¢esitli tiimor dokularini implante ederek, timorlerin duyu
noronlarinin sag kalimi i¢in degisik bir periferal hedef olarak destek saglayip
saglayamayacagini arastirdi. Bu deneyde transplante edilen sarkoma dokularinin duyu
aksonlariin tiimoriin i¢ine dogru biiylimesine yardimci oldugunu gozlemledi. Ayrica
implante edilmis tiimdr tarafinda bulunan dorsal kok gangliyonlarinin, omuriligin diger
tarafinda buna karsilik gelen gangliyonlara oranla ¢ok daha biiyiik oldugunu belirledi.
Daha sonraki deneyler, sarkoma hiicrelerinin etkisinin dokuda yayilabilen bir faktdrden
kaynaklandigin1 gosterdi. Levi-Montalcini, in vitroda timor dokusunun, duyu ve
sempatik gangliyonlardaki aksonlarin biiylimeleri ve ndronlarin sag kalimi tizerindeki
etkisini Olctii. Cohen ve Levi-Montalcini noérotrofik aktivitenin kaynagini belirlerken,
once Orneklerde DNA ve RNA’dan kurtulmay1 denediler. Niikleik asitleri indirgemek
amaciyla fosfodiesteraz kaynagi olan yilan zehiri kullandilar. Ancak yilan zehiri,
deneyde kullandiklar1 etken maddeden daha fazla akson biiylimesine yol acti. Cohen
yilan zehir bezinin fare submaksillar bezine denk oldugunu ve her ikisinin de
kullandiklar1 etken madde i¢in zengin bir kaynak oldugunu saptadi. Levi-Montalcini ve
Stanley Cohen, NGF olarak isimlendirilen bu molekiilii izole etmeyi basardilar. izole
edilen bu molekiil 130,000Da agirliginda, {i¢ alt iiniteden olusan bir kompleks idi ve

aktif kism1 118 amino asitlik bir dizi olan ve homodimer yapidaki [ alt {initesiydi (87).

NGF’nin kesfinden sonra ortaya atilan norotrofik faktdr hipotezine gore,
noronlar aksonlarini hedef hiicreye kadar uzatirlar. Hedef hiicreler ise sinirli miktarda
norotrofik faktor salgilarlar. Norotrofik faktorler 6zel hiicre reseptorlerine baglanir ve

yeterli miktarda norotrofik faktor alamayan noéronlar apoptoz ile 6liir (Sekil 2-31).
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Sekil 2-31: Norotrofik faktor hipotezi (87).

Ornegin, NGF’nin reseptorii olan trk’ya baglanmasi Bcl-2 adi verilen bir
molekiili aktif hale gecirir. Bu sekilde apoptotik yolakta bir sonraki molekiil olan Apafl
baskilanir ve apoptoza yol agacak olan kaspazlar inaktif hale gelir. Ancak yeterli
NGF’nin olmadigi durumlarda bu sinyal alinmayacagindan Bcl-2 aktif hale ge¢cemez ve
Apaf 1 baskilanamaz. Bdylece aktif kalan Apaf 1 tarafindan kesilen kaspaz aktif hale
gecer ve apoptoz gergeklesir (Sekil 2-32) (87).
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Sekil 2-32: NGF’ye bagh hiicre sagkalimi ve apoptoz (87).

Alzheimer hastalifinda olusan amiloid plaklar ve noérofibriler yumaklar
kolinerjik sistem noronlarinin hasarlanmasina yol acar. Bu sistem, ndrotransmitter
olarak asetilkolin ve norepinefrin kullandig1 i¢in kolinerjik sistem olarak adlandirilir.
Kolinerjik sistem bilgileri isleyen ve beyin fonksiyonlarii diizenleyen sinir hiicrelerini
icerir. Bu sistemdeki néronlarin azalmasi asetil kolin ve norepinefrin sinyalizasyonunda
da azalmaya sebep olur. Bu noéronlarin hayatta kalmasi biiyiik oranda NGF almalarina

baglidir (88).

Alzheimer hastaligindaki noéron kayiplarini Onlemek iizere olmekte olan
noronlara NGF saglamak iizere gen terapisi kullanildi. Bu caligmalardaki hedef

kolinerjik sistem ndronlart dolayistyla kognitif fonksiyonlarin (algilama, tepki, hareket,
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dil, ogrenme, hafiza) korunmasiydi. NGF gen tedavisinin Alzheimer hastaligini
tamamen tedavi etmesi beklenmemekteydi. Fakat bu yeni yaklasim ile belirli beyin
hiicrelerini koruyarak ve hatta yenileyerek, birkac yil siiresince kisa donem hafiza kaybi

gibi bazi1 belirtileri azaltilmasi umut edilmekteydi (89).

2001°de California Universitesi San Diego Tip Fakiiltesinde gerceklestirilen
calismada hastalarin kendi deri hiicrelerinden alinan hiicreler i¢ine sinir sistemi
dokusundan elde edilen NGF genleri sokuldu. Ug aylik bir siire boyunca bu transgenik
hiicreler kiiltiirde biiyiitiildii. Implantasyon &ncesinde transgenik hiicrelerin yeterli
miktarda NGF iirettikleri ve kontamine maddeler i¢ermedikleri kontrol edildi. Modifiye
edilen hiicreler hastalara, 5 grup halinde frontal lobun altinda bulunan kolinerjik sistem
hiicrelerini igeren ve Alzheimer’da kognitif fonksiyonlarin kaybmna gdtiiren
dejenerasyonun olustugu yerlerden biri olan Meynertin nukleus bazalisinden verildi
(Sekil 2-33). 8 adet erken baslangicli Alzheimer hastasinin (5 kadin ve 3 erkek,
ortalama yas 67,2 + 2,6) dahil edildigi bu calisma ile NGF gen transplantasyonun
kognitif gerilemeyi %36 - %51 oraninda yavaslatmayi basardigi saptanmistir (90).
Kolinesteraz inhibitorleri ve memantin gibi geleneksel ilag tedavilerinin Alzheimer
hastaliginda kognitif gerilemeyi %35 yavaslattigi diisiintildiigiinde sonucun Alzheimer
hastalarinin tedavisi ve bakim problemleri agisindan ¢ok daha iyimser bir gelecek vaad

ettigi goriilmektedir.
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Sekil 2-33: NGF gen terapisinde transgenik hiicrelerin hastaya transplantasyonu (90).
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Ayrica dejenerasyona ugrayan néronlara NGF desteginin invazif olmayan vaya
daha az invazif yollardan verilmesi, Alzheimer hastalifi ve diger Norodejeneratif

hastaliklarda kognitif fonksiyonlar1 korumak icin yeni hedeflerden biri olacaktir (90).

2.8. Kiiciik RNA’lar

Kiictik RNA’lar bitki ve hayvanlarda bulunan kisa ve kodlayict olmayan RNA
molekiilleridir. Gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynarlar. 1998’de Fire ve
arkadaslar1 tarafindan Caenorhabditis elegans’da genlerin RNA interferens (RNAi)
tarafindan susturuldugu kesfedildiginden beri kiiciik RNA’lar ¢aligsmalarin odagi haline
geldiler (91-96).

Kiiciik RNA’lar farkli yollar kullanarak herhangi bir genin susturulmasin
saglayabilirler. Boylar1 19-31 niikleotid arasinda degisen kodlama yapmayan bu
RNA’lar, mRNA yikilmasi, translasyonun baskilanmasi, heterokromatin olusumu ve
transpozonlara karsi germ serisinin genomunun korunmasinda gorev alirlar. Kiiclik
RNA’lar kokenlerine veya birlikte hareket ettikleri bilesenlere gére 6 grup halinde
siiflandirilirlar (Tablo 2-4) (92).

Tablo 2-4: Kiiciik RNA’larin siniflandirilmasi ve gorevleri (92).

SINIF UZUNLUK (nt) GOREV

Mikro RNA (miRNA) 19-25 Translasyonal Baskilama
Kii¢iik miidahaleci RNA (siRNA) 19-21 Hedef mRNA kesimi
Trans-etkili siRNA (tasiRNA) 21-22 mRNA kesimi

Kiiciik tarayict RNA (scnRNA) ~28 DNA kesimi

Tekrar iligkili siRNA (rasiRNA) 24-27 Transpozon kontrolii,

transkripsiyonel susturma

Piwi iliskili RNA (piRNA) 26-31 Ureme hiicrelerinde transpozon kontrolii

Mikro RNA’ler (miRNA), kii¢iik miidahaleci RNA’lar (small interfering RNA-
siRNA), trans-etkili siRNA’lar (trans-acting siRNA-tasiRNA), kiiciik tarayict RNA’lar
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(small-scan RNA-scnRNA), tekrar iligkili (repeat associated) siRNA’lar (rasiRNA) ve
Piwi iligkili RNA’lar (Piwi interacting RNA-piRNA) kiicik RNA grubunun
tiyeleridirler. En fazla 22 niikleotid uzunlugunda olan ve sa¢ tokasi yapisindaki
onciillerden kokenlenen miRNA’lar, kurtcuk, sinek, zebra baligt ve memelileri de
kapsayan metazoanlarda translasyonu baskilamakla gorevlidirler. siRNA’lar uzun,
Dicer tarafindan islenmis, cift iplikli RNA’lardir ve herhangi bir geni ona ait
mRNA’sin1 keserek sustururlar. siRNA’larin, RNA viruslerinin enfeksiyonuna karsi
dogal bir savunma sistemine aracilik ettiklerine inanilir. siRNA’nin bu 6zelliklerinden
yaralanilarak memeli hiicrelerindeki bir ¢ok gen, bu genlere ait mRNA’lar hedeflenerek
susturulabilmektedir. tasiRNA’lar mRNA indirgenmesini tetikleyen endojen
siRNA’lardir, fakat fonksiyonlarin1 trans olarak gerceklestirirler. Bunlarin hedef
transkriptleri olustuklar1 genden farklidir. Tetrahymena thermophila’da bulunan ~28
niikleotidlik scnRNA’lar histon metilasyonunda ve DNA’nin ortadan kaldirilmasinda
rol oynayarak genomun yeniden diizenlenmesini saglarlar. rasiRNA’lar, siRNA’lardan
daha uzundurlar ve maya, bitki ve sineklerde tekrarlanan ve hareketli genetik
elementleri sustururlar. Son c¢alismalar sineklerdeki rasiRNA’larin memelilerdeki
piRNA’lar ile benzer oldugunu gostermistir. piRNA’lar spermatogenez sirasinda germ
hiicre serisine 6zel Piwi proteini ile birlikte transpozonlar1 susturur ve germ soyu kok

hiicrelerini korurlar (92, 97).

Farkli tip ve biiyliklikte olmakla birlikte kodlama yapmayan tiim kiiglik
RNA’lar hiicrede gen ekspresyonunun epigenetik diizenlenmesi olarak isimlendirilen

essiz bir fonksiyona sahiptirler (91, 92, 97).

2.8.1. mikroRNA’lar

2.8.1.1. miRNA genomik yapis1 ve biogenezi

miRNA genleri tiim kromozomlarda bulunur. miRNA’larin yaris1 polisistronik
primer transkriptler olarak transkribe edilirler. miRNA genleri kodlama yapan ve
yapmayan genlerin intronlarinda, ayrica kodlama yapan genlerin ekzonlarinda
bulunurlar ve RNA polimeraz II tarafindan 5> ucunda m’G sapkasi ve 3’ucunda poli A
kuyrugu olan bir 6nciil molekiil olarak transkribe edilirler (Sekil 2-34). miRNA geninin
bu uzun primer transkripti (pri-miRNA), ~70 niikleotid uzunlugundaki nciil miRNA’y1
(pre-miRNA) olusturmak tizere Drosha-DGCR8 kompleksi (Drosophila ve

C.elegans’da Pasha) tarafindan kesilir. Drosha, RNaz III ailesinden bir endoniikleazdir,
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kesim islevini yerine getiren kismudir. DGCRS, ¢ift iplikli RNA baglayan bir proteindir
sitoplazmaya tasinir. Pre-miRNA sitoplazmada Dicer tarafindan islenerek olgun bir

(dsRBP) ve kesim yapilacak bolgenin tam olarak belirlenmesini saglar. Nukleustaki bu
miRNA olusturulur (Sekil 2-35) (91-96).

ilk islemden sonra kisa sag¢ tokasi yapisina sahip olan pre-miRNA, nuklear eksport

iki RNaz III bolgesi ve ¢ift iplikliRNA baglanma bolgesi igerir. Drosha, kompleksin
faktorii Exportin-5 tarafindan taninarak nuklear porlar araciligi ile nukleustan
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Metazoa miRNA ornekleri (91).

Dicer yiiksek oranda korunmus sitoplazmik bir proteindir ve RNaz III protein
ailesinin bir tiyesidir. Diger RNaz III iiyeleri gibi dsRBP’ler ile iliskilidirler. Memeli

Sekil 2-34
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hiicrelerinde Dicer, transaktivasyon-cevap element RNA-baglayan protein (TRBP) ve
interferon ile indiiklenen protein kinazin protein aktivatorii (PACT) ile birlikte bulunur.
Dicer ile birlikte bulunan bu proteinler RNA kesimi i¢in gerekli degildir. Buna ragmen
bu proteinler ¢ift iplikli miRNA’nin ¢6ziildiigli ve miRNA ile indiiklenen susturma

kompleksine (miRISC) yiiklendigi bir sonraki basamakta rol oynarlar (91-93, 95, 97).
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Sekil 2-35: miRNA islenmesi (94).

RISC, miRNA’nin 500 kDa’luk riboniikleo protein kompleksine (miRNP)
yiiklenmesi sonucu olusur (98). RISC’e yiiklenme agamasinda miRNA’nin sadece bir
zinciri yiiklenirken digeri ortadan kaldirilir. Zincir se¢iminin, miRNA zincir ¢iftinin iki
ucunun termodinamik kararliligina gore yapildig: diisiiniiliir. 5’ucu daha az kararli olan
zincir RISC’e yiiklenirken, diger zincir salinir veya parcalanir (Sekil 2-36). Dicer’in
kendisi bir oliim-kutusu helikazidir (DEAD-box helicase) ve RNA’nin ¢oziilmesini
saglar. Insan hiicrelerinde bulunan RNA helikaz A’nin bir RISC kofaktérii olarak rol
oynadigt ve siRNA’nin RISC’e yiiklenmesini sagladigt bulunmustur, fakat bu

mekanizmanin nasil ¢aligtigi tam olarak bilinmemektedir (91-93, 95).
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Sekil 2-36: miRNA ve siRNA’larin biogenezi (91).

Bitki miRNA’lar1 (A), metazoa miRNA’lar1 (B) ve hayvan siRNA’lar1 (C) biyogenezi.

2.8.1.2. miRISC’in anahtar bilesenleri olan Argonaute proteinleri

miRISC Dicer, TRBP, PACT ve Germin 3 gibi proteinlerle iliski halindedir,
fakat miRNA ile direkt ilskiye giren proteinler Argonaute (Ago) proteinleridir. Bu
proteinler 4 bolgeden olusurlar: N-ucu, PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille), orta ve Piwi (P-
element induced wimpy testis) bolgesi (Sekil 2-37). PAZ bolgesi rehber miRNA’in
3’ucuna baglanirken diger bolgeler hedef ve rehber miRNA’lara baglanmak iizere essiz

bir sekil olustururlar (91-96).

Sekil 2-37: Ago proteinin yapis1 (93).
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Memeli hiicrelerinde endojen miRNA’lara baglanabilen 4 Ago proteini
bulunmustur. Ago proteinlerinin dizilerindeki benzerlige ragmen sadece Ago 2
endoniikleaz aktivitesine sahiptir. Bu yilizden insan Ago 2 proteini sadece miRISC ile
degil ayn1 zamanda siRISC ile de birlikte calisir (Sekil 2-38). Memelilerdeki Ago
proteinlerinin rolleri heniiz tam olarak bilinmemektedir. Fakat Drosophila’ya ait Ago 1
ve Ago 2 protenlerinin iki farkli yolda gorev aldigina dair genetik ve biyokimyasal
bulgular vardir. Buna gére Ago 1 translasyonun baskilanmasinda miRNA ile birlikte
islev gosterirken Ago 2 hedef mRNA’larin kesilmesinde siRNA ile birlikte ¢aligir (Sekil
2-39) (91-96).
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Sekil 2-38: Ago proteininin miRNA ve siRNA’larin biogenezindeki rolii (94).
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Yapilan ¢alismalarda Ago proteinlerinin sitoplazma igerisindeki belli bolgelerde
yogunlastig1 saptanmistir. Bu bolgelere mRNA P-cisimcikleri (mRNA P-bodies) denir.
P-cisimcikleri (DCP veya GW cisimcikleri olarak da bilinirler) translasyonu yapilmamis
mRNA’y1 (non-translating mRNA), mRNA yeniden diizenlenmesinde ve sapka
olusumunda rol oynayan, translasyonu baskilayan ve ekzoniikleaz aktivitesine sahip
olan proteinleri igerirler. P-cisimciklerinin miRNA aracili gen susturmasinda hedef

mRNA’nin depolandig1 veya yok edildigi yer olduguna inanilir (91, 92, 99).

2.8.2. Kii¢iik miidahaleci RNA’lar (siRNA)

RNAI yolag1 ekzojen bir cift iplikli RNA’nin sitoplazmaya girisi ile tetiklenir.
Endojen miRNA’lar gibi uzun ¢ift iplikli RNA’lar da Dicer-TRBP-PACT kompleksi
tarafindan islenirler. Bu ¢ift iplikli RNA-isleme basamagi 3’ucunda 2 niikleotidlik
cikinti ve 5’ucunda fosfat grubu tasiyan bir RNA’nin ortaya ¢ikmasini saglar. Dicer
kesimi sonrasi olusan {iriin siRNA olarak adlandirilir ve RNA1 mekanizmasi ekzojen
olarak hiicreye giren siRNA’lar ile de aktif hale geger. siRNA’nin kars1 anlaml zinciri
rehber zincir olarak isimlendirilir. Cilinkii bu zincir RNAi mekanizmasinda diziye 6zel
gen susturulmasi igin kalip gorevi gorlir. Anlamli zincir ise yolcu zincir olarak

tanimlanir (92, 93, 95, 97).

Dicer islemini takiben 21-23 niikleotidlik ¢ift zincirli siRNA’nin rehber zinciri
aktif siRISC kompleksini olusturmak tizere Ago2’ye yiiklenir, bu sirada yolcu zincir
ortadan kaldirilir. Ago2 siRISC’in kesim aktivitesinden sorumlu olan endoniikleazdir.
siRNA rehber zinciri ile hedef mRNA arasindaki miikemmel baz eslesmesi ve A-formu
heliks yapisinin olusumu ile siRISC hedef mRNA’y1, rehber siRNA’nin 5’ucundan 10-
11 niikleotid uzakliktaki bolgeye denk gelen yerden keser. Bu igslemden sonra kompleks
diger hedef mRNA’lar1 kesmek tizere dagilir. siRISC tarafindan kesilen mRNA ise
ekzoniikleazlar tarafindan yikilirlar (Sekil 2-36) (92, 93, 95).

RNAi mekanizmasinin kesfedilmesiyle birlikte siRNA’lar 6zel genlerin
susturulmasi i¢in yeni bir teknigin gelistirilmesini sagladi. Boylece hiicre igine kolay
girebilecek ve istenilen genin susturulmasini saglayacak siRNA’lar tasarlanmaya
baslandi (92). Bu yeni teknik post-transkripsiyonel gen susuturulmasi (PTGS) olarak
bilinir ve belirli bir genin anlatimini, karsi anlamli zinciri hedef mRNA’ya birebir
uyumlu siRNA’lar ile baskilamay1 saglar. Baskilanma sinir sistemini de igine alan

belirli dokularla smirli olmasina ragmen, Caenorhabditis elegans gibi bazi
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organizmalarda uygulamanin oldugu alandan dokunun en uzak bdlgelerine kadar

yayilarak secilen genin tiim organizmada susturulmasina olanak saglar (97).

RNAI ile gen susturulmasi gegicidir, fakat hedef doku veya hiicre soyu viral
vektorlerle transfekte edilip kendiliginden cift iplikli RNA ekspresyonu yapmalari
saglandiginda, baskilama kalict duruma getirilebilir. Bu tip anlatim siirekli veya
indiiklenebilir bir promotoriin kontrolii altinda gerceklestirilir. Boylece istenilen
zamanda susturma islemi uyarilabilir. RNAi’lerin 6zglin olmayan bazi etkileri
bildirilmigse de, uygun kontroller ve fizyolojik takip deneyleri ile RNAi teknigi modern
genetiin en 6nemli araclarindan biri haline gelmistir. Ornegin RNAI ilaglarin ve
kimyasal hedeflerin onaylanmasinda kullanilabilir. Ayrica 6zgilin bir sekilde kirpilan
ekzonlar1 hedefleyebilir, boylece bir genin alternatif kirpilma ile olusan iiriinlerinin
aragtirtlmasinda kullanilabilir. Heyecan verici diger bir olasilik belirli fizyolojik
islemlerde gorev alan aday genlerin belirlenmesinde RNAi teknolojisinden (genom

diizeyinde RNAI taramasi ile) yararlanabilmektir (97).

RNAi ile gen susturulmasi post-transkripsiyoneldir ve bdylece gen
delesyonunda oldugu gibi kompanse edici transkripsiyon mekanizmalarinin higbiri
ortaya ¢ikamaz. RNAi 6zgiin ve ¢ogunlukla tek bir niikleotid degisimine bile duyarlidir.
Gen susturulmasini saglayan RNAi teknigi uygulama dozuna bagli olarak mRNA
ekspresyonunu embriyonik 6liim tehlikesi olmadan ve kompanse edici gen regulasyonu
riskini azaltarak disiiriir. Ek olarak RNAi hizli, diger tekniklere gore daha ucuz ve bir

¢ok durumda genomik gen delesyonu kadar etkilidir (97, 100).

RNAI, 6zellikle genomu dizilenmis olan meyva sinegi Drosophila melanogaster,
yuvarlak kurtcuk C. elegans ve fare gibi model organizmalarda oldukga gii¢lii bir
tekniktir. Insan néral ve néromuskular hastaliklar icin bir cok deneysel model bu iig

organizmada basariyla olusturulur (97).

Bir RNAI ¢alismasi i¢in oncelikle hedef RNA’y1 belirleyecek olan siRNA dogru
sekilde tasarlanmalidir. siRNA tasarimina yardimci olan web tabanli programlar
kullanilabilir. siRNA ne kadar diizgiin tasarlanmis olsa da bu onun ytiiksek verimlilik ile
calisacagini gostermez. Ikinci olarak hedef mRNA’nin seviyesi ve bu mRNA’dan
olusacak olan protein iiriin kontrol edilerek, siRNA aktivitesi belirlenmelidir. Nothern
analizi ve ters transkriptaz-kantitatif PCR teknikleri mRNA seviyesinin saptanmasinda

kullanilabilir. Protein seviyeleri de immunokimyasal metodlarla belirlenebilir. Protein
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susturulma seviyesi hedef proteinin yar1 démriine baglidir. Uzun yar1 6miirlii proteinlerin
seviyelerinin diismesi kisa yar1 émirlii olanlara gore daha uzun siire alacaktir. Son
olarak da siRNA’nin hiicre i¢ine girisini saglayacak metod oldukc¢a 6nemlidir. Hiicre

icine girig ne kadar zayif olursa susturma da o kadar zayif olacaktir (100).

2.8.3. Kiiltiirdeki memeli hiicrelerine siRNA gonderilmesi

Ciplak, modifiye edilmemis siRNA’larin memeli hiicrelerinin icinde bulundugu
kiiltiir medyumuna eklenmesi hedef genin etkili bir sekilde susturulmasini saglamaz.
Bunu 3 sebebi vardir: 1- Memeli hiicreleri C.elegans gibi diger tiirlerde bulunan etkin
bir ¢ift iplikli-RNA-alma mekanizmasina sahip degildir 2- siRNA yiiksek oranda
yiikliidiir ve serbest olarak sitoplazmik membrandan gegemez 3- siRNA’nin sivi-faz
endositoz ile hiicre igine alinmasi, sitoplazmaya salinmasi ile sonuglanmaz. siRNA
sitoplazmaya etkili bir sekilde gonderilemezse RISC ile etkilesime giremez ve hedef

mRNA susturulamaz (100).

2.8.3.1. Kimyasal ajanlarla siRNA aktarimm

siRNA bir niikleik asit oldugundan DNA transfeksiyonu i¢in kullanilan ajanlar
siRNA transfeksiyonunda da kullanilabilir. Niikleik asit transfeksiyonunda kullanilan
ajanlarin iki temel 6zelligi vardir. Birinci olarak bu ajanlar bir sekilde niikleik asit
kargosuyla iliskiye girmek zorundadir. Bu iligki genelde niikleik asit olusumuna izin
veren elektrostatik giicler kullanilarak saglanir. Boyle bir kompleksin diizgiin olarak
sekillendirilmesi niikleik asit ve transfeksiyon ajaninin ayni anda hiicre membranina
sunulmasini saglar. Bu kompleksler hiicre icine girisi saglayan ajanlarin dogasina gore
3’e ayrilir: lipopleksler, polipleksler ve lipopolipleksler. Lipopleksler, aniyonik nukleik
asitlerin katyonik lipidlerle; polipleksler, aniyonik nukleik asitlerin katyonik
polimerlerle; lipopolipleksler, aniyonik nukleik asitlerin hem katyonik lipid hem de

polimerlerle iliskisi sonucu olusur (100).

Ikinci olarak transfeksiyon ajanlar1 hiicre membranini gegebilmelidir. Lipopleks

ajanlar endositoz ile sitoplazmaya gegerler (100).

Transfeksiyon ajaninin etkisi hiicre tipine baglhidir. Ayrica hiicre yogunlugu,
pasaj sayist ve medyum igerigi transfeksiyon basarisin1 degisik derecelerde etkiler.
Transfeksiyon ajanlar1 bir ¢ok hiicre tipine siRNA girisine izin vermesine ragmen, T

hiicresinden kokenlenen hiicre soylar1 ve primer kiiltiirler bu tip transfeksiyona karsi
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daha direnclidir. Problemli hiicre tiplerinde elektroporasyon alternatif bir aktarim
metodudur. Elektroporasyon yontemiyle transfeksiyon oldukg¢a yiiksek oranlarda

gerceklesir fakat ¢ok fazla sayida hiicre kaybina neden olur (100).

2.8.3.2. siRNA ekspresyonu yapan vektorlerin aktarimi

Sentetik siRNA aktariminin alternatif yollarindan biri hiicre iginde siRNA
ekspresyonu yapan bir vektdr kullanmaktir. Bu vektorler siRNA transkriptlerinin
ekspresyonunu saglayan RNA polimeraz III promotorlerini tasirlar. Polimeraz III belirli
RNA transkriptlerinin diizgiin sekilde sentezlenmesine olanak saglayarak, tasarlanmig

siRNA’ larin iiretilmesine izin verir (100).

2.8.3.3. siRNA eksprese eden kasetlerin aktarimi icin viral metodlarin kullanilmasi

siRNA eksprese eden vektorlerin viriislerle aktarimi kimyasal ve mekanik
metodlara gore daha basarilidir. siRNA eksprese eden plazmidlerde oldugu gibi Pol III
promotorleri kullanilir. Viral aktarim ile uyarilan RNAi ilk kez fare kok hiicre viriisii
(MSCV) ve Moloney murine 16semi virlisiinden (MoMLV) kokenlenen retroviriisler
kullanilarak gosterilmistir. Bu retroviral sistemler ekspresyon i¢in hiicre bdliinmesine
ihtiya¢c duyarlar. Lentiviriislerden kokenlenen retroviral vektorler ise boliinmeyen
hiicreleri kalic1 olarak enfekte edebilirler. Pol III siRNA ekspresyon kasetleri iceren
lentiviral vektorler HeLa, HEK293, fare embriyonik fibroblastlar, primer T hiicreleri ve
hematopoietik kok hiicreleri gibi hiicre soylarini transfekte edebilirler. MoMLV gibi
retroviriisler ve lentiviriisler konak genomunun igine yerlestiginden, bunlar hiicre

soylarinda yiiksek etkinlikte kalic1 bir susturma gergeklestirirler.

Aktarim i¢in kullanilan {i¢iincii viral sistem adenoviriislerdir. Lentivirusler gibi
adenovirlislerde anlatim yapabilmek igin hiicre boliinmesine ihtiyag duymaz ve
kiiltiirdeki bir ¢ok hiicre tipini enfekte edebilirler. Konak genomuna ender olarak

katilirlar (100).

2.9. Primer Noron Kiiltiiri

Pek ¢ok doku ¢esidi hiicreler halinde ayrilip bir petri tabagina ekildiginde bir
dizi 6zellik gosterir. Once hiicreler biiyiime fazi (log phase growth) denilen hizli bir
boliinme siirecine girerler. Daha sonra birbirine yaklagarak temas eden hiicreler
boliinmeyi yavaslatir ve alindiklart dokunun karakteristik 6zelliklerini kazanmak tizere

bir farklilasma siirecine girerler. Ornegin, bobrek ve barsaktaki epitel hiicreleri
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aralarinda baglantilar olusturarak birbirleriyle iliski kurar ve iyonlarm bir hiicreden

digerine taginmasini saglarlar, kalp kasi hiicreleri kendi kendilerine kasilmaya baslarlar.

Noronlar i¢in durum olduk¢a farklidir. Embriyonik beyinden elde edilen
hiicreler kiiltiire edildiginde, boliinmeyi tamamen durdururlar. Bu hiicreler norit uzatip
birbirleri ile temas eder ve sinaps olustururlar boylece elektriksel olarak aktif duruma
gecerler. Ancak s6z konusu hiicrelere nérogenez tamamlanmadan alinirsa, kiiltiirde
nadiren bazi hiicrelerin bdliindiigli ve daha sonra ndronal fenotip kazandig1 gézlenebilir.
Bu o6zellikler noron kiiltlirlinlin diger hiicre kiiltlirlerinden olduk¢a farkli olmasini

saglar.

Dogrudan bir deney hayvanindan alman hiicre veya dokulardan hazirlanan
kiiltiirlere “primer kiiltiir” denir. Kiiltiirdeki hiicreler tiplerine gore boliiniir veya
boliinmez, farklilagir ve oliirler. Bir sonraki deney i¢in ihtiya¢ duyulan doku tekrar

saglanir ve yeni bir kiiltiir olusturulur.

Boliinen hiicrelerden hazirlanan kiiltiirler pasajlanip tekrar biiyiime fazina
girmeleri saglanarak sayilari arttirilabilir. Fakat bu kiiltiirlerde zamanla farklilagsan hiicre
sayist artar, boliinme hizi yavaslar ve sonucta oliirler. Glial hiicreler en azindan bir kag

jenerasyona kadar pasajlanabilirken, ndronlar i¢in bu s6z konusu degildir.

Sonsuz sayida pasajlanabilen ve sabit bir fenotip gosteren hiicreler “devamli
hiicre soylar1’” olarak isimlendirilir. Bazi hiicre soylar1 pasajlama sirasinda
kendiliginden olusan mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikarken, bir c¢ogu da tiimor
hiicrelerinin kiiltiire edilmesi ile elde edilir. Bu hiicre soylar1 dliimsiiz olmalarinin
yanisira, normal hiicrelerden farkli bazi o6zelliklere sahiptir: ¢ok hizli boéliiniirler,
kontakt inhibisyon 6zelliklerini kaybetmislerdir ve alindiklar1 hayvana geri verilirlerse

tiimdr olustururlar. Bu tip hiicreler “transforme hiicreler” olarak da isimlendirilirler.

Devamli hiicre soylarinin bir ¢ok avantaji vardir. Bu hiicreler uzun siire sivi
nitrojende saklanabilirler ve bu sayede tiim diinya laboratuvarlar1 arasinda

paylasilabilirler. Diizgiin kosullarda saklandiklarinda yillarca kullanilabilirler.

Norobiyolojik aragtirmalarda kullanilmak iizere gelistirilen devamli hiicre
soylarinin kullanilmasinda rastlanilan problem ise, bu hiicrelerin néronal farklilagmanin
bazi anahtar olaylarimi gergeklestirememesidir. Bu soylar farklilasmis noronlarin

karakteristik 6zelligi olan norotransmitterleri, iyon kanallarini ,reseptorleri ve nérona
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0zel proteinleri sentezleyen hiicre soylari olmalarina ragmen, belirli bir ndronal fenotip
i¢in 1y1 bir model degildirler. Farklilasmis bir sinir hiicresinin davranislarini gostermeye
en yakin olan PC12 hiicre soyu bile diizgiin akson ve dendritler olusturamaz ve sinaptik
baglantilar kuramaz. Bu yiizden bilinen hiicre soylart MSS calismalari igin sinirl dlgiide

kaynak saglar (101).

2.9.1. Primer Noron Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi
Omurgali veya omurgasiz, periferal veya merkezi sinir sistemi, ndron veya glia,
hangi hiicre tipi olursa olsun primer hiicre kiiltiirii hazirlamak i¢in bazi kosullar vardir

(101, 102):

1-Ilgilenilen hiicreleri bulunduran doku kaynaginin elde edilmesi. 2-Hiicrelerin
uygun bir substrat lizerine ekilmesi. 3-Hiicrelerin uygun bir kiiltiir medyumu igerisinde

yasatilmast. 4-Steril kosullarin saglanmasi.

2.9.1.1. Primer noron Kkiiltiirii icin kullanilan canh tiirleri

Sican ve fare gibi memeliler noron kiiltiirii i¢in gerekli dokular1 saglamak tizere
en ¢ok kullanilan laboratuvar hayvanlaridir. Bir ¢ok noéron kiiltiiri embriyonik veya
neonatal dokudan elde edildiginden hizla iireyen sican ve fareler, ndronlar igin
vazgecilmez bir kaynaktir. Ayrica insana yakin olan genetik o6zellikleri ve bakim ve

tiretimlerinin ucuz olmasi onlar1 avantajli hale getirmistir.

Bunun diginda diger memeliler, memeli olmayan omurgalilar, omurgasizlar,
tavuk embriyolari, Drosofila, kisaca sinir hiicresi tagiyan tiim canlilar néron kiiltiiri

yapmak i¢in kullanilabilir (101).

2.9.1.2. Primer noron Kkiiltiiriiniin hazirlanacagi canh tiiriiniin yasi

Noronlar somalarinin halen kiigiik oldugu, akson ve dendritlerini heniiz
yeterince gelistirmedikleri erken evrelerde hasara karsi daha dayaniklidirlar. Ayrica
erken evrelerde trofik faktorlere fazla bagimli degildirler. Bu yiizden, ndron ve glia

kiiltiirleri genellikle embriyonik veya erken postnatal hayvan dokularindan hazirlanir.

Primer néron kultiiri hazirlarken 6nemli olan husus, s6z konusu hiicrelerin
olustugu ve postmitotik evreye girdigi gelisim donemidir. Ornegin serebellumun

Purkinje hiicreleri dogumdan hemen Once, graniiler hiicreleri ise dogumdan iki hafta
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sonra olusurlar. Bu ylizden Purkinje hiicre kiiltiirii embriyonik hayvanlardan, graniiler

hiicre kiiltiirii ise postnatal hayvanlardan hazirlanmaktadir.

Serebral kortekse ait noron kiiltiirii 15. veya 16. embriyonik giinde (E15-16)
alman serebral korteksden, hippokampusa ait noron kiiltlirii ise E18-19’da alinan
hipokampiisden yapilir. Hippokampal kiiltiir ¢alismalari, bu hiicrelerin E15’de
olusmaya bagladigim1 ve EI18-19’da goc¢ ederek hippokampusu olusturduklar1 ve
postmitotik evreye gegtiklerini gostermistir (101-103).

2.9.1.3. Disseksiyon
Primer kiiltiir hazirlanmasinin ilk adimi disseksiyondur. Disseksiyon biyolojik
giivenlik kabini altinda yapilir ve doku aseptik kosullarda elde edilir. Islemler sirasinda

doku soguk ortamda ve tuz ile dengelenmis bir solusyon i¢inde tutulur (102, 103).

2.9.1.4. Dokunun hiicrelere ayrilmasi

Disseksiyondan sonra doku tek tek hiicrelere ayrilir. Giiglii hiicre-hiicre
baglantilar1 ve c¢ok sayidaki sinaps bu isi zorlastirir. Sinapslar doku homojenize
edildiginde bile genellikle bozulmaz. Bu yiizden olgun beyin dokusundan primer kiiltiir
yapmak oldukca zordur. Genellikle dokular kalsiyum veya magnezyum igermeyen tuz
ile dengelenmis solusyonlar i¢inde parcalanir. Bazi durumlarda mekanik pargalama
yeterli olurken hiicre-hiicre baglantilarin1 ve sinapslari ortadan kaldirmak i¢in genellikle
proteazlar kullanilir. Kullanilan proteazlar hiicre ylizey proteinlerini ve ekstraseliiler
matriks proteinlerini hiicrelere fazla zarar vermeden parcalarlar. Fakat bu islem
sirasinda diger hiicre yiizey reseptorleri de etkilenebilir. Ornegin, tripsin uygulamasi
ndrotransmitter reseptorlerinin bazilarimi yok eder, bu reseptorler ancak kiiltiiriin birinci

giiniinden sonra tekrar olugabilir (101).

2.9.1.5. Ozel hiicre populasyonlarimin eldesi

Dokunun par¢alanmasindan sonraki asama, istenilen hiicre tipinin yasatilmas,
istenilmeyenlerin ise yok edilmesidir. En basit yontemlerden biri farkli adezyon
Ozelliklerine gore hiicreleri ayirmaktir. Noronlar ve bazi glial hiicre tipleri herhangi bir
substrat uygulanmamis olan cam veya plastik yiizeye oldukca zayif bir sekilde
baglanirken, fibroblast gibi ndéron olmayan bazi hiicreler hizlica tutunurlar. Bu sekilde

karigik bir hiicre siispansiyonu substrat uygulanmamis petrilere ekilip kisa bir siire
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beklenirse baglanmamis hiicreler (ndronlar) ortamdan alinip uygun bir substrat {izerine

tekrar ekilebilir.

Hiicrelerin  ayrilmast  i¢in  kullanmilan  diger bir yontem gradyan
santrifiigasyonudur. Ornegin, metrizamide ile yapilan santrifiijleme embriyonik

omurilikten hazirlanan hiicre siispansiyonundan motor néronlarin ayrimini saglar.

Bu yontemler hizli ve daha basit ayirimlar i¢in uygundur. Fakat MSS’de oldukga
fazla sayida ve farkli tipte ndron bulunur. Noronlarin tek bir tipi incelenmek isteniyorsa
immiin yontemlerle se¢cim yapilmalidir. “Floresan ile aktive olan hiicre ayirma” yontemi
spesifik noronlarin elde edilmesini saglar. Bu yontemde ayrilmak istenen hiicre tipinin
ylizey proteinlerine 6zel olan primer antikorlar, floresan bir boya tasiyan sekonder

antikor ile igaretlenir. Boylece istenilen ndron tipi elde edilebilir (101).

2.9.1.6. Hiicre sayimi ve canli hiicrelerin gosterilmesi

Ekim yapilacak hiicrelerin sayilmasi, kiiltiirdeki hiicre yogunlugunu belirlemek,
uygulanacak deneylerin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini saglamak acisindan
onemlidir. Hiicre sayimi genellikle hemositometre kullanilarak yapilir. Tripsin mavisi,
eritrozin (erythrosin), nigrasin gibi boyalar kullanilarak canli ve 6lii hiicreler ayirtedilir.
Bu boyalar canli hiicrelere giremezken hasarli hiicrelerin ig¢ine alinirlar. Bu sekilde
taninan canli hiicrelerin sayimi yapilir ve her petride ayn1 sayida hiicre olacak sekilde

ekim gerceklestirilir (102, 103).

2.9.1.7. Noronlarin beslenmesi ve yasatilmasi

Kiiltiir Medyumu

Kiiltiire edilen tim hiicrelerde kullanilan temel medyumlar serumla benzer
konsantrasyonda aminoasidler, vitaminler ve diger besinleri icerir. En ¢ok kullanilan
Eagle’in minimum esansiyel medyumu (MEM) 13 temel aminoasid ve 8 vitamin;
Ham’in F-12 medyumu temel olmayan amino asidleri ve cesitli vitaminleri icerir. ki
medyumu yar1 yartya igeren MEM/F-12 en c¢ok kullanilan medyumlardan biridir.
Dulbecco tarafindan degistirilen MEM (D-MEM) hizli biiyiiyen hiicreler igin
gelistirilmistir ve MEM’de bulunan maddeleri 2 ila 4 kat daha yiiksek konsantrasyonda
igerir.

Brewer ve arkadaglar1 1993 yilinda primer ndronlar i¢in yeni bir temel medyum

gelistirmislerdir. Norobazal medyum (NBM) olarak adlandirilan bu medyum D-MEM
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degistirilerek olusturulmustur. Fakat D-MEM’e goére ozmolaritesi diisiiktiir ve temel

olmayan bazi aminoasidleri ve vitamin B, igerir.
Serum

Hiicreler sadece temel medyumlarin i¢inde yasayamazlar, bu ylizden %5-20
oraninda serum ile desteklenirler. At serumu ve fetal buzagi serumu en ¢ok kullanilan
serumlardir. Bu serumlar yiliksek oranda mitojenik faktorler igerir. Cogalan hiicreler,
hiicre soylari, primer néron veya glia kiiltiirlinde genellikle fetal buzagi serumu
kullanilirken, postmitotik noronlar i¢in at serumu, sinir dokularinin organotrofik

kiiltiirlerinde ise insan plasental serumu kullanilir.
Serum icermeyen medyum

1979 yilinda Bottenstein ve Sato tarafindan ndronal hiicrelerin serum destegi
olmadan yagayabilmelerini saglayan N> medyumu ve 1993 yilinda Brewer tarafindan
Ny’yi degistirerek olusturulan B;; medyumlar gelistirildi. NBM ile birlikte kullanilan
B,7 medyumu hippokampus ve diger beyin bolgelerine ait primer néronlarin uzun siire
yasamalarina izin verir ve ndron olmayan hiicrelerin boliinmesini yliksek oranda

engeller.

Serum i¢ermeyen medyum kullanilarak yasatilan primer noronlar, ndron
gelisimi, noronal sinyallesme, elektrofizyoloji, farmokoloji, plastisite, gen ekspresyonu

ve norotoksisite ¢aligmalari i¢in uygundur.
Antibiyotikler

Hiicre kiiltiirlerinde mikroorganizma kontaminasyonlarina karsi penisilin ve
streptomisin antibiyotikleri genellikle birarada kullanilir. Gentamicin ise diisiik seviyede
kontaminasyon farkedildiginde tercih edilen bir antibiyotiktir. Bu ajanlar kiif ve

mayalara kars1 etkili degildir.
Kiiltiiriin korunmasi

Noronlar 37°C’de %5 CO, igeren bir ortamda yasatilir ve 3-4 giinde bir
medyumlarinin yarist veya ligde biri degistirilerek beslenirler. Tiim medyumun
degistirilmesi diger tip hiicrelerin aksine bu néronlarin irettikleri trofik faktoérlerin

ortamdan alinmasina ve hiicrelerin 6liimiine sebep olur (103).
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2.10. Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR), molekiiler
tipta, biyoteknolojide, mikrobiyolojide ve molekiiler biyolojide mRNA miktarinin
kantitatif olarak saptanmasinda kullanilan bir tekniktir (104). Teknik 3 basamak
halinde uygulanir: 1) RNA’dan ters transkriptaz ile cDNA sentez edilmesi 2) PCR ile
cDNA’nin ¢ogaltilmast 3) cDNA ¢ogaltilirken olusan iiriinlerin ger¢ek zamanli olarak

belirlenmesi ve miktar tayini (105)

gRT-PCR’da kullanilan sybr green gibi floresan boyalar veya floresan igaretli
problar kullanilarak ¢ogaltma (amplifikasyon) islemi ve c¢ogaltmanin gercek zamanl
olarak izlenmesi tek bir tiip icerisinde gerceklesmektedir; olusan iiriin miktarinin

izlenmesi i¢in ayr1 bir teknige ihtiyac yoktur (106).

Teknik, her PCR dongiistinde tiretilen DNA miktariyla birlikte artan floresan
sinyal artisinin Ol¢lilmesine dayanir. Farkli renkte floresan isaretli problar kullanilarak
birden fazla hedef genin tek tiip icerisinde ¢cogaltilip okunmas1 miimkiin olabilir. Her bir
reaksiyonda c¢alisilan Ornekler i¢cin okunacak deger, PCR iiriinlerinin yaptigi floresan
1stmanin zemindeki floresan 1simanin yada tanimlanmig bir esik degerin {izerine ¢iktigi
ilk dongli noktasidir. Bu nokta, dongii esik degeri (Ct; cycle threshold) veya gecis
noktas1 (Cp; crossing point) ile ifade edilir. Reaksiyona baslarken 6rnek icindeki hedef
miktar1 ne kadar fazla ise Ct degeri o kadar diisiik olur. Cogalan {iriin ile floresan 1s1ma
arasindaki korelasyon hedef molekiiliin miktarin dogru bir sekilde saptanmasina
olanak verir. Tiiplin reaksiyon sonuna kadar kapali olmasi ve amplifikasyon sonrasi
elektroforez gibi uygulamalar1 gerektirmemesi c¢alisma siiresini ve kontaminasyon

riskini belirgin bir sekilde azaltmaktadir (104).



81

3. GEREC VE YONTEM

Caligma 5 adet Sprague Dawley cinsi hamile sicandan elde edilen 16 giinliik ve
18 giinliik embriyolar kullanilarak gergeklestirldi. Embriyo beyinlerinden hippokampus
ve serebral korteks bolgeleri disseksiyonla ayrildi. Her iki bolgeden elde edilen hiicreler
ile primer noéron Kkiiltiirleri hazirlandi. Calisma kapsaminda gergeklestirilen ndron
kiiltiirleri, kiiltiirdeki ndronlara vitamin D uygulamalari, post transkripsiyonel gen
susturulmasi (PTGS) uygulamalar1 ve immunfloresan isaretlemeler istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Beyin ve Norodejeneratif
Hastaliklar Arastirma Laboratuvarinda (Kasim 2007-Nisan 2009); mRNA izolasyonlar1
ve cDNA sentezleri aynt Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda (Mayis
2008-Nisan 2009); ELISA deneyleri ileri Protein Analizleri Laboratuarinda (Nisan
2009); gRT-PCR deneyleri Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
(DETAE) Genetik Anabilim Dali’nda (Mayis 2008-Nisan 2009) ger¢eklestirilmistir.

3.1. Primer Noron Kiiltiirii Deneyleri

3.1.1. Embriyonik Giinlerin Belirlenmesi ve Embriyolarin Eldesi

Deneylerde kullanilacak olan embriyolar1 dogru embriyonik giinde elde etmek
tizere her deney diizenegi i¢in Sprague-Dawley cinsi 5 disi sigan 2 erkek si¢anla bir
gece birlikte birakildi. Bir giin sonra vajinal yayma preparati hazirlanarak fekondasyon
kontrolii yapildi. Yayma preparatinda sperm pozitifligi bulunan disi siganlar hamileligin
0. gilinlinde kabul edildi (0. embriyonik giin; EO) (Sekil 3-1). Disi sig¢anlar
hamileliklerinin 16. veya 18. giiniinde steril odada eter anestezisi altinda servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Maya, mantar ve bakteri kontaminasyonunu énlemek
tizere %70 etanolde 5 dk bekletilen hamile siganlardan elde edilen embriyolar (E16 ve
E18) PBS (Gibco BRL 10010. Invitrogen Inc., New York, USA) igeren steril bir petriye
alindi (Sekil 3-2, 3-3, 3-4 ve 3-5).



Sekil 3-2: Hamile sicanlardan sezaryen yontemiyle embriyolarin eldesi.
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Sekil 3-4: 16 giinliik sican embriyolarinin goriintiisii.

Sekil 3-5: 18 giinliik sican embriyolar1 goriintiisii.
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3.1.2. Kiiltiir petrilerinin hazirlanmasi

Noron kiiltiirii 35 mm c¢apinda 6 kuyulu plakalar (Corning 3506. Corning Inc.

New York, USA) kullanilarak yapildi. Ekim yapilacak petriler deneyden bir giin 6nce

asagidaki protokole gore 1:50 oraninda poly-L-ornithine (Sigma P-4957. Sigma-
Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE) ile kaplanarak hazirlandi.

A

3.13

Stok poly-L-ornithine solusyonu, 750 pl poly-L-ornithine (PLO), 49,25 ml 0,20
um filtreden (Sartorius 16534. Sartorius Biotech GmbH, Goettingen, GE)
gecirilmis MiliQ dH,O ile karistirilarak hazirlandi.

35mm’lik petrilere 1,5 ml PLO solusyonu konuldu.

PLO ile kaplanan petriler 37°C’deki, %5 CO; igeren etiivde bir gece bekletildi.
Ertesi giin petriler 3 kere filtreden (0,20pm) gecirilmis MiliQ dH,O ile yikandi.
Her bir petriye 0,5 ml Leibovitz 15 + medyumu eklenerek kullanilincaya kadar
37°C, %5 CO; igeren etiivde birakildi.

. Leibovitz 15 + (L-15+) kiiltiir medyumunun hazirlanmasi

L-15+ medyumu agagidaki protokole gore bir giin 6nceden hazirlandi.

. 200 ml L-15 Medyum (GibcoBRL 11415-064. Invitrogen Inc., New York, USA)

igine,

Conalbumin (Sigma C-7786. Sigma-Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE),
kiiltiirdeki final konsantrasyon 0,1 mg/ml

%7,5 Sodyum bikarbonat (GibcoBRL 25080-094. Invitrogen Inc., New York,
USA), kiiltiirdeki final konsantrasyon 0,63 mg/ml

Putrescine (Sigma P-7505. Sigma-Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE),
kiiltiirdeki final konsantrasyon 0,1 mM

Instilin (GibcoBRL 12585. Invitrogen Inc., New York, USA), kiiltiirdeki final
konsantrasyon 10 ng/ml

Sodyum selenit (Sigma S-5261. Sigma-Alderich Chemie GmbH, Steinheim,
GE), kiiltiirdeki final konsantrasyon 30 nM
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7. Progesteron (Sigma P-6149. Sigma-Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE),
kiiltiirdeki final konsantrasyon 20 nM

8. Glukoz (Sigma G-7021. Sigma-Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE),
kiiltiirdeki final konsantrasyon 20 mM

9. PenStrep (Sigma P-4333 Sigma-Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE),
kiltirdeki final konsantrasyon 10 IU/ml olacak sekilde eklendi. L-15+
hazirlandiktan sonra 0,22 p’luk filtreden gegirildi ve kullanilana kadar +4 °C’de

saklandi.

3.1.4. Norobazal + (NBM+) kiiltiir medyumunun hazirlanmasi

Serum i¢ermeyen bir medyum olan Norobazal medyum, 50 ml NBM’ye
(GibcoBRL 21103-049. Invitrogen Inc., New York, USA), 1 ml B-27 (GibcoBRL
17504-044. Invitrogen Inc., New York, USA), 50 pl PenStrep (Sigma P-4333. Sigma-
Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE), 350 pl %9’luk NaCl, (Sigma S-3014. Sigma-
Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE) eklenerek hazirlandi. NBM+ hazirlandiktan
sonra 0,22 p’luk filtreden gegirildi ve kullanilana kadar +4 °C’de saklandi.

3.1.5. Serebral Korteks ve Hippokampus Disseksiyonu

Hamile sicandan ¢ikartilan embriyolar Sinif 100 Steril Oda i¢inde bulunan Sinif
II Biyolojik Giivenlik Kabinine alind1 ve sonraki tiim islemler bu giivenlik kabini i¢inde
gerceklestirildi. Embriyolarin beyinleri, kafa derisi ve kranial kemikler agilarak
cikartildi. Beyinler steril PBS iceren steril bir petriye alind1 (Sekil 3-6 ve 3-7A). Stereo
mikroskop (Leica EZ4, Leica Microsystems Ltd., Heerbrugg, GE) altinda bistiiri
kullanilarak serebellum ayrildi. 0,2 mm’lik pensler (Dumont tipi no:5) kullanilarak
Goslin ve Banker’in yontemiyle (103) 18 giinliik embriyolardan sag ve sol hemisfere ait
hippokampuslar daha sonra ise 16 giinlik embriyolardan meningial membrandan

arindirilmis serebral korteksler ¢ikarildi (Sekil 3-7B).
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Sekil 3-6: Embriyodan elde edilen beyin goriintiisii.

Sekil 3-7: Embriyodan elde edilen total beynin (A) ve hippokampusun (B) stereo
mikroskop altindaki goriintiisii.

Ok, hippokampusu gostermektedir

3.1.6. Primer hippokampal ve kortikal noron Kkiiltiirlerinin hazirlanmasi

Serebral korteks ve hippokampuslarin ¢ikarilmasini takiben primer noron

kiiltiirleri agsagidaki protokole gore hazirlandi.

1. Hippokampus ve serebral korteksler ¢ikartildiktan sonra steril PBS iceren farkli
petrilerde toplandi, iki bistiiri kullanilarak kiiciik parcalara boliindii.

2. Petrinin igindeki dokular 5ml PBS iceren 15 ml’lik polipropilen tiipe alindi.
Dokularin ¢okmesi beklendi ve fazla PBS atild1.
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Dokularin iizerine 1 ml %4 BSA (GibcoBRL 15260. GibcoBRL 25080-094.
Invitrogen Inc., New York, USA) ve 3 ml L-15+ medyumundan olusan 4 ml’lik
karisim eklendi.

Hiicreler, cam pipet kullanilarak homojen hale gelene kadar karigtirildu.

Bu karisim 4 ml %4 BSA igeren tiipe BSA’nin {lizerinde bir katman olusturacak
sekilde eklendi.

1000 RPM’de 2 dk boyunca santrifiij edildi.

Ust s1v1 dikkatlice atildi.

Cokelti iizerine 8 ml L-15+ medyumu eklendikten sonra 1000 RPM’de 3 dk
boyunca santrifiij edildi. Santrifiijden sonra {ist siv1 atildi ve ¢okelti lizerine 10
ml L-15+ medyumu eklenip cam pastor pipeti ile 2-3 kere karistirildi.

Hiicre sayis1 hemasitometre ile asagida acgiklandig1 gibi hesaplandi. Hiicreler, 35
mm’lik petriye, her bir petride 1,5 ml (L-15+ medyumu) total hacim igerisinde
6x10° hiicre (600 hiicre/mm?) olacak sekilde paylastirildu.

24 saat sonra tiim petrilerden L-15+ medyumu tamamen alinarak yerine 1,5 ml
NBM+ medyumu konuldu. Daha sonra her iki-li¢ giinde bir NBM+
medyumunun yarisi taze NBM+ medyumu ile degistirildi.

Noronlar olgunlasmalari i¢in 37°C’de, %5 CO, igeren etiivde 7 giin bekletildi.
Vitamin D ve VDR siRNA uygulamalari kiiltiiriin 7. giiniinde gergeklestirildi.

3.1.7. Hemasitometri ile hiicre sayiminin yapilmasi

l.
2.

Polipropilen tiipte toplanan hiicrelerden 10 pl alinip temiz bir tiipe konuldu.
Uzerine 10 pl tripan mavisi (GibcoBRL, 15250061. Invitrogen Inc., New York,
USA) eklendi.

Hemasitometrinin her iki tarafina 10 pl 6rnek konuldu.

Icine boya almamis ve parlak goriinen hiicreler canli olarak degerlendirilerek
sayildi. Sayimlar iki ayr1 arastirmaci tarafindan tekrarlandi (Sekil 3-8).

Toplam hiicre sayis1 agsagidaki formiile gore hesaplandi.

Toplam hiicre sayis1 = Hiicre sayist x 10%/ml x hiicrelerin icinde bulundugu

L15+ medyumunun miktari x 2

Ekim yapilacak 35 mm’lik petri sayis1 = Toplam hiicre sayis1 / 6x10°
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Sekil 3-8: Hemositometreye yiiklenen hiicrelerin invert mikroskop altindaki goriintiisii

3.1.8. Ekimi yapilan néronlarin olgunlagsmasi

Primer hippokampal ve kortikal ndron kiiltiiriindeki hiicreler ekimden sonraki 7 giin
icerisinde akson ve dendritlerini uzatarak olgun noéronlar haline geldi (Sekil 3-9 ve 3-

10).

Sekil 3-9: 3 giinliik primer hippokampal (A) ve kortikal (B) noronlarin faz-kontrast
mikroskobu ile goriiniisii, bilyiitme 20x

Sekil 3-10: 7 giinliik primer hippokampal (A) ve kortikal (B) néronlarin faz-kontrast
mikroskobu ile goriiniisii. Biiyiitme 20x
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3.1.9. Kiiltiirdeki hiicrelerin noron/glia ayriminin yapilmasi

Kiiltiirdeki hiicreler néron ve glia hiicrelerine 6zgii antikorlar kullanilarak

immiinfloresan yontemi ile isaretlendi. Noronlarin ayirimi bir ndron belirteci olan Pan

Neuronal Marker primer antikoru ve FITC isaretli sekonder antikorlar kullanilarak, glia

hiicreleri ise bir glia hiicresi belirteci olan glial fibriler asidik protein (GFAP) primer

antikoru ve Texas Red (TR) isaretli sekonder antikorlar kullanilarak yapildi. Primer

antikorlarin uygulanmadig1 sadece sekonder antikorlarin uygulandig kiiltlir hiicreleri

negatif kontrol olarak kullanildi. Pozitif kontrol olarak ise 14 giin boyunca herhangi bir

uygulama yapilmadan yasatilan ve bodylece glia hiicrelerinin iiremesine izin verilen

primer hippokampal noron kiiltiirii kullanildi.

Immiinfloresan boyama protokolii

1. Giin:

1.

2. Giin

Kiltiirdeki hiicreler %3,7’lik paraformaldehit (Sigma 15,812-7. Sigma-
Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE) igerisinde oda sicakliginda 30
dk fikse edildi.

Hiicreler 3 defa 10’ar dk 2 ml PBS ile yikandi.

Hiicreler % 0,01 triton X-100 (Sigma X-100. Sigma-Alderich Chemie
GmbH, Steinheim, GE) igeren T-PBS igerisinde hazirlanan %30’luk

normal ke¢i serumunda (Chemicon S26. Millipore Corp. California,

USA) oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

Hiicreler primer antikor Milli-Mark™ Pan Neuronal Marker (Millipore
MAB2300. Millipore Corp. California, USA) % 0,01 T-PBS i¢inde
hazirlanan % 30 ke¢i serumu ile 1:50 oraninda sulandirildi, gece boyu +
4°C’de bekletildi. Bu asamada negatif kontrollere primer antikor

icermeyen % 0,01 T-PBS i¢inde hazirlanan % 30 ke¢i serumu uygulanda.

3 kere 10’ar dk oda sicakligindaki 2 ml PBS ile yikandi.

Bu asamadan sonraki tiim iglemler karanlik ortamda yapildi. Hiicreler %
1,5 kegi serumu % 0,01 T-PBS igerisinde 1:50 oraninda sulandirilan

ke¢i anti-fare IgG, FITC (fluorescein isothiocyanate) (Millipore AP181F.
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Millipore Corp. California, USA) sekonder antikoru ile 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi.

7. 3 kere 10’ar dk oda sicakligindaki 2 ml PBS ile yikandi

8. Hiicreler % 0,01 T-PBS igerisinde hazirlanan %10’luk normal keci
serumunda oda sicakliginda 30 dk bekletildi.

9. Hiicreler primer antikor GFAP (Invitrogen AB5804. Invitrogen Inc.,
New York, USA) % 0,01 T-PBS i¢inde hazirlanan % 10 ke¢i serumu ile
1:750 oraninda sulandirildi, 2 saat oda sicakliginda bekletildi. Bu
asamada negatif kontrollere primer antikor icermeyen % 0,01 T-PBS

icinde hazirlanan % 10 ke¢i serumu uygulandi.

10. Hiicreler % 1,5 ke¢i serumu % 0,01 T-PBS igerisinde 1:100 oraninda
sulandirilan keci anti tavsan IgG TR (Texas Red) (Santa Cruz sc-2780.
SantaCruz Inc. California, USA) sekonder antikoru ile 1 saat oda

sicakliginda inkiibe edildi.

11. Hiicreler 1:48.000 oraninda dH,O ile sulandirilmis 1 ml DAPI (4',6-
Diamidino-2-Phenylindole) solusyonu i¢inde 5dk bekletildi.

12. Kapama medyumu ile kapatildi.

13. Hiicreler invert floresan mikroskobunda (Leica DMIL, Leica
Microsystems Ltd., Heerbrugg, GE) incelendi ve TR, I3 ve A3 filtreleri
kullanilarak floresan kamera sistemi (Leica DFC 300 FX, Leica
Microsystems Ltd., Heerbrugg, GE) ile fotograflar1 c¢ekildi. Farkli
filtrelerle ¢ekilen ayni alana ait fotograflar 6zel bir yazilim (The Leica
Application Suite Image Overlay Software, Leica Microsystems Ltd.,
Heerbrugg, GE) kullanilarak ¢akistirildi.

Her bir petrinin rastgele alanlarindan TR, 13 ve A3 filtreleri ile ¢ekilen 10’ar
adet fotograf cakistirildi ve néron ve glia hiicrelerinin sayimi yapildi. Sayim sonucunda
noron ve glia sayilar1 toplam hiicre sayisina oranlanarak yiizde noron/glia orani

saptandi.
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3.2. Primer Hippokampal Ve Kortikal Noron Kiiltiiriinde Gergeklestirilen
Uygulamalar

Kiiltiirdeki néronlara 100 nM VDR siRNA uygulanarak VDR geni susturuldu ve
hiicrelerde kisa siireli vitamin D eksikligi modeli olusturuldu. Susturma isleminin
gergeklesip gergeklesmedigini ve oranmi belirlemek iizere, VDR siRNA uygulanan
grup 4 farkli kontrol grubu ile VDR mRNA ekspresyon seviyeleri agisindan
karsilastirildi. Herhangi bir madde uygulanmayan kontrol grubu, néronlardaki normal
VDR mRNA ekspresyon seviyesini belirlemek {izere; transfeksiyon ajani uygulanan
kontrol grubu, noronlarda transfeksiyon ajanindan kaynaklanan toksik etkileri
belirlemek tizere; Siklofilin B siRNA uygulanan pozitif kontrol grubu, her dokuda ifade
edildigi bilinen Siklofilin B geninin susturulmasi ile transfeksiyon basarisini belirlemek
tizere; hedefi olmayan siRNA uygulanan negatif kontrol grubu, mimikri ve inhibitor
aktivite ile gergek etki arasindaki ayrimi yapmak iizere kullanildi. Bu gruplarda VDR,
Siklofilin B ve LVSCC AI1C genlerinin ekspresyon seviyeleri ve NGF salinimlari
saptandi. Ayrica tim gruplarda siRNA uygulamasindan kaynaklanan sitotoksisite LDH

salinimlar1 Olgiilerek belirlendi.

siRNA uygulama siirelerini belirlemek {izere primer kortikal néron kiiltiiriine 6,
12 ve 24 saat siireyle olmak {izere 3 farkli zaman araliginda siRNA uygulandi. Tiim
gruplarin RNA izolasyonlar1 24. saatte yapildi. Vitamin D, VDR siRNA uygulanan
kiiltiirde bir etkisinin olup olmadigini belirlemek iizere sadece 12 saatlik siRNA
uygulamasinda ortama eklendi. Calismanin icinde yer almadigi icin diger gruplara
uygulanmadi. Primer kortikal ndron kiiltiiriinden elde edilen sonuglara dayanarak
primer hippokampal noéron Kkiiltiirine 12 saat siireyle siRNA uygulandi ve RNA

1zolasyonu 24.saatte gergeklestirildi.

Tiim uygulamalar 6 ayr1 deney diizeneginde tekrarlandi.

3.2.1. Vitamin D Uygulamalan

10*°M 1,25 a-dihidroksivitamin D; (Sigma C-9756. Sigma-Alderich Chemie
GmbH, Steinheim, GE), 1,5 ml NBM+ igeren petrilere, final konsantrasyon 10'M ve
olacak sekilde 12 saat siireyle uygulandi. Uygulamadan sonra RNA izolasyonu

yapilincaya kadar medyum degistirilmedi.
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3.2.2. siRNA Uygulamalar:

VDR ve Siklofilin B genlerine ait mRNA’lar1 susturacak olan siRNA’lar, her
biri kendi hedefine yonlenen 4 farkli siRNA’nin karisimi seklinde ve hedefi olmayan
siRNA’lar, hiicrede herhangi bir mRNA’y1 tanimayan 4 farkli siRNA molekiilii icerecek
sekilde sentezlettirildi. VDR, Siklofilin B ve hedefi olmayan siRNA stoklar1 ayni
sekilde hazirlanip, kiiltiire ayn1 miktar ve konsantrasyonlarda uygulandi. Noronlara
siRNA aktarmu igin lipid bazli bir transfeksiyon ajani olan DHARMAFECT® 3
(Dharmacon T-2003-02. Dharmacon Inc. Colorado, USA) kullanildu.

3.2.2.1. Kullanilan siRNA’larin dizileri:
VDR siRNA

ON-TARGET plus SMART pool Rat VDR, NM 017058 siRNA (Dharmacon
L-097753-01-0010. Dharmacon Inc. Colorado, USA).

1. siRNA dizisi: AUGAGGAGGUACAGCGUAA
2. siRNA dizisi: UGCUGGAGGUGUUCGGCAA
3. siRNA dizisi: UGGAGUGUGUGGAGACCGA

4. siRNA dizisit GGCGGAGCAUGAAGCGGAA

Siklofilin B siRNA
Diziler uiretici firmada saklidir.

ON-TARGET plus SMART pool Rat Siklofilin B siRNA (Dharmacon D-
001820. Dharmacon Inc. Colorado, USA).

Hedefi olmayan siRNA
Diziler tiretici firmada saklidir.

ON-TARGET plus SMART pool Rat Non-Target siRNA (Dharmacon D-
001810. Dharmacon Inc. Colorado, USA).
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3.2.2.2. Transfeksiyon medyumunun hazirlanmasi ve siRNA uygulanmasi:
Transfeksiyon medyumu siRNA, transfeksiyon ajan1 ve antibiyotik icermeyen

NBM+ bir araya getirilerek asagidaki protokole gore hazirlandu:

1. RNaz i¢cermeyen steril bir mikrotiip igerisine, 2 uM olarak hazirlanan siRNA
stogu ve antibiyotik icermeyen NBM+’dan 75 pul konularak karistirildi.

2. RNaz icermeyen steril bagka bir mikrotiip igerisine 1:375 oraninda transfeksiyon

ajan1 Dharmafect 3 ve 146 ul antibiyotik icermeyen NBM+ konularak

karistirildi.

Tiipler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

Her iki tiipiin igerigi birlestirildi ve pipet ile karistirildi.

Oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edild.i.

S kW

Uzerine hacmi 1500 pl’ye tamamlamak iizere 1200 ul serum ve antibiyotik
icermeyen NBM+ eklendi. Boylece siRNA’nin 35 mm’lik petride final
konsantrasyonu 100 nM oldu.

7. Hazirlanan transfeksiyon medyumu (1500 pl) petrideki kiiltiir medyumunun
tamami c¢ekilip atildiktan sonra onun yerine konuldu.

8. Transfeksiyon medyumunu igeren néronlar 37°C %5 CO,’li etiivde 6, 12 ve 24
saat inkiibe edildi.

9. 6, 12 ve 24. saatte transfeksiyonu durdurmak iizere transfeksiyon medyumu
petrilerden uzaklastirildi. Yerine taze ve antibiyotik igeren 1500 pl NBM+
eklendi. Sadece 12 saat siRNA uygulanan gruba taze medyum ile birlikte 107 M
Vitamin D uygulandi.

10. 24. saatte tiim gruplardan total RNA izolasyonu yapildu.

11. siRNA’nin VDR mRNA’sin1 susturma etkinligi qRT-PCR yontemi ile saptandi.

12. LDH o6l¢tlimleri 24.saatte toplanan kiiltiir medyumlar1 kullanilarak yapildi.

3.2.3. Primer kortikal noron kiiltiirii deney gruplari

1.Grup: Kontrol grubu
7.glin, siRNA uygulanan gruplarla ayn1 anda tiim medyumu antibiyotiksiz medyumla

degistirilen ve siRNA uygulamasimin ardindan diger gruplarla es zamanli olarak tiim
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medyumu antibiyotikli medyumla degistirilen, herhangi bir madde uygulanmamis
kontrol grubu.

2.Grup: VDR siRNA uygulanan grup

7.giin, Dharmafect 3 transfeksiyon ajani ile 6, 12 ve 24 saat siireyle VDR siRNA
uygulanan deney grubu.

3.Grup: Siklofilin B siRNA uygulanan kontrol grubu

7.glin, Dharmafect 3 transfeksiyon ajani ile 6, 12 ve 24 saat siireyle siklofilin B siRNA
uygulanan kontrol grubu.

4.Grup: Hedefi olmayan siRNA uygulanan kontrol grubu

7.glin, Dharmafect 3 transfeksiyon ajani ile 6, 12 ve 24 saat siireyle hedeflenmemis
siRNA uygulanan kontrol grubu.

5.Grup: Transfeksiyon ajan1 uygulanan kontrol grubu

7.glin, Dharmafect 3 transfeksiyon ajani ile 6, 12 ve 24 saat siireyle hedeflenmemis
siRNA uygulanan kontrol grubu.

6.Grup: VDR siRNA ve vitamin D uygulanan grup

7.giin, Dharmafect 3 transfeksiyon ajani ile 12 saat slireyle VDR siRNA uygulanan
gruba medyumunun degistirilmesini takiben 12 saat sireyle 107 M 1,25

dihidroksivitamin D3 uygulanan deney grubu.

3.2.4. Primer hippokampal néron Kkiiltiirii deney gruplarn

1.Grup: Kontrol grubu

7.glin, siRNA uygulanan gruplarla ayn1 anda tiim medyumu antibiyotiksiz medyumla
degistirilen ve siRNA uygulamasinin ardindan diger gruplarla es zamanlh olarak tiim
medyumu antibiyotikli medyumla degistirilen, herhangi bir madde uygulanmamis

kontrol grubu.

2.Grup: VDR siRNA uygulanan grup

7.glin, Dharmafect 3 transfeksiyon ajani ile 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanan
deney grubu.

3.Grup: Siklofilin B (Housekeeping gen) siRNA uygulanan kontrol grubu
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7.glin, Dharmafect 3 transfeksiyon ajani ile 12 saat siireyle siklofilin B siRNA
uygulanan kontrol grubu.

4.Grup: Hedefi olmayan siRNA uygulanan kontrol grubu

7.giin, Dharmafect 3 transfeksiyon ajani ile 12 saat siireyle hedeflenmemis siRNA

uygulanan kontrol grubu.

3.3. Primer Noron Kiiltiirlerinden Total RNA izolasyonu

Kiiltiir hiicrelerinden total RNA izolasyonu, RNA izolasyon kiti (High Pure
RNA isolation kit Roche 11 828 665 001. Roche Diagnostics GmbH Roche Applied
Science Mannheim, GE) (Tablo 3-10 ve 3-11) kullanilarak asagidaki protokole gore
yapildi.

1. Petrilerde bulunan 1X10° hiicre kazinarak 200 pul PBS igerisinde toplandi.
2. Uzerine 400 pl Lizis/-Baglama Tamponu eklendi ve 15 sn vortekslendi.
3. Yiiksek safliktaki filtre tiipii, toplama tiipiine yerlestirildi. Tiim 6rnek (maksimum
700 i) filtre tiipiiniin rezervuarina pipetlendi.
4. Tiipler 15 sn 8000 g’de santrifiij edildi.
5. Santrifiijjden sonra toplama tiipiinde biriken siv1 atildi ve filtre tiiptiyle kullanilmig
toplama tiipli tekrar bir araya getirildi.
6. Filtre tiipii hazirlandiktan sonra
e Steril bir eppendorf igerisine her bir 6rnek i¢in 90 pl DNaz Inkiibasyon
Tamponu ve 10 ul DNaz I eklenip karistirildi. Her bir 6rnegin {izerine bu
karisimdan 100 ul eklendi.
e (Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.
7. Filtre tiipiiniin rezervuarina 500 pl Yikama Tamponu I eklendi ve 15 sn 8000 g’de
santrifiij edildi. Alta gegen siv1 atildi ve tiip tekrar kullanildi.
8. Filtre tiipiiniin rezervuarma 200 pl Yikama Tamponu II eklendi ve 2 dk 13.000 g’de
santrifiij edildi.
9. Toplama tiipli ve alta gecen sivilar atildi ve filtre tiipiiniin altina steril 1,5 ml’lik
eppendorf konuldu.
10. RNA’y1 ¢6zmek i¢in her bir drnege 50-100 pl ¢6zme tamponu eklendi, 1 dk 8000
g’de santrifiij edildi.
11. Coziinmiis olan RNA cDNA sentez edilene kadar -80°C’de saklandi.
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3.3.1. Orneklerin RNA miktarlarinin ve safiginin él¢iilmesi

RNA izolasyonunun sonuglari 1’er ul RNA 6rnegi NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher
scientific™ Delaware, USA) cihazina yiiklenerek ol¢iildii. RNA konsantrasyonu 260
nm’deki optik yogunlunlugundan, saflig1 da 260 nm / 280 nm’deki OD oranindan tespit

edildi. RNA konsantrasyonu ve saflif1 asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.

RNA konsantrasyonu ( ng / ul )= OD 260 nm x seyreltme faktorii x 40

RNA saflig1 = OD 260 / OD 280 =2

3.3.2. 1. Normalizasyon
gRT-PCR’da her bir grup i¢in esit miktarda (400 ng) total RNA kullanilarak
cDNA’larin sentezi yapildi.

3.3.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, cDNA sentez kiti (Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit,
Roche 04 379 012 001. Roche Diagnostics GmbH Roche Applied Science Mannheim,
GE) kullanilarak yapildu.

1. 20 pl’lik kalip ve primer karisimi ince cidarli PCR tiipili i¢inde asagidaki tabloya
gore hazirlandi (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Kullanilan kalip RNA ve primer karisiminin icerigi

Hacim Final Konsantrasyon
Total RNA 400 ng
Anchored-oligo(dT)s

1w 2.5 uM
Primer 50 pmol / pl
Random Hexamer

2 ul 60 uM
Primer 50 pmol / pl

) Toplam hacim 13 pl olacak

dH,0 Degisken

sekilde

Toplam hacim: 13 ul




2. Kalip RNA-primer karigimi asagidaki 1s1 dongiisiiyle kararli hale getirildi.
65°C 10 dk

+4°C 1dk

3. Buislemden sonra ters transkriptaz (RT) reaksiyonu gergeklestirildi (Tablo 3-2).

Tablo 3-2: RT reaksiyonunda kullanilan maddelerin konsantrasyonlari

97

Hacim Final Konsantrasyon
Transkriptor Ters
Transkriptaz Reaksiyon 4 pl (8 mM MgCl,)
tamponu, 5x konsantrasyon
Koruyucu RNaz

0.5 ul 20U
inhibitorii (40 U/ul)
dNTP karisimi, 10 mM 2 ul 1 mM her biri
Transkriptor Ters

0.5l 10U
Transkriptaz (20 U/pl)
Final hacim: 20

4. Tipiin i¢cine konan reaksiyon karigimi dikkatlice karistirildi ve santrifiijlendi.

5. RT reaksiyonu asagida verilen 1s1 dongiileri kullanilarak gerceklestirildi:

25°C 10dk
50°C 60 dk
85°C 5dk
+4°C o

6. Reaksiyon sonrasi tiipler -20°C’de saklandi.
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3.3.4. cDNA’larin sulandirilmasi

cDNA’lar qRT-PCR 6ncesi 3 kat1 kadar dH,O ile sulandirildi.

3.4. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

cDNA sentezini takiben qRT-PCR yontemi ile hedef genlere ait mRNA
miktarlarindaki degisimler saptandi. Yontem, Roche LIGHTCYCLER 480 (Roche
Applied Biosystems™, California, USA) cihazinda, TagqMan Problar1 ve Lightcycler 480 Probe
Master Mix kiti (Roche 04707494001, Roche Applied Biosystems™, California, USA) ( Tablo
3-12) kullanilarak gerceklestirildi. mRNA miktarlarinin dogru sekilde saptanabilmesi
icin her dokuda ifade edildigi bilinen referans (housekeeping) genler kullanilarak
normalizasyon (bkz. 2. normalizasyon) islemi yapildi. Her reaksiyonda kontaminasyon
olasiligin1 kontrol etmek iizere kalip cDNA icermeyen bir 6érnek negatif kontrol olarak
kullanildi. Reaksiyon 96 kuyulu plakalarda gergeklestirildi. Her bir cDNA 06rnegi igin
deneyler 2 kez tekrarland.

3.4.1. qRT-PCR yonteminin standardizasyonu

Her bir gen i¢cin qRT-PCR verimliligini belirlemek tizere 1:1, 1:5, 1:10, 1:100,
1:500, 1:1000 oraninda sulandirilmis kalip cDNA’lar hazirlandi ve qRT-PCR deneyi
gergeklestirildi. REST 2009 yaziliminda hesaplanan verimlilik degeri, ayn1 programda

goreceli ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanildu.

3.4.2. 2. Normalizasyon

2. Normalizasyon islemi i¢in, ¢alisilan her bir hedef genin ekspresyon seviyeleri
Aktin Beta (ACTB), Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve hipoksantin
guanin fosforibozil transferaz (HPRT) olmak {izere 3 farkli housekeeping gen ile

karsilastirilarak belirlendi.

3.4.3. Deneylerde kullanilan qRT- PCR Primerleri ve Tagman Problar1

1. Universal Probe Library (UPL) sigan ACTB Gene Assay, 05046203001 (Roche
Applied BiosystemsTM, California, USA).

2. UPL sigan GAPDH Gene Assay, 05046203001 (Roche Applied Biosystems™,
California, USA).
3. Sican HPRT NM 012583.2

UPL Prob #95, 04692128001 (Roche Applied Biosystems™, California, USA) (Tablo 3-
3).



Tablo 3-3: HPRT prob ve primerlerinin ézellikleri

Primer Uzunluk Yerlesim Tm %GC Dizi

Ileri Primer 19 54-72 60 58 gaccggttctgtcatgtcg
Geri Primer 24 91-114 59 42 acctggttcatcatcactaatcac
Prob 8 79-86 60 75 agtcccag

Uriin (61 nt)

gaccggttctgtcatgtcgaccctcagtcccagegtegtgattagtgatgatgaaccaggt

4. Sican L-VSCC AIC (L-tipi voltaj duyarl kalsiyum kanali alfa 1c, Cacnalc)

NM 012517.2

UPL Prob #73, 04688961001 (Roche Applied Biosystems™, California, USA) (Tablo 3-

4).

Tablo 3-4: L-VSCC A1C prob ve primerlerinin 6zellikleri

Primer Uzunluk Yerlesim Tm  %GC Dizi
Ileri Primer 22 3002-3023 59 50 cattctgctcagtagcatctcc
aacaatgtcaaaataaaacaga
Geri Primer 27 3066 - 3092 59 26
atgtg
Prob 8 3030-3037 60 75 gctgagga

Uriin (91 nt)

cattctgctcagtagcatctcectggeggetgaggaccecgteccageacacctecttcaggaaccacattetgttttattttgacattgtt

5. Sigan Vitamin D Reseptorii (VDR) NM_017058.1

UPL Prob #.65, 04688643001 (Roche Applied Biosystems™, California, USA) (Tablo

3-5).

Tablo 3-5: VDR prob ve primerlerinin 6zellikleri

Primer Uzunluk  Yerlesim Tm %GC Dizi
fleri Primer 18 612-629 59 61 gcttctccgggaactect
Geri Primer 20 664-683 60 50  cggatggttccatcatgtct
Prob 8 632-639 60 75  tcctccag

Uriin (72 nt)

gettcteccgggaactectectecteccagetetgacctgtacaccacctcactagacatgatggaaccatceg
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6. Sigan siklofilin B (peptidilprolil izomeraz B, Ppib) NM_022536.1
UPL Prob #97, 04692144001 (Roche Applied Biosystems™, California, USA) (Tablo 3-

6).

Tablo 3-6: Siklofilin B prob ve primerlerinin 6zellikleri

Primer Uzunluk Yerlesim Tm %GC Dizi

fleri Primer 19  495-513 60 47 acgtggttttcggcaaagt
Geri Primer 20 537-556 59 55 cttggtgttctccaccttcc
Prob 8 517-524 60 75 tggaaggc

Uriin (62 nt)

acgtggttttcggcaaagttctggaaggcatggatgtggtacggaaggteggagaacaccaag

3.4.4. Deneylerde kullanilan primerlerin sulandirilmasi

Primerler final konsantrasyonlar1 5 pmol olacak sekilde hazirlandi.

3.4.4.1. GAPDH ve ACTB primerlerinin hazirlanmasi
20 uM’lik ileri ve geri primer stoklarindan 5 pmol’liikk primerler hazirlandi.
25 pl ileri primer + 75 pl dH,O 5 pmol
25 pl geri primer + 75 pl dH,O 5 pmol

3.4.4.2. HPRT, LVSCC A1C, VDR ve Siklofilin B primerlerinin hazirlanmasi
100 uM’lik ileri ve geri primer stoklarindan 5 pmol’liikk primerler hazirlandu.
5 plileri primer + 95 pl dH,O 5 pmol
5 ul geri primer + 95 ul dH,O 5 pmol

3.4.5. qRT- PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

10 pl’lik standart qRT-PCR reaksiyon karigimini hazirlamak tizere asagidaki
islemler takip edildi.

1. Biitiin solusyonlar igeriklerinin tamami karisincaya kadar ¢ozilindiirildi ve
santrifiij edildikten sonra acildi. Mikropipet yardimiyla karistirilip buz iizerine
alindu.

2. Primerler ve hidroliz problari igeren 10x konsantrasyonda soliisyon hazirlandi.

3. Buziizerindeki 1.5 ml tiipe 10 pl’lik reaksiyon karisimi konuldu (Tablo 3-7).
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4. Karisim mikropipet yardimiyla karistirildi. Vorteks kullanilmadi. 96 kuyulu
plakanin her bir kuyusuna 7,5 ul PCR karisimi konuldu. Uzerine 2.5 ul kalip
DNA eklendi.

5. 96 kuyulu plakanin yiizeyi kaplama folyosuyla kaplandi.

6. 96 kuyulu plaka uygun rotora sahip santrifiijde 2 dk 1500g’de santrifiij edildi ve
LightCycler 480 cihazina yiiklendi.

Tablo 3-7: qRT- PCR reaksiyon karisimi

Reaksiyonun bilesenleri Hacim
LC480 Probe Master Mix

(2x konsantrasyon) ol
Prob 0.1 pl
Primer 1 0.2 ul
Primer 2 0.2 ul
PCR dH,O 2 ul
cDNA 2.5 ul

Toplam Hacim 10 ul




102

3.4.5.1. qRT-PCR Sicaklik Dongiisii
LightCycler 480 cihazinda yapilan qRT-PCR’in sicaklik dongiisii asagidaki
tabloda verildigi gibi uygulandi (Tablo 3-8 ).

Tablo 3-8: qRT-PCR sicaklik dongiisii

Program ismi Dongii sayisi Analiz tipi

Pre-inkiibasyon* 1 -

Amplifikasyon** 45 Kantitatif degerlendirme

Sogutma*** 1 -

Sicakliklar (°C) Inkiibasyon Steaklik degisim  oram
(°C/sn)

Pre-Inkiibasyon

95°C 10 dk 4.4

Amplifikasyon

95°C 10 sn 4.4

60 °C 30 sn 22

72 °C 1 sn 44

Sogutma

40 °C 10 sn 1.5

*Pre-Inkiibasyon: FastStart Taq DNA polimerazi aktif hale getirir ve DNA’y1 denatiire eder ** Amplifikasyon: Hedef
DNA’y1 ¢cogaltir ***Sogutma: Termal blogu sogutur.

3.5. NGF Miktarmn Ol¢iimii

Kiiltir medyumuna salinan NGF miktar1 Chemikine Nerve Growth Factor
(NGF) Sandwich ELISA kiti (Chemicon CYT304. Millipore Corp. California, USA)
kullanilarak asagidaki protokole gore gerceklestirildi.

1. Hazirlanan standartlardan (Standart 0-7) 100’er pl ve her bir 6rnekten 100’er pl 96
kuyulu mikroplakalara yiiklendi.

2. Mikroplakanin iizeri kapatilarak c¢alkalayici tizerinde +4°C’de gece boyu bekletildi.
Ornekler 4 kere 1x yikama tamponu ile yikandh.

3. Uzerlerine 100 ul anti-fare NGF monklonal antikor eklendi ve ¢alkalayici iizerinde

2 saat oda sicakliginda bekletildi. Ornekler 4 kere 1x yikama tamponu ile yikand.
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4. Uzerlerine 100 pl peroksidaz bagli esek anti-fare IgG poliklonal antikor eklendi ve
calkalayici {izerinde 2 saat oda sicakliginda bekletildi. Ornekler 4 kere 1x yikama
tamponu ile yikandi.

5. Uzerlerine 100 pl oda sicakligindaki 3,3°,5,5 -tetrametilbenzidin tamponu (TMB/E)
eklendi ve 15 dk oda sicakliginda bekletildi. 500 pg/ml’lik standart koyu mavi renk
aldiktan sonra &rneklerin iizerine 100 pl durdurma soliisyonu eklendi. Orneklerin
rengi sartya dondiikten hemen sonra absorbanslart 450 nm’lik filtre ile Thermo
MultiSkan EX (Thermo Fisher Scientific™ Delaware, USA) ELISA okuyucuda okundu.

Her bir 6rnege ait 6l¢iimler 3 kere tekrarlandi.

3.6. Sitotoksisite Ol¢iimii

Sitotoksisite Ol¢limii, kiiltiirdeki membran1 hasarli veya olii hiicrelerden
medyuma salman laktat dehidrogenaz (LDH) miktariin  belirlenmesiyle
gerceklestirildi. LDH salinmimi  deneylerinde kullanilacak negatif kontrol, diisiik
konsantrasyonlu kontrol, yiiksek konsantrasyonlu kontrol gruplari diger deneylerle
birlikte hazirlandi. NBM+’dan olusan negatif kontrol, kiiltiir medyumundaki LDH
aktivitesini belirlemek tiizere hazirlandi. Her deneyde kullanilan ve higbir madde
uygulanmayan kontrol gruplar1 hiicrelerden normal kosullardaki LDH salinimi
belirlemek iizere diisiik konsantrasyonlu kontrol grubu olarak kullamildi. Kiiltiir
medyumuna %2 Triton X-100 verip 24 saatlik inkiibasyon ile olusturulan yiiksek
konsantrasyonlu kontrol grubu hiicrelerden salinabilecek en yiiksek LDH miktarini
belirlemek i¢in hazirlandi. Uygulama siireleri sonunda kontrol gruplarina ve deney
gruplarina ait kiiltiir medyumlarindan 500°er ul 6rnek ELISA ¢alismalar: i¢in toplandi
ve -80°C’de saklandi.

LDH salinim1 Cytotoxicity Detection (LDH) kiti (Roche 11 644 793 001. Roche
Diagnostics GmbH Roche Applied Science Mannheim, GE) kullanilarak asagidaki
protokole gore yapildi.

1. Her bir 6rnekten 100 pl 96 kuyulu mikroplakalara ytiklendi.

2. Uzerlerine taze hazirlanmis 100 pl reaksiyon karigimi eklendi, 30 dk oda
sicakliginda ve karanlikta bekletildi.

3. Inkiibasyon sonrasi &rneklerin absorbanslar1 492 nm’lik filtre ile Thermo MultiSkan
EX (Thermo Fisher Scientific™ Delaware, USA) ELISA okuyucuda okundu. Her bir 6rnege

ait 0lgtimler 3 kere tekrarlandi.
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3.7. Istatistik

3.7.1. Sitotoksisite ve NGF Ol¢iimlerinin Analizi

Her o6rnek i¢in okunan 3 adet absorbans degerinin ortalamasi alindi. Bu
degerlerden ve kontrollerin ortalama degerlerinden negatif kontroliin ortalamasi
¢ikartildi. Orneklerin kontrole gore sitotoksisite ve NGF yiizdesi asagidaki formiile gére

hesapland1 ve Microsoft Office Excel yazilimda grafik haline getirildi.

Sitotoksisite/NGF (%) = beklenen deger — diisiik konsantrasyonlu kontrol ~ x100

yiiksek konsantrasyonlu kontrol - diisiik konsantrasyonlu kontrol

Her bir gruba ve kontrollere ait ham veriler GraphPad InStat DTCG 3.06
(GraphPad Software, Inc. San Diego USA) yazilimda Tek yonli ANOVA metodu
kullanilarak karsilastirildi, p<0,05 istatistiksel agidan anlamli fark olarak kabul edildi.

3.7.2. qRT-PCR Deneylerinin Analizi
Orneklerin qRT-PCR deneylerinden elde edilen Ct degerleri goreceli ekspresyon
seviyelerini belirlemek iizere

ACT=2 (Referans Genlerin geometrik ortalamasi - Ct hedef Gen)

formiiline konuldu. Hesaplamalar ve sonuglara ait grafikler Microsoft Office

Excel 2007 programinda yapildi.

Gruplara ait orneklerin mRNA diizeylerinin referans genler ile ve gruplar
arasindaki karsilastirmalari, algoritmasi igerisinde PCR verimliligi, normalizasyon
faktorii hesaplamasi ve ekspresyon seviyesi %95 giivenirlik aralig1 (cofidence intervals,
CI) bulunan “Relative Expression Software Tool, REST 2008” (Corbett Research Pty
LtD and Michael Pfaffl, New South Wales, AU) yazilimi ile gerceklestirildi. Yazilimda
Hipotez test P(H1), arastirilan iki grup arasindaki farkin sans eseri ortaya ¢ikma olasiligi
olarak ifade edilmektedir ve P(H1)< 0,05 gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli
bir fark oldugunu, bu farkin rastgele olma sansinin %5’den daha kiiciik oldugunu

gosterir.
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3.8. Deneylerde Kullanilan Stok Solusyonlarin Hazirlanmasi

3.8.1. %3,7 Paraformaldehid soliisyonunun hazirlanmasi
1. 1,85 g paraformaldehid iizerine 3,5 ml dH,0 ve 10 ul 10M KOH eklenerek

%37’1ik stok soliisyon hazirlandi.
2. Stok paraformaldehid ¢6ziinlinceye kadar 65°C’de bekletildi.
3. Stok paraformaldehid soliisyonu PBS ile sulandirilarak  %3,7’lik

paraformaldehid hazirlandi.

3.8.2. 1,25 a-dihidroksivitamin D; stok soliisyonunun hazirlanmasi

IM’lik 1,25 a-dihidroksivitamin Ds; (Vitamin D, Cholecalciferol, C,;H440)
(Sigma C-9756. Sigma-Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE) stok soliisyonu

asagidaki sekilde etanol igerisinde ¢oziildii.

1. 1lgr vitamin D igeren siseye 2,5974 ml etanol eklenerek 1M’lik stok hazirland.

2. IM vitamin D stogundan 10 ul alip iizerine 990 pl etanol eklenerek 10”M

vitamin D stogu hazirlandi.

3. 10™M vitamin D stogundan da 10 pl alip tizerine 990 ul etanol eklenerek 10*M

vitamin D stogu hazirlandi.
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3.8.3. Stok siRNA’larin hazirlanmasi
siRNA tiipleri santrifiij edilerek 1x siRNA tamponu ile Tablo 3-9’da gosterildigi

gibi sulandirildi.

Tablo 3-9: siRNA stok soliisyonun hazirlanmasi

Tercih edilen final konsantrasyon icin eklenecek 1x

siRNA miktar1 (nmol)
sulandirma tamponu miktari
100 uM Stok 20 uM Stok
1 10 50
2 20 100
5 50 250
10 100 500
20 200 1000
50 500 Tiip hacmini asar
100 1000 Tiip hacmini asar

1. Soliisyon pipet yardimiyla hava kabarcigi olusturmadan 3-5 kere asagi yukari

karistirild.

2. Soliisyon karstirici/¢alkalayiciya konulup 30 dk oda sicakliginda karigtirildi.
3. Tiipler santrifiij edilerek tiim soliisyon tiipiin dibinde toplandi.
4. siRNA konsantrasyonu UV spektrofotometrede (260 nm) 6l¢iildii.

5. siRNA’lar kii¢iik hacimlere alikotlanip -20°C veya -80°C’de saklandi. Her bir

alikotun dondurup-¢6zme sayisi 5 kez ile sinirlandirildi.
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3.8.4. RNA izolasyon Kkiti icerigi (High Pure RNA Isolation Kiti Roche 11 828 665

001)

Tablo 3-10: RNA izolasyon Kiti icerigi

Isim
Lizis/Baglama
Tamponu

DNazI,

rekombinant liyofilize

DNaz

Inkiibasyon Tamponu

Yikama Tamponu I

Yikama Tamponu II

Cozme Tamponu
High Pure Filtre Tiipii

Toplama Tiipii

I¢erik/Fonksiyon

25 ml 4,5 M guanidine-HCI, 50 mM Tris-HCI, %30 Triton X-
100 (w/v), pH 6,6 (25°C)

10 KU liyofilize DNase 1. 0,55 ml ¢6zme tamponunda ¢6ziiniir.

10 ml 1M NaCl, 20 mM Tris-HCI ve 10 mM MnCl,, pH 7,0
(25°C)
33 ml (ilk kullanimda iizerine 20 ml absolii etanol eklenir)

icerisine 20 ml etanol eklendikten sonraki konsantrasyonu: 5 M

guanidine hidroklorit ve 20 mM Tris-HCI, pH 6,6 (25°C)

10 ml (ilk kullanimda iizerine 40 ml absolii etanol eklenir)
icerisine 40 ml etanol eklendikten sonraki konsantrasyonu: 20

mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5 (25°C)
30 ml, niikleaz icermeyen steril ¢ift distile su
50 adet iki katmanl filtreli polipropilen tiip

50 adet polipropilen tiip (2 ml)




Tablo 3-11: RNA izolasyon Kiti soliisyonlarimin hazirlamsi
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Icerigi

DNaz I

Yikama Tamponu I

Yikama Tamponu II

Hazirlanisi

DNaz I’1 0,55 ml
Cozme Tamponu

i¢inde ¢Ozliniir.

Yikama Tamponu I ‘e
20 ml Absolii etanol

eklenir. lyice

Yikama Tamponu II‘e
40 ml Absolii etanol

eklenir. lyice

Saklama Kosullari

Alikotlayip -15°C- -
25°C arast1 saklanir.

Omrii 12 aydir

- +15°C- +25°C aras1

saklanir. Son kullanma
tarihine kadar

kullanilabilir.

- +15°C- +25°C aras1

saklanir. Son kullanma
tarihine kadar

kullanilabilir.

Kullanim amaci

DNA
kontaminasyonunu
engellemek i¢in

kullanilir

Kalintilarin
giderilmesinde

kullanilir

Kalintilarin
giderilmesinde

kullanilir

3.8.5. Lightcycler 480 Probe Master Kiti (Roche 04707494 001) icerigi

Tablo 3-12: LightCycler 480 Probe Master karisiminin icerigi

Isim

LightCycler 480 Probe Master;

2x konsantrasyon

LightCycler 480 Probes Master;

dH,O

icerik / Fonksiyon

5 sise, her biri 1 ml

-2x kons. Kullanima hazir hot-start PCR mix

-FastStart Taq DNA Polimeraz, Reaksiyon
tamponu, dNTP karigim1 (dTTP yerine dUTP)

ve 6,4 mM MgCl,

| -5 sise, her biri 1ml

-final reaksiyon hacmini ayarlamada PCR-

uyumlu kullanilir
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4. BULGULAR

Calismada, hippokampus ve serebral korteksden hazirlanan primer noron
kiiltiirlerinde post transkripsiyonel gen susturulmasi yontemi ile VDR geni susturuldu.
Daha sonra gergek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi
ile VDR, Siklofin B, LVSCC A1C genlerinin mRNA seviyelerindeki degisiklikler
saptandi. Ayrica serebral korteks primer noron kiiltiirinde NGF proteinindeki

degisimler ELISA yontemi ile belirlendi. Tiim gruplara sitotoksisite testi uygulandi.

4.1. Floresan Mikroskopik Degerlendirme

Primer hippokampal ve kortikal noron kiiltiirleri olgunlastiklar1 giin olan 7.
giinde bir noron belirteci olan Pan Neuronal Marker ve glia hiicreleri i¢cin GFAP
antikorlart ile immunfloresan yontemi ile isaretlenerek kiiltiirdeki ndron/glia orani
primer kortikal néron kiiltiirii i¢in %35, primer hippokampal ndron kiiltiirii i¢in %10
olarak belirlendi. Bdylece kiiltiiriin néron bakimindan zengin oldugu saptandi (Sekil 4-
1, 4-2). Yedinci glinden sonra medyumu degistirilmeyerek 14 giine kadar yasatilan ve
bdylece yaslanmasina ve glia liremesine izin verilen primer hippokampal néron kiiltiirii
pozitif kontrol olarak kullanild1 (Sekil 4-3). Bu kiiltiirde néron/glia oran1 %50 olarak

saptandi.
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Sekil 4-1: 7 giinliik primer hippokampal noron kiiltiiriinde néronlar ve glia hiicreleri
goriilmektedir.

Immunfloresan cift isaretleme ydntemiyle néronlar, Pan Neuronal Marker ile yesil (FITC) ve glia hiicreler, GFAP ile
kirmizi (Texas Red-TR) isaretlenmistir. Noron/glia orani %10. Biiyiitme 40x.
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Sekil 4-2: 7 giinliik primer kortikal noron Kkiiltiiriinde noronlar ve glia hiicreleri
goriilmektedir.

Immunfloresan ¢ift isaretleme yontemiyle ndronlar, bir néron belirteci olan Pan neuronal marker ile yesil (FITC) ve
glia hiicreleri, GFAP ile kirmizi (TR) isaretlenmistir. Noron/glia oran1 %5. Biiyiitme 40x.
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Sekil 4-3: 14 giinliik primer hippokampal néron Kiiltiirii goriillmektedir.

Yaslanmasina ve glia liremesine izin verilen 14 giinliik primer hippokampal ndron kiiltiirii pozitif kontrol olarak
kullanildi. Néron/glia oran1 %50. FITC isaretli Pan Neuronal Marker, TR isaretli GFAP antikorlari ve DAPI ile iglii
boyama. Noronlar, Yesil (FITC); glia hiicreleri, kirmizi (TR); nukleuslar, mavi (DAPI). Biiyiitme 40x.
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4.2. Sitotoksisite Ol¢iim Sonuclar:

4.2.1. Primer Kortikal noron Kiiltiirii sitotoksisite ol¢ciim sonug¢lari

Primer kortikal noron kiiltiiriine 6, 12 ve 24 saat silireyle yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucu ortaya ¢ikabilecek sitotoksisite, hiicreler tarafindan ortama salinan
LDH seviyesi Olciilerek saptandi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi (p>0,05). Gruplarin LDH salinimlar1 Sekil 4-4, 4-5 ve 4-6’de gosterilmistir.

2,50
2,00
1,50
1,00
mLDH
0,50

g
=
<
-l
<
v
Z 0,00 -
- Transteksiyon  Hedefi olmayan Siklofilin B VDR siRNA
Ajani siRNA SIRNA
GRUPLAR

Sekil 4-4: 6 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron kiiltiiriine ait tiim
gruplarin 24. saatteki LDH miktarlari.

Kontrol grubu LDH salinimi1 % 0 olarak kabul edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark yoktur
(p>0,05).
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mLDH

LDH SALINIMI(%)

Transfeksiyon Hedefi cimayan SiklofilinB VDR siRNA VDR
Ajam siRMA siRMA siRMA+Vitamin
D
GRUPLAR

Sekil 4-5: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron Kiiltiiriine ait tiim
gruplarin 24. saatteki LDH miktarlari.

Kontrol grubu LDH salinimi1 % 0 olarak kabul edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark yoktur
(p>0,05).

mLCH

LDH SALINIMI (%)

Transfeksiyon Hedefiolmayan Siklofilin B siRNA VDR siRNA
Ajan siRNA

GRUPLAR

Sekil 4-6: 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron Kiiltiiriine ait tiim
gruplarin 24. saatteki LDH miktarlari.

Kontrol grubu LDH salinimi1 % 0 olarak kabul edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark yoktur
(p>0,05).
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4.2.2. Primer hippokampal noron kiiltiiriinde sitotoksisite 6l¢iim sonuclari
Primer hippokampal noron kiiltiirine 12 saat siireyle yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucu gruplarin LDH diizeyleri Sekil 4-7’da gosterilmistir. Gruplar

arasinda istatistiksel agidan anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

BLDH..

LDH SALINIMI (%)

y

Hedefi Siklofilin B VDR siRNA
olmayan siRNA
siRNA
GRUPLAR

Sekil 4-7: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer hippokampal néron Kiiltiiriine ait tiim
gruplarin 24. saatteki LDH miktarlari.

Kontrol grubu LDH salmimui % 0 olarak kabul edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlaml fark yoktur
(p>0,05).

4.3. siRNA Uygulamasi (Post Transkripsiyonel Gen Susturulmasi-PTGS Yontemi)
Sonugclari

4.3.1. Primer kortikal noron Kkiiltiirii sonuglar:

4.3.1.1. VDR mRNA seviyelerindeki degisimler

Primer kortikal néron kiiltiiviine 6 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalart

sonucunda 24. saatteki VDR mRNA seviyelerindeki degisimler

Primer kortikal noron Kkiiltiirline 6 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalari
sonucunda qRT-PCR yontemi ile saptanan VDR mRNA seviyeleri Sekil 4-8’de
gosterilmigtir. Alti saat boyunca VDR siRNA uygulanan grubun VDR mRNA
ekspresyon seviyesinin kontrol gruplarina oranla azaldig1 goriildii. Ancak istatistiksel
acidan anlamli bir fark bulanamadi (Tablo 4-1, 4-2, 4-3 ve 4-4). Kontrol grubu ile

transfeksiyon ajani, kontrol grubu ile hedefi olmayan siRNA ve kontrol grubu ile
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siklofilin B siRNA uygulanmis kontrol gruplar1 arasinda VDR mRNA seviyeleri
acisindan istatistiksel a¢idan anlamli bir fark yoktu (sirasiyla p= 0,841; p= 0,201; p=

[a]

[y

GORECELI EKSPRESYON SEVIYELERI

0,509).
3,5
3
2,5
1,5
B VDR
0,5

0]
Kontrol Transfeksiyon Hedefi Siklofilin B VDR siRNA
ajani olmayan siRNA
siRNA
GRUPLAR

Sekil 4-8: 6 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal noron kiiltiiriine ait gruplarin
24. saatteki VDR mRNA seviyeleri.

Tablo 4-1: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,865
ACTB REF 1,0 0,995
HPRT REF 1,0 1,162
VDR HDF** 1,0 0,323 0,176 - 0,601 0,120-0,919 0,077 Degisim yok

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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Tablo 4-2: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajan1 uygulanmis kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH  REF* 1,0 0936
ACTB REF 1,0 0,925
HPRT REF 1,0 1,155
VDR HDF** 1,0 0,378 0,236-0,734 0,214 -0,844 0,087  Degisim yok

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDEF: hedef gen

Tablo 4-3: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH e o oo
ACTB REF 1,0 1,034
HPRT REF 1,0 1,063
VDR HDF** 1,0 0,568 0,347 - 1,028 0,202 - 1,448 0,147 Degisim yok

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-4: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH . o .
ACTB REF 1,0 1,034
HPRT REF 1,0 1,022
VDR HDF** 1,0 0,581 0,264 - 1,108 0,236 - 1,842 0,191 Degisim yok

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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Primer kortikal néron kiiltiiriine 12 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalart

sonucunda 24. saatteki VDR mRNA seviyelerindeki degigimler

Primer kortikal ndron kiiltiiriine 12 saat slireyle yapilan siRNA uygulamalar
sonucunda qRT-PCR yontemi ile saptanan VDR mRNA seviyeleri Sekil 4-8’de
gosterilmigtir. Oniki saat boyunca VDR siRNA uygulanan grubun VDR mRNA
ekspresyon seviyesinin kontrol gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 goriildii. (Tablo 4-5, 4-6, 4-7 ve 4-8). VDR siRNA uygulanan grubun VDR
mRNA ekspresyonu kontrol grubuna gore % 70,4; transfeksiyon ajani uygulanan
kontrol grubuna gore % 69,4; hedefi olmayan siRNA uygulanan negatif kontrol grubuna
gore % 66,7; siklofilin B siRNA uygulanmis pozitif kontrol grubuna goére % 61,7
oraninda baskilandi. Kontrol grubu ile transfeksiyon ajani, kontrol grubu ile hedefi
olmayan siRNA ve kontrol grubu ile siklofilin B siRNA uygulanmis kontrol gruplari
arasinda VDR mRNA seviyeleri agisindan istatistiksel agidan anlamli bir fark yoktu

(sirastyla p=0,785; p= 0,206; p= 0,327).

Oniki saat siireyle VDR siRNA ve 12 saat siireyle 107 M Vitamin D uygulanan
VDR siRNA + Vitamin D grubunun VDR mRNA ekspresyon seviyesinin VDR siRNA
uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi goriildi (Sekil 4-9,
Tablo 4-9). VDR siRNA + Vitamin D grubunun VDR mRNA ekspresyon seviyesinin
kontrol grubu ve transfeksiyon ajani uygulanan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede baskilandigr (p< 0,0001), hedefi olmayan siRNA ve siklofilin B
siRNA uygulanan kontrol gruplarmma gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

gostermedigi saptandi (sirastyla p= 0,208; p= 0,246) (Sekil 4-9).
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B Hedefi olmayan siRNA

W Siklofilin B siRNA

GRUPLAR
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Sekil 4-9: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal noron Kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki VDR mRNA ekspresyon seviyeleri.

*Kontrol gruplarina kiyasla ileri derecede anlamli olarak baskilandi (p< 0,0001).
**VDR siRNA grubuna oranla ileri derecede anlamli olarak uyarildi (p< 0,0001).

Tablo 4-5: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug
etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 0,905

ACTB REF 1,0 0,826

HPRT REF 1,0 1,337

BASKILANDI
VDR HDF** 1,0 0,303 0,223 - 0,430 0,222 - 0,440 0,000 % 70,4

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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Tablo 4-6: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajan1 uygulanmis kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonuc¢
etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 0,987

ACTB REF 1,0 0,825

HPRT REF 1,0 1,228

BASKILANDI
VDR HDF** 1,0 0,320 0,295-0,347 0,294 - 0,349 0,000 % 69,4

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDEF: hedef gen

Tablo 4-7: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 1,015
ACTB REF 1,0 0,980
HPRT REF 1,0 1,006
BASKILANDI
VDR HDF** 1,0 0,333 0,243 - 0,496 0,240 - 0,514 0,000 % 66,7

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-8: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug
etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 1,047

ACTB REF 1,0 0,889

HPRT REF 1,0 1,074

BASKILANDI
VDR HDF** 1,0 0,395 0,265 - 0,551 0,263 - 0,556 0,000 % 61,7

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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Tablo 4-9: 12 saat siireyle VDR siRNA + 107 M Vitamin D uygulanmis deney grubunun
VDR mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmis grup ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 1,074

ACTB REF 1,0 0,942

HPRT REF 1,0 0,989

VDR HDF** 1,0 1,782 1,773 - 1,790 1,770 - 1,794 0,000 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDEF: hedef gen

Primer kortikal néron kiiltiiriine 24 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalart

sonucunda 24. saatteki VDR mRNA seviyelerindeki degigimler

Primer kortikal ndron kiiltiiriine 24 saat silireyle yapilan siRNA uygulamalari
sonucunda qRT-PCR yontemi ile saptanan VDR mRNA seviyeleri Sekil 4-10’da
gosterilmistir. Yirmi-dort saat boyunca VDR siRNA uygulanan grubun VDR mRNA
ekspresyon seviyesinin kontrol gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli derecede
baskilandig1 goriildii. (Tablo 4-10, 4-11, 4-12 ve 4-13). VDR siRNA uygulanan grubun
VDR mRNA ekspresyonu kontrol grubuna goére % 65,5 ; transfeksiyon ajan1 uygulanan
kontrol grubuna gore % 69; hedefi olmayan siRNA uygulanan negatif kontrol grubuna
gore % 66,3 ; siklofilin B siRNA uygulanmis pozitif kontrol grubuna gore % 61,5
oraninda baskilandi. Kontrol grubu ile transfeksiyon ajani, kontrol grubu ile hedefi
olmayan siRNA ve kontrol grubu ile siklofilin B siRNA uygulanmis kontrol gruplari
arasinda VDR mRNA seviyeleri acisindan istatistiksel a¢idan anlamli bir fark yoktu
(strastyla p= 0,402 ; p=10,330 ; p= 0,926 ) (Sekil 4-9).
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Sekil 4-10: 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron Kkiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki VDR mRNA ekspresyon seviyeleri.

*Kontrol grubu, transfeksiyon ajami ve hedefi olmayan siRNA gruplarma kiyasla ileri derecede anlamli olarak
baskiland1 (p< 0,0001). Siklofilin B siRNA grubuna kiyasla anlamli derecede baskiland1 (p= 0,028).

Tablo 4-10: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi.

Reaksiyon = Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,879
ACTB REF 1,0 0,901
HPRT REF 1,0 1,263
BASKILANDI
VDR HDF** 1,0 0,350 0,280 - 0,451 0,246 - 0,485 0,000 % 65,5

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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Tablo 4-11: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajan1 uygulanmis kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonuc¢
etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 0,890

ACTB REF 1,0 0,987

HPRT REF 1,0 1,139

BASKILANDI
VDR HDF** 1,0 0,312 0,208 - 0,452 0,168 - 0,603 0,000 % 69

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDEF: hedef gen

Tablo 4-12: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonuc¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,968
ACTB REF 1,0 0,997
HPRT REF 1,0 1,036
BASKILANDI
VDR HDF** 1,0 0,338 0,240 - 0,459 0,222 - 0,495 0,000 % 66,3

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-13: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug
etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 0,929

ACTB REF 1,0 1,000

HPRT REF 1,0 1,077

BASKILANDI
VDR HDF** 1,0 0,386 0,270 - 0,542 0,255 - 0,556 0,000 % 61,5

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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Primer kortikal noron Kkiiltiirtine 6, 12 ve 24 saat siire ile yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucunda VDR siRNA uygulanmis gruplarda VDR mRNA’sinin 12 ve
24. saatlerde anlaml1 derecede baskilandig: saptandi (Sekil 4-11).
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Sekil 4-11: 12 ve 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal noron kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saat VDR mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimler.

4.3.1.2. Siklofilin B mRNA seviyelerindeki degisimler

Primer kortikal néron kiiltiiviine 6 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalart

sonucunda 24. saatteki Siklofilin B mRNA seviyelerindeki degisimler

Primer kortikal noron kiiltliriine 6 saat silireyle yapilan siRNA uygulamalar
sonucunda qRT-PCR yo6ntemi ile saptanan Siklofilin B mRNA seviyeleri Sekil 4-12°de
gosterilmigtir. Alt1 saat boyunca Siklofilin B siRNA uygulanan grubun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyesinin diger gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli
derecede baskilandig1 goriildii. (Tablo 4-14, 4-15, 4-16 ve 4-17). Siklofilin B siRNA
uygulanan grubun Siklofilin B mRNA ekspresyonu kontrol grubuna gore % 47.,5;
transfeksiyon ajan1 uygulanan kontrol grubuna goére % 37 ; hedefi olmayan siRNA
uygulanan negatif kontrol grubuna gore % 45 ; VDR siRNA uygulanmis deney grubuna

gore % 43,5 oraninda baskilandi. Kontrol grubu ile transfeksiyon ajani, kontrol grubu
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ile hedefi olmayan siRNA ve kontrol grubu ile VDR siRNA uygulanmis gruplar

arasinda Siklofilin B mRNA seviyeleri agisindan istatistiksel agidan anlamli bir fark

yoktu (sirastyla p=0,189; p=0,161; p= 0,115 ) (Sekil 4-12).
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Sekil 4-12: 6 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal noron Kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki Siklofilin B mRNA ekspresyon seviyeleri.

*Diger gruplara kiyasla anlaml derecede baskilandi.

Tablo 4-14: 6 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonuc¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,922
ACTB REF 1,0 0,962
HPRT REF 1,0 1,128
BASKILANDI
CycB*** HDF** 1,0 0,527 0,483 - 0,570 0,453 - 0,591 0,000 %475

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B
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Tablo 4-15: 6 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajani uygulanmis kontrol grubu

ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I.
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,970
ACTB REF 1,0 0,940
HPRT REF 1,0 1,097
CycB*#** HDF** 1,0 0,632 0,588 - 0,681 0,564 - 0,698

P(H1) Sonu¢

BASKILANDI

0,004 %37

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B

Tablo 4-16: 6 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif
kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I.
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,948
ACTB REF 1,0 1,035
HPRT REF 1,0 1,019
CycB*** HDF** 1,0 0,552 0,526 - 0,576 0,512 - 0,585

P(H1) Sonu¢

BASKILANDI

0,002 %45

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B

Tablo 4-17: 6 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmis deney grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 1,059
ACTB REF 1,0 0,981
HPRT REF 1,0 0,963
BASKILANDI
CycB*** HDF** 1,0 0,566 0,531-0,615 0,504 - 0,640 0,002  %43,5

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B
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Primer kortikal néron kiiltiiriine 12 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalart

sonucunda 24. saatteki Siklofilin B mRNA seviyelerindeki degisimler

Primer kortikal ndron kiiltiiriine 12 saat slireyle yapilan siRNA uygulamalar
sonucunda qRT-PCR yo6ntemi ile saptanan Siklofilin B mRNA seviyeleri Sekil 4-13’de
gosterilmigstir. Oniki saat boyunca Siklofilin B siRNA uygulanan grubun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyesinin diger gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli
derecede baskilandig1 goriildii. (Tablo 4-18, 4-19, 4-20, 4-21 ve 4-22). Siklofilin B
siRNA uygulanan grubun Siklofilin B mRNA ekspresyonu kontrol grubuna gore %
50,8; transfeksiyon ajani uygulanan kontrol grubuna gore % 46,6; hedefi olmayan
siRNA uygulanan negatif kontrol grubuna gore % 49.4; VDR siRNA uygulanmis deney
grubuna gore % 49,2, VDR siRNA + 10”7 M Vitamin D uygulanns deney grubuna gore
% 46,5 oraninda baskilandi. Kontrol grubu ile transfeksiyon ajani, kontrol grubu ile
hedefi olmayan siRNA, kontrol grubu ile VDR siRNA ve kontrol grubu ile VDR
siRNA + Vitamin D uygulanmis gruplar arasinda Siklofilin B mRNA seviyeleri
acisindan istatistiksel a¢idan anlamli bir fark yoktu (sirastyla p= 0,110; p= 0,687; p=
0,519; p= 0,070 ) (Sekil 4-13).
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Sekil 4-13: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron Kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki Siklofilin B mRNA ekspresyon seviyeleri.

*Diger gruplara kiyasla anlamli derecede baskilandi.
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Tablo 4-18: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,888
ACTB REF 1,0 0,930
HPRT REF 1,0 1,211
BASKILANDI
CycB*** HDF** 1,0 0,497 0,459 - 0,535 0,441 - 0,551 0,005 % 50,8

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B

Tablo 4-19: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajani uygulanmis kontrol grubu

ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonuc¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,969
ACTB REF 1,0 0,921
HPRT REF 1,0 1,121
BASKILANDI
CycB*** HDF** 1,0 0,536 0,501 - 0,574 0,485 - 0,615 0,003 % 46,6

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B

Tablo 4-20: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif
kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 1,033
ACTB REF 1,0 1,052
HPRT REF 1,0 0,920
BASKILANDI
CycB*** HDF** 1,0 0,507 0,456 - 0,545 0,440 - 0,603 0,005 %494

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B
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Tablo 4-21: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmis deney grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 1,026
ACTB REF 1,0 1,009
HPRT REF 1,0 0,966
BASKILANDI
CycB*** HDF** 1,0 0,508 0,492 - 0,528 0,478 - 0,539 0,001  %49,2

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B

Tablo 4-22: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA+ 107 M Vitamin D uygulanmis
deney grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 1,170
ACTB REF 1,0 0,929
HPRT REF 1,0 0,921
BASKILANDI
CycB*** HDF** 1,0 0,539 0,507 - 0,589 0,492 - 0,601 0,003 % 46,5

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B

Primer kortikal néron kiiltiiriine 24 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalart

sonucunda 24. saatteki Siklofilin B mRNA seviyelerindeki degigimler

Primer kortikal ndron kiiltiiriine 24 saat silireyle yapilan siRNA uygulamalari
sonucunda qRT-PCR yontemi ile saptanan Siklofilin B mRNA seviyeleri Sekil 4-14’de
gosterilmistir. Yirmi dort saat boyunca Siklofilin B siRNA uygulanan grubun Siklofilin
B mRNA ekspresyon seviyesinin diger gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli
derecede baskilandigir goriildii (Tablo 4-23, 4-24, 4-25 ve 4-26). Siklofilin B siRNA
uygulanan grubun Siklofilin B mRNA ekspresyonu kontrol grubuna goére % 56,5 ;
transfeksiyon ajani uygulanan kontrol grubuna gére % 50,9 ; hedefi olmayan siRNA
uygulanan negatif kontrol grubuna gore % 52; VDR siRNA uygulanmis deney grubuna
gore % 53,1 oraninda baskilandi. Kontrol grubu ile transfeksiyon ajani, kontrol grubu

ile hedefi olmayan siRNA ve kontrol grubu ile VDR siRNA uygulanmis gruplar
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arasinda Siklofilin B mRNA seviyeleri agisindan istatistiksel agidan anlamli bir fark

yoktu (sirastyla p=0,143; p= 0,088 ; p=0,163) (Sekil 4-14).

2%
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0 T ’
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ajam olmayan siRMA
siRN&
GRUPLAR

Sekil 4-14: 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron Kkiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki Siklofilin B mRNA ekspresyon seviyeleri.

*Diger gruplara kiyasla anlamli derecede baskilandi.

Tablo 4-23: 24 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon = Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 1,054
ACTB REF 1,0 0,876
HPRT REF 1,0 1,083
BASKILANDI
CycB*** HDF** 1,0 0,437 0,405 - 0,471 0,388 - 0,493 0,000 % 56,5

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B
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Tablo 4-24: 24 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajani uygulanmis kontrol grubu

ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I.
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,989
ACTB REF 1,0 0,981
HPRT REF 1,0 1,030
CycB*** HDF** 1,0 0,491 0,467 - 0,519 0,444 - 0,560

P(H1) Sonu¢
BASKILANDI
0,002 % 50,9

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B

Tablo 4-25: 24 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif
kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I.
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 1,054
ACTB REF 1,0 0,978
HPRT REF 1,0 0,970
CycB*** HDF** 1,0 0,481 0,445 - 0,536 0,421 - 0,594

P(H1) Sonuc¢

BASKILANDI

0,000 % 52

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B

Tablo 4-26: 24 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmis deney grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 1,076
ACTB REF 1,0 0,983
HPRT REF 1,0 0,945
BASKILANDI
CycB*** HDF** 1,0 0,470 0,429 - 0,539 0,399 - 0,554 0,001 9% 53,1

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B
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Primer kortikal noron Kkiiltiirtine 6, 12 ve 24 saat siire ile yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucunda Siklofilin B siRNA uygulanmis gruplarda Siklofilin B
mRNA’sinin 6, 12 ve 24. saatlerde anlamli derecede baskilandig1 saptandi (Sekil 4-15).
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Sekil 4-15: 6, 12 ve 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron Kkiiltiiriine ait
gruplarin 24. saat Siklofilin B mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimler.

4.3.1.3. L-tipi voltaj duyarh Kkalsiyum kanalhi A1C (LVSCC A1C) mRNA
seviyelerindeki degisimler
Primer kortikal noron kiiltiiriine 6 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalart

sonucunda 24. saatteki LVSCC A1C mRNA seviyelerindeki degisimler

Primer kortikal ndron kiiltlirline 6 saat silireyle yapilan siRNA uygulamalari
sonucunda qRT-PCR yontemi ile saptanan LVSCC A1C mRNA seviyeleri Sekil 4-
16°da gosterilmistir. Alt1 saat boyunca VDR siRNA uygulanan grubun LVSCC A1C
mRNA ekspresyon seviyeleri ile diger gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
fark bulanamadi (Tablo 4-27, 4-28, 4-29 ve 4-30). Kontrol grubu ile transfeksiyon ajani,
kontrol grubu ile hedefi olmayan siRNA ve kontrol grubu ile siklofilin B siRNA
uygulanmis kontrol gruplar1 arasinda VDR mRNA seviyeleri acisindan istatistiksel

acidan anlaml bir fark yoktu (sirastyla p=0,093; p= 0,225; p= 0,488) (Sekil 4-16).
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Sekil 4-16: 6 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron Kkiiltiiriine ait
gruplarin 24. saat LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyeleri.

Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark yoktur.

Tablo 4-27: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen etkinligi seviyesi Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug
GAPDH 1,0 0.879
ACTB 1,0 0.983
HPRT 1,0 1157

IAYgCC 1,0 0,702 0,476 - 1,008 0,371-1,233 0,105 Deyg(;ls(lm

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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Tablo 4-28: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajan1 uygulanmis kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,925
ACTB REF 1,0 0,961
HPRT REF 1,0 1,125
Degisim
I[;\I/SCC HDF** 1,0 0,971 0,688-1,294  0,569-1,717 0,802 yok

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDEF: hedef gen

Tablo 4-29: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 0,904
ACTB REF 1,0 1,058
HPRT REF 1,0 1,045

Degisim

I[;\{SCC HDF** 1,0 0,845 0,613 - 1,148 0,468 - 1,378 0,295 yok

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-30: 6 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug

etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 0,954

ACTB REF 1,0 1,022

HPRT REF 1,0 1,026

Degisim
I[;\IISCC HDF** 1,0 0,798 0,584 - 0,991 0,499 - 1,152 0,111  yok

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen



135

Primer kortikal néron kiiltiiriine 12 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalart

sonucunda 24. saatteki LVSCC A1C mRNA seviyelerindeki degigimler

Primer kortikal ndron kiiltiiriine 12 saat slireyle yapilan siRNA uygulamalar
sonucunda qRT-PCR yontemi ile saptanan LVSCC A1C mRNA seviyeleri Sekil 4-
17°da gosterilmistir. Oniki saat boyunca VDR siRNA uygulanan grubun LVSCC A1C
mRNA ekspresyonunun kontrol gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli derecede
arttig1 goriildii (Tablo 4-31, 4-32, 4-33, 4-34 ve 4-35). Kontrol grubu ile transfeksiyon
ajani, kontrol grubu ile hedefi olmayan siRNA ve kontrol grubu ile siklofilin B siRNA
uygulanmis kontrol gruplart arasinda LVSCC A1C mRNA seviyeleri acgisindan
istatistiksel acidan anlamli bir fark yoktu (sirasiyla p=0,655; p= 0,060; p= 0,080).

Oniki saat siireyle VDR siRNA ve 12 saat siireyle 107 M Vitamin D uygulanan
VDR siRNA + Vitamin D grubunun LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyesinin VDR
siRNA uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi goriildii
(Sekil 4-17, Tablo 4-35). VDR siRNA + Vitamin D grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyesinin kontrol, transfeksiyon ajani, hedefi olmayan siRNA ve siklofilin
B siRNA uygulanan kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

gostermedigi saptandi (sirasiyla p= 0,05; p= 0,094; p= 0,412; p= 0,065) (Sekil 4-17).
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Sekil 4-17: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saat LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyeleri.

*Kontrol gruplarina kiyasla anlamli derecede uyarildi.
**VDR siRNA grubuna oranla anlamli derecede baskilandi.

Tablo 4-31: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH  REF* 1,0 0.852
ACTB REF 1,0 0.940
HPRT REF 1,0 1,248
IAYECC HDF** 1,0 1,661 1,077-3,759  0,899-5209 0,015 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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Tablo 4-32: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajan1 uygulanmis kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,930
ACTB REF 1,0 0,931
HPRT REF 1,0 1,155
I[;\IISCC HDF** 1,0 1,764 1,094-3,475  0,763-5930 0,034 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-33: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,992
ACTB REF 1,0 1,064
HPRT REF 1,0 0,948
ggcc HDF** 1,0 2,401 1,591-5918  1,392-7,527 0,002 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-34: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug

etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 1,026

ACTB REF 1,0 0,922

HPRT REF 1,0 1,057

/L%\{gcc HDF** 1,0 2,031 1,155-3,423  1,147-3,703 0,024 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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Tablo 4-35: 12 saat siireyle VDR siRNA + 107 M Vitamin D uygulanmis deney grubunun
LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmis grup ile

karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi

GAPDH  REF* 1,0 0.891

ACTB REF 1,0 1,065

HPRT REF 1,0 1,054

Lvsce HDF** 1,0 0,227 0,061-0,728  0,019-0911 0,013 BASKILANDI

AlIC

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Primer kortikal néron kiiltiiriine 24 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalar:

sonucunda 24. saatteki LVSCC A1C mRNA seviyelerindeki degisimler

Primer kortikal noron kiiltlirline 24 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalari
sonucunda qRT-PCR yontemi ile saptanan LVSCC A1C mRNA seviyeleri Sekil 4-
18’de gosterilmistir. Yirmi dort saat boyunca VDR siRNA uygulanan grubun LVSCC
AIC mRNA ekspresyonunun kontrol gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli
derecede uyarildigr goriildii (Tablo 4-36, 4-37, 4-38 ve 4-39). Kontrol grubu ile
transfeksiyon ajani, kontrol grubu ile hedefi olmayan siRNA ve kontrol grubu ile
siklofilin B siRNA uygulanmis kontrol gruplari arasinda LVSCC AIC mRNA
seviyeleri agisindan istatistiksel agidan anlamli bir fark yoktu (sirasiyla p= 0,860; p=

0,812; p= 0,055) (Sekil 4-18).
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Sekil 4-18: 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron Kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saat LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyeleri.

*Kontrol gruplarina kiyasla anlamli derecede uyarildi.

Tablo 4-36: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi.

Reaksiyon

Ekspresyon

Gen Tip etkinligi seviyesi Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug
GAPDH  REF* 1,0 0.977

ACTB REF 1,0 0.862

HPRT REF 1,0 1,188
IA\IICS:CC HDF** 1,0 2,992 2,150-4,588  1,677-6,186 0,002 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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Tablo 4-37: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin transfeksiyon ajan1 uygulanmis kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonuc¢
etkinligi seviyesi

GAPDH  REF* 1,0 0.919

ACTB REF 1,0 0,998

HPRT REF 1,0 1,090

I[;\IISCC HDF** 1,0 2,839 1,849-4221  1,280-7,994 0,001 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-38: 24 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi

GAPDH  REF* 1,0 0.980

ACTB REF 1,0 0,995

HPRT REF 1,0 1,026

I[;\IISCC HDF** 1,0 3,198 1,631-5679  1,174-6,847 0,003 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-39: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon = Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,929
ACTB REF 1,0 1,017
HPRT REF 1,0 1,058
I[;\IISCC HDF** 1,0 1,693 1,064-2,725  0,776-3,825 0,014 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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4.3.2. Primer hippokampal noron kiiltiirii sonuglar:

4.3.2.1. Primer hippokampal néron Kkiiltiiriine 12 saat siireyle yapilan siRNA
uygulamalari sonucunda 24. saatteki VDR mRNA seviyelerindeki degisimler

Primer hippokampal noron kiiltiirline 12 saat silireyle yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucunda qRT-PCR yontemi ile saptanan VDR mRNA seviyeleri Sekil
4-19’de gosterilmistir. Oniki saat boyunca VDR siRNA uygulanan grubun VDR mRNA
ekspresyon seviyesinin kontrol gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 gorildi. (Tablo 4-40, 4-41 ve 4-42). VDR siRNA uygulanan grubun VDR
mRNA ekspresyonu kontrol grubuna gore % 69,1; hedefi olmayan siRNA uygulanan
negatif kontrol grubuna gore % 70 ; siklofilin B siRNA uygulanmig pozitif kontrol
grubuna gore % 69,8 oraninda baskilandi. Kontrol grubu ile hedefi olmayan siRNA ve
kontrol grubu ile siklofilin B siRNA uygulanmis kontrol gruplar1 arasinda VDR mRNA
seviyeleri acisindan istatistiksel agidan anlamli bir fark yoktu (sirasiyla p=0,510; p=
0,516 ) (Sekil 4-19).
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Sekil 4-19: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer hippokampal noron kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki VDR mRNA ekspresyon seviyeleri.

*Kontrol gruplarma kiyasla ileri derecede anlamli olarak baskilandi.
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Tablo 4-40: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 1,019
ACTB REF 1,0 0,821
HPRT REF 1,0 1,218
BASKILANDI
VDR HDF** 1,0 0,315 0,315-0,315 0,315-0,315 0,000 % 69,1

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-41: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonuc¢
etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 1,035

ACTB REF 1,0 0,760

HPRT REF 1,0 1,315

BASKILANDI
VDR HDF** 1,0 0,307 0,307 - 0,307 0,307 - 0,307 0,000 %70

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-42: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun VDR mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis pozitif kontrol grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug¢
etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 1,015

ACTB REF 1,0 0,855

HPRT REF 1,0 1,170

BASKILANDI
VDR HDF** 1,0 0,316 0,316 - 0,316 0,316 - 0,316 0,000 % 69,8

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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4.3.2.2. Primer hippokampal néron Kkiiltiiriine 12 saat siireyle yapilan siRNA
uygulamalari sonucunda 24. saatteki Siklofilin B mRNA seviyelerindeki degisimler

Primer hippokampal noron kiiltiirine 12 saat silireyle yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucunda qRT-PCR yontemi ile saptanan Siklofilin B mRNA seviyeleri
Sekil 4-20’de gosterilmistir. Oniki saat boyunca Siklofilin B siRNA uygulanan grubun
Siklofilin B mRNA ekspresyon seviyesinin diger gruplara oranla istatistiksel olarak
anlamli derecede baskilandig1 goriildii. (Tablo 4-43, 4-44 ve 4-45). Siklofilin B siRNA
uygulanan grubun Siklofilin B mRNA ekspresyonu kontrol grubuna gore % 84,3; hedefi
olmayan siRNA uygulanan negatif kontrol grubuna gore % 79,7; VDR siRNA
uygulanmis deney grubuna gore % 81 oraninda baskilandi. Kontrol grubu ile hedefi
olmayan siRNA ve kontrol grubu ile VDR siRNA uygulanmis gruplar arasinda
Siklofilin B mRNA seviyeleri agisindan istatistiksel agidan anlamli bir fark yoktu
(strastyla p= 0,112 ; p=0,161) (Sekil 20).

1.4
1,2
0,8
B Kontrol
0.6 H Hedefi olmayan siRNA
0,4 % O Siklofilin B
B VDR siRNA
0,2
0 1 T T 1 I/

[

GORECELi EKSPRESYON SEVIYELERI

Kontrol Hedefi Siklofilin B VDR siRNA
olmayan
siRNA
GRUPLAR

Sekil 4-20: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer hippokampal noron Kkiiltiiriine ait
gruplarin 24. saat Siklofilin B mRNA ekspresyon seviyeleri.

*Diger gruplara kiyasla anlaml derecede baskilandi.
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Tablo 4-43: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug¢
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 0,999
ACTB REF 1,0 0,938
HPRT REF 1,0 1,066
BASKILANDI
CycB*** HDF** 1,0 0,158 0,154 - 0,164 0,147 - 0,165 0,000 % 84.3

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B

Tablo 4-44: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif
kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug
etkinligi seviyesi
GAPDH REF* 1,0 1,008
ACTB REF 1,0 0,984
HPRT REF 1,0 1,016
BASKILANDI
CycB***  HDF** 1,0 0,204 0,197 - 0,211 0,193-0,214 0,036 % 79,7

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B

Tablo 4-45: 12 saat siireyle Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubunun Siklofilin B
mRNA ekspresyon seviyelerinin VDR siRNA uygulanmis deney grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug
etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 1,010

ACTB REF 1,0 1,071

HPRT REF 1,0 0,934

BASKILANDI

CycB***  HDF** 1,0 0,188 0,176 - 0,204 0,168 - 0,209 0,018 % 81

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen, ***CycB: Siklofilin B
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4.3.2.3. Primer hippokampal noéron Kkiiltiiriine 12 saat siireyle yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucunda 24. saatteki LVSCC A1C mRNA seviyelerindeki
degisimler

Primer kortikal noron kiiltlirline 12 saat siireyle yapilan siRNA uygulamalari
sonucunda qRT-PCR yontemi ile saptanan LVSCC A1C mRNA seviyeleri Sekil 4-
21°de gosterilmigtir. Oniki saat boyunca VDR siRNA uygulanan grubun LVSCC A1C
mRNA ekspresyonunun kontrol gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli derecede
arttig1 goriildi (Tablo 4-46, 4-47 ve 4-48). Kontrol grubu ile hedefi olmayan siRNA ve
kontrol grubu ile siklofilin B siRNA uygulanmis kontrol gruplari arasinda LVSCC A1C
mRNA seviyeleri acisindan istatistiksel agidan anlamli bir fark yoktu (sirasiyla p=

0,495; p= 0,489) (Sekil 4-21).

*
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= 6,4 OVDR siRNA
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Kontrol Hedefi SiklofilinB VDR siRNA
olmayan
siRNA
GRUPLAR

Sekil 4-21: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer hippokampal noéron Kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saat LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyeleri.

*Kontrol gruplarina kiyasla anlamli derecede uyarildi.
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Tablo 4-46: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonug¢
etkinligi seviyesi
GAPDH  REF* 1,0 1,007
ACTB REF 1,0 0,880
HPRT REF 1,0 1,137
kYSCC HDF** 1,0 1,169 1,169-1,169  1,169-1,169 0,000 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-47: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol
grubu ile karsilastirilmasi.

Reaksiyon  Ekspresyon

Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢
etkinligi seviyesi
GAPDH  REF* 1,0 1,024
ACTB REF 1,0 0,760
HPRT REF 1,0 1,315
IA\{SCC HDF** 1,0 1,106 1,106-1,106 1,106 - 1,106 0,000 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen

Tablo 4-48: 12 saat siireyle VDR siRNA uygulanmis deney grubunun LVSCC A1C mRNA
ekspresyon seviyelerinin Siklofilin B siRNA uygulanmis deney grubu ile

karsilastirilmasi.
Reaksiyon  Ekspresyon
Gen Tip Standart hata %95 C.I. P(H1) Sonu¢

etkinligi seviyesi

GAPDH REF* 1,0 0,995

ACTB REF 1,0 1,003

HPRT REF 1,0 0,997

IA\{SCC HDF** 1,0 1,046 1,032-1,075  1,032-1,075 0,043 UYARILDI

*REF: referans genler (housekeeping genler), **HDF: hedef gen
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4.4. NGF Olc¢iim Sonuclar

4.4.1. Primer kortikal noron kiiltiirii

Primer kortikal noron kiiltiirline 12 ve 24 saat silireyle yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucu gruplarin kiiltiir ortamindaki NGF miktarlarinin 24. saatteki
degisiklikleri Sekil 4-22 ve 4-23’de gosterilmistir. Alt1 saat ve 12 saat siireyle siRNA
uygulamasi yapilmis gruplarin 24. saatteki NGF miktarlar1 arasinda istatistiksel agidan

anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Yirmi dort saat siireyle siRNA uygulanan primer kortikal ndron kiiltiirine ait
deney gruplarinda, transfeksiyon ajani uygulanan, hedefi olmayan siRNA ve VDR
siRNA wuygulanan deney gruplarinin NGF miktarlarinin  kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diistigii (p< 0,001); siklofilin B uygulanan gruba
gore degismedigi saptandi (Tablo 4-49). VDR siRNA uygulanan grubun NGF
miktarinin transfeksiyon ajani, hedefi olmayan siRNA ve Siklofilin B siRNA uygulanan
gruplara gore istatistiksel agidan anlamli derecede azaldig1 goriildii (p< 0,001) (Tablo 4-
49).

. B NGF...

y

NGF SALINIMI (%)

Transfeksiyon Hedefi Siklofilin B VDR siRNA VDR siRNA +
ajani olmayan SIRNA Vitamin D
siRNA
GRUPLAR

Sekil 4-22: 12 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki NGF miktarlari.

Kontrol grubu NGF salinimi1 % 0 olarak kabul edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark yoktur



148

B NGF...

NGF SALINIMI (%)

Transfeksiyon  Hedefi olmayan Siklofilin B VDR siRNA
ajani siRNA siRNA

GRUPLAR

Sekil 4-23: 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal néron kiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki NGF miktarlari.

Kontrol grubu NGF salinimi1 % 0 olarak kabul edilmistir.*Tiim gruplar ile istatistiksel agidan anlamli fark vardir.
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Tablo 4-49: 24 saat siireyle siRNA uygulanmis primer kortikal noron Kkiiltiiriine ait
gruplarin 24. saatteki NGF miktarlarimin gruplar arasinda istatistiksel olarak

karsilastirilmasi.
KARSILASTIRILAN Ortalama Degerler %95 CI
. q p

GRUPLAR* arasindaki fark Baslangic Son
Kontrol/Transfeksiyon ajani 0.3705 8.139  P<0.001 0.1813 0.5597
Kontrol/Hedefi olmayan siRNA 0.8413 18.480 P<0.001 0.6521 1.031
Kontrol/Siklofilin B siRNA 0.06125 1.345 P>0.05 -0.1279 0.2504
Kontrol/VDR siRNA 3.392 74.509 P<0.00! 3.203 3.581
Transfeksiyon ajani/Hedefi olmayan

) 0.4708 10.341 P<0.001 0.2816 0.6600
siRNA
Transfeksiyon ajani/Siklofilin B

] -0.3093 6.793  P<0.001 -0.4985 -0.1201
siRNA
Transfeksiyon ajani/VDR siRNA 3.022 66.370 P<0.001 2.832 3.211
Hedefi olmayan siRNA/Siklofilin B

) -0.7801 17.134  P<0.001 -0.9693 -0.5909
siRNA
Hedefi olmayan siRNA/VDR siRNA 2.551 56.029 P<0.001 2.362 2.740
Siklofilin B siRNA/VDR siRNA 3.331 73.163 P<0.001 3.142 3.520

*Tiim gruplar igin drnek sayis1 6’dir (n=6)
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5. TARTISMA

Calismamizda primer hippokampal ve kortikal néron kiiltiirtindeki hiicrelerin
vitamin D reseptor genini PTGS yontemi ile susturarak olusturulan vitamin D
eksikliginin L-tipi voltaj duyarli kalsiyum kanallar1 (LVSCC A1C) ve NGF iiretimi

uzerindeki etkilerini inceledik.

Vitamin D kalsiyum ve fosfat dengesinin ve kemik yapisinin korunmasinda rol
oynayan steroid bir hormondur. Onemli bir kismi deride ultraviyole B 1gimlar1 ile 7-
dehidrokolesterol ~ Onciilinden sentezlenen vitamin D sirasiyla, karacigerde
hidroksillenir ve bdbrekte sitokrom p450 enzimleri ile aktif sekli olan vitamin Ds
(vitamin D 1,25(OH,)Ds) haline déniistiiriiliir (2, 6). Son g¢aligmalar vitamin D’nin
mineral metabolizmas1 diginda bagisiklik  sistemi, renin-anjiotensin  sistemi,
kardiovaskiiler hastaliklar, néromuskular fonksiyonlar ve hiicre ¢ogalmasi kontrolii gibi
biyolojik rollerinin ~ oldugunu ve beyinde de 7-dehidrokolesterol Onciiliinden

sentezlendigini ortaya koymustur (1, 3, 5, 6, 107).

Bir kolesterol omurgas1 tasiyan vitamin D’nin  sekosteroid olarak
siiflandirilmasi daha dogrudur. Tiim viicutta steroid benzeri etkileri olan vitamin D,
niiklear steroid reseptorler ailesinden olan vitamin D reseptorii (VDR) araciligr ile
1.000’in tiizerinde genin ekspresyonunu diizenler. Bu bakimdan vitamin olarak

adlandirilmasi dogru olmamakla birlikte halen bu isimle anilmaktadir (1).

Vitamin D sinir sisteminde de aktif gorev alan bir sekosteroiddir. Neredeyse tiim
MSS’de vitamin D’yi aktif hale getiren enzimlerin ve niiklear reseptoriic VDR’nin

varlig1 gosterilmistir (2, 16-21, 23, 24, 29).

VDR veya 25-hidroksivitamin D; 1-a hidroksilaz genleri bloke edilmis
hayvanlarda yapilan c¢alismalarda pro-enflamatuvar sitokin seviyelerinin arttigi
goriilmiis, fakat beyin ile ilgili 6nemli bir anomaliye rastlanmamistir (1, 3). Ancak
vitamin D eksikligi yasamin herhangi bir evresinde ortaya ¢ikabilir. Bu eksikligin uzun
stireler boyunca devam etmesinin beyinde ne gibi sorunlar ortaya ¢ikarabilecegine dair
heniiz bir bilgi bulunmamaktadir. Son birka¢ yildir yapilan ¢alismalar duygu durum
bozuklugu, Alzheimer ve Parkinson hastalarinin plazma 25-hidroksivitamin Ds

seviyelerinin diisikk oldugunu gdostermistir (7, 9, 36). Diger bir calisma serum 25-
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hidroksivitamin D3 seviyeleri yeterli olan Alzheimer hastalarinin biligsel test
sonuglarinin (Mini-Mental State Examination, MMSE), serum 25-hidroksivitamin D;
seviyeleri diisiik olan hastalara oranla anlamli derecede (p= 0,01) yiiksek oldugunu

gostermistir (108).

Daha once yapmis oldugumuz calismalarda vitamin D reseptor geni
polimorfizmleri ile ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligi arasinda anlamli bir iligki
bulundugu literatiirde ilk olarak ortaya konulmustur (8). Alzheimer hastalarinda yapilan
genom kapsamindaki iliski c¢aligmalarinda (Genom wide association study-GWAS)
kromozom 12q13 bdlgesinin AH igin yiiksek risk tasiyan bolge oldugu saptanmistir
(109, 110). 12. kromozomda yer alan VDR geni bu bolgeye olduk¢a yakindir ve 2009
yilinda yapilan son GWAS c¢aligmasinda, grubumuz tarafindan ortaya konulmus olan
VDR geni Apa I polimorfizminin AH riskini 2,3 kat arttirdigina dair bulgularimiz da

g0z Online alinarak en giiclii aday genlerden biri olarak gosterilmistir (109).

Norotrofik faktor iiretiminde rol oynayan vitamin D’nin sinir sistemi iizerinde
koruyucu bir etkiye sahip oldugu ileri siiriilmektedir (3, 5, 6, 10, 32, 33). 6-
hidroksidopamin ile indiiklenmis siganlara vitamin D uygulanmasinin, hipokinezi ve
norotoksik etkilerin azalmasma sebep oldugu bildirilmistir (111). Buna ek olarak,
vitamin D’nin, kalsiyum kanallar1 ve kalsiyum baglayan proteinlerin ekspresyonu
izerinde etkili olarak néron kalsiyum dengesini diizenledigi ve bu sekilde de koruyucu

etki gosterdigi diistiniilmektedir (3, 112, 113).

Calismamizda post transkripsiyonel gen susturulmasi (PTGS) teknigi ile sicana
O0zgii 4 farklh VDR siRNA kullanilarak primer kortikal ve hippokampal ndron
kiiltiirtindeki hiicrelerin VDR geni susturuldu. siRNA’lar hiicre i¢ine &zel bir
transfeksiyon ajan1 yardimi ile aktarildi. Sonuglar kontrol, transfeksiyon ajani
uygulanmis kontrol, hedefi olmayan siRNA uygulanmis negatif kontrol ve siklofilin B
siRNA uygulanmis pozitif kontrol ile karsilagtirildi. Karsilastirmada, hatali bir sonug
elde etmeyi onlemek iizere, 6zellikle hedefi olmayan siRNA uygulanmis grup ile VDR
siRNA uygulanmis grup arasindaki farklar dikkate alindi.

Transfeksiyon ajani araciligi ile siRNA uygulamalarinin 6zellikle primer néron
kiiltiirleri lizerinde toksik etkisi olduguna dair ¢esitli calismalar bulunmaktadir (92, 93,
97, 99, 100). Calismamizda, kullandigimiz transfeksiyon ajaninin ve siRNA’larin

sitotoksik olup olmadigimni belirlemek {iizere, Olen veya hasarlanan hiicrelerin
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membranlarindan kiiltiir ortamina salinan laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi miktari
Olctildii. Primer kortikal ve hippokampal noéron kiiltiirlerine ait deney ve kontrol
gruplarindaki LDH seviyeleri, hi¢ bir madde uygulanmamis kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi ve kullanilan
transfeksiyon ajaninin ve siRNA’larin primer ndron kiiltiirii i¢in toksik olmadigi

saptandi.

Pozitif kontrol olarak kullanilan ve tiim hiicrelerde ifade edildigi bilinen
(housekeeping) genlerden biri olan Siklofilin B geni primer kortikal néron kiiltiiriinde
6,12 ve 24 saat siiresince 4 farkli siRNA uygulanarak tiim gruplara oranla basarili bir
sekilde susturuldu. Siklofilin B siRNA uygulanan hari¢ diger kontrol gruplar1 ve VDR
siRNA uygulanan deney grubu arasinda Siklofilin B mRNA ekspresyonu acisindan
anlaml bir fark yoktu. Boylece her bir gen i¢in kullanilan siRNA havuzunun hedef

mRNAya 6zel oldugu ve rastgele bir baskilama saglamadig: gosterildi.

Primer kortikal néron Kkiiltiiriine 6, 12 ve 24 saat siireyle yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucunda tiim gruplarin 24. saatteki VDR mRNA’sinin goreceli
ekspresyon seviyeleri saptanarak, 12 ve 24 saat siireli VDR siRNA uygulamalar ile
VDR geninin 12. saatte hedefi olmayan siRNA uygulanan gruba gore % 66,7 (p<
0,0001), Siklofilin B siRNA uygulanan gruba gore % 61.7, 24. saatte ise hedefi
olmayan siRNA uygulanan gruba gore % 66,3 (p< 0,0001), Siklofilin B siRNA
uygulanan gruba gore % 61.5 (p< 0,0001) oraninda susturuldugu belirlendi.

Vitamin D’nin beyinde VDR mRNA seviyesini arttirdigr ileri siiriilmekle
birlikte, bugiline kadar kortikal néronlar {izerinde yapilan tek bir ¢alismaya rastladik
(22). Bizim ¢aligmamizda 12 saat VDR siRNA uygulanarak VDR geni susturulan gruba
12 saat siiresince 10”7 M vitamin D uyguladigimizda, VDR mRNA seviyesinin vitamin
D verilmeyen VDR siRNA uygulanan gruba gore anlamli derece arttigini saptadik (p<
0,0001). Bu sonuglarimiz kortikal noéronlarda VDR ekspresyonunun vitamin D

tarafindan uyarildigini bildiren ¢alismay1 desteklemektedir.

Primer kortikal ndron kiiltiiriinden elde edilen VDR mRNA’sima ait susturma
bulgular1 g6z Oniine alinarak, primer hippokampal noéron kiiltiirlindeki siRNA
uygulamalar1 sadece 12 saat ile sinirlandirildi. Primer hippokampal noron kiiltiiriinde de
12 saat VDR siRNA uygulanan grubun VDR mRNA ekspresyonu, hedefi olmayan
siRNA ve Siklofilin B siRNA uygulanan gruba gore sirasiyla % 70 (p< 0,0001) ve %
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69,8 (p< 0,0001) oraninda baskilandi. Primer hippokampal néron kiiltiiriinde Siklofilin
B siRNA uygulanan grubun Siklofilin B mRNA ekspresyonu ise, hedefi olmayan
siRNA uygulanan gruba gore % 79,7 (p= 0,036), VDR siRNA uygulanan gruba goére %
81 (p= 0,018) oraninda baskilandi.

Caligmamizda VDR geni baskilanan noéronlarda ekspresyonu arastirilan L-tipi
voltaj duyarl kalsiyum kanali A1C (LVSCC A1C) kalsiyum metabolizmasinin 6nemli
proteinlerinden biridir. Yaslanmayla birlikte beyinde ortaya ¢ikan en kritik
degisikliklerden biri kalsiyum dengesinin bozulmasidir. Yirmi yildan uzun siiredir,
beyinde yaslanmayla birlikte ortaya ¢ikan kalsiyum dengesindeki bozulmalar “beyin
yaslanmas1 ve demansin kalsiyum hipotezi” olarak bir ¢ok arastirmaci tarafindan
savunulmaktadir (114). Bu hipotez yaslanmayla birlikte 6zellikle voltaja duyarh
kalsiyum kanallar1 (VSCC) aracilig: ile hiicre i¢ine kalsiyum akisinin arttigini ileri
stirmektedir. Memelilerde hippokampal ndronlarindaki voltajla aktive edilen kalsiyum
akisinin yaglanma ile iligskisinin molekiiler mekanizmasi acik degildir, ancak yaslh
farelerin CA1l noéronlarinda yapilan caligmalarda L-tipi voltaja duyarli kalsiyum
kanallariin (LVSCC) yogunlugunun yetiskinlere kiyasla artmis oldugu goriilmiistiir.
Kalsiyum kanallar1 yogunlugundaki artigin yagh farelerin 6grenme yetilerindeki azalma
ile iligkili oldugu bulunmustur. Ayrica ndronlarda artmis kalsiyum girisi
norotoksisiteyle dogrudan iliskilidir. Yasla birlikte kalsiyum kanallarindaki bu artigin
ndronlart yasla iligkili norodejeneratif hastaliklara karsi korunmasiz duruma getirdigi
diisiiniilmektedir. L-tipi kalsiyum kanal blokerlerinin kullanilmasiyla yasam siiresinin

uzatilabilecegi ileri siirtilmektedir (79, 82, 84).

Vitamin D’nin hippokampal néronlarda LVSCC kanallarim1 baskiladigi
gosterilmistir (112, 113). Ancak vitamin D eksikligi bulundugunda bu kanallarin nasil
diizenlendigi hakkinda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Vitamin D eksikligi uzun
yillardir diisiiniilenin aksine oldukca yaygindir. Amerika’da 1988-1994 yillar1 arasinda
yapilan 3.Ulusal Saglik ve Beslenme taramasindan (Third National Health and Nutrition
Examination Survey) elde edilen verileri kullanarak 2008 yilinda Khazai ve arkadaslar
tarafindan gergeklestirilen c¢aligmada, beyaz 1rkin %61’inde ve Afrika kokenli
Amerikalilarin %91°inde Vitamin D eksikligi oldugu saptanmaistir (34). Benzer bulgular
bir ¢ok tilkeye ait toplum taramalarinda bildirilmistir (1). Vitamin D eksikligi gelismis
tilkelerin saglikli genc bireylerinde de yaygin olarak goriilmekle birlikte, yapilan
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calismalar yashlarda bu eksikligin %87’ye varan oranlara ulastigin1 gostermistir.
Vitamin D eksikliginin bu kadar yaygin olmasmin bilinmeyen bir¢ok saglik

problemlemine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (1, 35).

Caligmamizda primer kortikal ve hippokampal noron kiiltiirinde VDR genini
susturarak  olusturulan kisa siireli vitamin D  eksikliginin yaslanma ve
norodejenerasyonda onemli rol oynadigi bildirilen LVSCC A1C kalsiyum kanali
ekspresyonu iizerine etkilerini arastiridik. Primer kortikal ndron kiiltiiriine 6 saat siireyle
yapilan siRNA uygulamalar1 sonucu VDR siRNA uygulanan grupta LVSCC Al1C
mRNA seviyelerinin kontrol gruplarina kiyasla degismedigi goriildii. Diger saatlere ait
veriler elde edildiginde, bu durumun 6 saat uygulama ile VDR mRNA ekspresyonunun
baskilanamamasindan kaynaklandigi anlagildi. 12 saat silireyle yapilan siRNA
uygulamalar1 sonucunda VDR siRNA uygulanan grubun LVSCC AIC mRNA
ekspresyon seviyelerinin kontrol, transfeksiyon ajani, hedefi olmayan siRNA ve
siklofilin B siRNA uygulanmis gruplara gére anlamli derecede arttig1 saptandi. Ilging
olarak 12 saatlik gruplarda bu artisin VDR siRNA uygulanan grubun baskilanma
ylizdelerine paralel olarak degistigi goriildii. 24 saat VDR siRNA uygulanan grubun
LVSCC A1C mRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol gruplarina gére anlamli derecede
artt1g1 ve bu artisin VDR mRNA baskilanma ytlizdeleri ile paralel oldugu saptandi.

12 saat VDR siRNA uygulanan gruba 12 saat siiresince 107 M vitamin D
uygulandiginda, LVSCC A1C mRNA seviyesinin 12 saat VDR siRNA uygulanip
vitamin D verilmeyen gruba goére anlamli derece baskilandigi (p= 0,013) ve LVSCC
A1C mRNA seviyesinin kontrol gruplari ile ayni seviyeye geldigi saptandi. Bu
sonuc¢larimiz vitamin D’nin hippokampal néronlarda oldugu gibi kortikal néronlarda da

LVSCC A1C mRNA ekspresyonunu baskiladigini literatiirde ilk olarak gostermektedir.

Primer hippokampal ndron kiiltiiriine 12 saat siireyle yapilan VDR siRNA
uygulamalar1 sonucunda ise LVSCC A1C mRNA seviyelerinin kontrol, hedefi olmayan
siRNA ve siklofilin B siRNA uygulanmis gruplara goére anlamli derecede arttigi

saptandi.

LVSCC AIl1C kalsiyum kanali ve bu kanalin ekspresyonundaki artislarin
yaslanma ve norodejenerasyonda onemli rol oynadigi bir c¢ok calismada ortaya
konulmustur. Bu yolda o6nerilen tedaviler kalsiyum kanal blokerleri ile sinirli kalmistir

(114, 115). Viicutta kalsiyum metabolizmasinin diizenlenmesinden sorumlu olan ve
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kalsiyum kanallar1 ile kalsiyum baglayan proteinlerin miktarin1 diizenleyen vitamin
D’nin, hippokampusda da LVSCC kanallarin1 baskiladig gosterilmistir (112, 113).
Ancak sonradan ortaya ¢ikan vitamin D eksikliginin beyinde molekiiler diizeyde ne gibi

sorunlara yol agabilecegine dair herhangi bir bilgi yoktur.

Calismamizda, VDR geninin susturulmasit ve buna bagli olarak kisa siireli
vitamin D eksikligi sonucu serebral kortekse ve hippokampusa ait néronlarda LVSCC
A1C kalsiyum kanallar1 ekspresyon seviyelerinin yiiksek oranda arttig1 goriilmiistiir. Bu
artistn VDR mRNA seviyelerinin baskilanmasiyla iligkili oldugu su sonuglar ile
dogrulanmigtir: /- 6 saat siRNA uygulamalar1 sonucunda VDR mRNA’s1
baskilanamamistir ve baskilanmanin gerceklesmedigi durumda LVSCC A1C mRNA
seviyeleri kontrol grubuna oranla herhangi bir degisiklige ugramamistir. 2- 12 ve 24
saat siRNA uygulamalar1 sonucunda VDR mRNA’s1 baskilanan gruplarmn LVSCC A1C
mRNA ekspresyon seviyeleri diger gruplara gore anlamli derecede yiikselmistir. 3- 12
saat VDR siRNA uygulanan gruba 12 saat siiresince 10~ M vitamin D uygulandiginda,
bu grubun LVSCC A1C mRNA seviyesi kontrol gruplarinin seviyesine diigmiis ve 12
saat VDR siRNA uygulanan vitamin D verilmeyen gruba goére anlamli derece

baskilanmistir.

Vitamin D’nin, sinir biiylime faktorii (NGF), norotrofin 3 ve 4, glial hiicre
kokenli nérotrofik faktér (GDNF) f{iretimi {izerindeki roliiniin, sinir sistemi iizerinde
koruyucu bir etkiye sahip oldugu ileri siiriilmektedir. NGF ekspresyonu {izerine etkisi
glia hiicreleri, Schwann hiicreleri ve hippokampal noéronlar {izerindeki sinirli sayida
calismada gosterilmistir (3, 5, 6, 10, 32, 33, 107). Calismamizda primer kortikal néron
kiiltiirtine 12 ve 24 saat siireyle yapilan VDR siRNA uygulamalari sonucu VDR geni
baskilanan gruplarin 24. saatte kiiltiir ortamina salinan NGF miktarlarindaki
degisiklikleri saptadik. Oniki saat siireyle siRNA uygulamasi yapilmig tiim gruplarin 24.
saatteki NGF protein miktarlar1 arasinda istatistiksel a¢idan anlamli bir fark yoktu
(p>0,05). Yirmi dort saat silireyle siRNA uygulanan primer kortikal néron kiiltiiriine ait
deney gruplarinda ise, transfeksiyon ajani, hedefi olmayan siRNA ve VDR siRNA
uygulanan deney gruplarinin 24. saat NGF miktarlarinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamhi derecede diistiigii (p< 0,001); siklofilin B uygulanan gruba
gore ise degismedigi saptandi. VDR siRNA uygulanan grubun NGF miktarinin
transfeksiyon ajani, hedefi olmayan siRNA ve Siklofilin B siRNA uygulanan gruplara
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gore istatistiksel agidan anlamli derecede diistiigii goriildii (p< 0,001). Bu bulgular
sonucunda siRNA uygulamasmin genel olarak NGF seviyesini diisiirdiigli saptandi.
Ancak 24 saat VDR siRNA uygulamasinin NGF miktarin1 diger gruplara oranla ileri

derecede diigiirmesi ilgin¢ sonuglardan biriydi.

NGF f{iretiminin vitamin D tarafindan diizenlenmesinin yanisira bir ¢ok farkli
molekiil tarafindan da diizenlendigi gosterilmistir (116). Bu ylizden VDR mRNA’sinin
baskilandigi durumda NGF miktarinin hizli bir sekilde diismesi ilgi cekicidir. Bu
bulgular literatiirde ilk kez kortikal noronlarda NGF ekspresyonunun vitamin D
tarafindan diizenlendigini ortaya koymaktadir. Ayrica ilerleyen yasla birlikte ortaya
cikan vitamin D eksikliginin kortikal néronlarda NGF iiretimini azaltabilecegine de
isaret etmektedir. Noronun sagkalimi ve saglikli bir sekilde yasayabilmesi i¢in gerekli
olan NGF’nin vitamin D tarafindan dilizenlenmesi ve vitamin D eksikliginden
etkilenmesi, beyinde vitamin D eksikligi sonucu ortaya c¢ikabilecek bozukluklarin

boyutlarinin sanildigindan ¢ok daha biiyiik olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda kiiltiirdeki serebral korteks ve hippokampusa ait noronlarda
olusturdugumuz vitamin D eksikligi modeli, yaslanma ve ndrodejenerasyon
mekanizmalart i¢in uygun bir model olabilir. VDR baskilanmasma ve kisa siireli
vitamin D eksikligine cevaben olduk¢a hizli bir sekilde artan LVSCC A1C mRNA
miktarlart ve kortikal noronlarda azalan NGF miktarlari, eksikligin siirekli oldugu
durumlarda néronlar1 yaslanmaya ve norodejenerasyona karst korumasiz duruma
getirebilir. Vitamin D’nin kalsiyum metabolizmast ve norotrofik faktor iiretimi
tizerindeki bilinen rolleri géz oniine alindiginda beyin i¢in vazgegilmez bir molekiil

olma yolunda ilerlemektedir.

Diger ilging bir bulgu da vitamin D’nin progesteron ve oOstradiol gibi
norosteroidlerle birlikte fonksiyon gosterdigi ve bu steroidlerin ekspresyonunu
arttirdigidir. Son yillarda yapilan ¢alismalar progesteronun inflamasyon, oksidatif hasar,
beyin ddemi ve ndron Oliimiinli azaltarak hastalarin biligsel ve fiziksel durumlarini
olumlu yonde etkiledigini ve travmatik beyin hasarlarinda oldukga etkili bir tedavi
yontemi olabilecegini gostermektedir. Diger taraftan travmatik beyin hasarlarinda
vitamin D eksikliginin hasar1 ilerlettigi ve diger tedavilerin etkisini azalltig1 ileri
stiriilmektedir. Periferal sinir hasar1 olusturulmus bir sican modelinde yapilan ¢alisma

vitamin D’nin aksogenezi ve akson ¢apini arttirdigini géstermistir. Burdan yola ¢ikarak
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vitamin D’nin MSS yaralanmalarinda tedavi edici roliiniin olabilecegi ileri

stiriilmektedir (1).

Vitamin D’nin beyindeki sinyal yolaklari, kalsiyum metabolizmasi, nérotrofik
faktor metabolizmasi, sinaps olusumu, enflamasyon gibi olaylardaki rollerinin
belirlenmesi eksikliginde ortaya ¢ikabilecek sorunlar1 daha net gérmemizi saglayabilir.
Ayrica tedavi edici veya Onleyici molekiil olarak kullanilmasi s6z konusu oldugunda
farkli gorevlere sahip c¢esitli analoglarinin hayvan modellerinde denenmesi

gerekmektedir.

Bu c¢alismada literatiirde ilk kez primer kortikal ve hippokampal noéronlarda
VDR geni susturulup kisa siireli bir vitamin D eksikligi modeli olusturulmustur. Ayrica
VDR geni susturulan néronlarda LVSCC A1C kalsiyum kanallar1 ekspresyonunun

artt1g1, kortikal néronlarda ise NGF protein seviyelerinin azaldigi ilk kez gosterilmistir.

Sonug olarak ¢aligmamiz, vitamin D eksikliginin diigiiniilenden ¢ok daha 6nemli
sonuglar dogurabilecegini ortaya koymaktadir. Elde ettigimiz bulgular bir ¢ok arastirici
tarafindan savunulan “beyin yaslanmasi ve demansin kalsiyum hipotezi’ni
desteklemektedir ve bu hipotezde vitamin D’nin de rol alabilecegini gostermektedir.
Ayrica Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde umut 15181
olarak goriilen NGF’nin vitamin D eksikliginden etkilenmesi, gilines 1sinlariyla

sentezlenen bu molekiilii ndrodejeneratif hastaliklarin umut 15181 haline doniistiirebilir.
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