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OZET

Uzun Siireli A¢hik Modeli Uygulanmis Noron Hiicrelerinde, Diyabetes Mellitus
(DM) Tedavisinde Kullanilan Peroksizom Proliferator Aktive Edilmis Reseptor
Gamma (PPAR,) Agonistinin Etkilerinin Arastirilmasi

Diyabetes Mellitus (DM) tedavisinde kullanilan Peroksizom Proliferator Aktive
Edilmis Reseptor Gamma (PPARY) agonistleri, aglik ve diisiik glukoz durumlarinda
ketogenez dahil metabolizmanin diizenlenmesinde Onemli rollere sahiptirler. Son
zamanlarda PPARymin nodron hiicreleri iizerinde antioksidan, anti-enflamatuvar
etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda; glukozu azaltilmis ve
keton eklenmis aglik modelinde, SH-SY5Y noron hiicrelerinde pioglitazonun (PPARYy
agonisti) noron hiicre proliferasyonu, canlilig1, enerji metabolizmas1 ve mitokondriyal
fonksiyonlar  iizerine etkilerinin  aragtirllmasi  amaglamistir.  Pioglitazon
uygulanmasindan 6nce ve sonra; enerji metabolitleri (glukoz, laktat, keton (BOHB)),
laktat dehidrogenaz aktivitesi, mitokondriyal sitrat sentaz aktivitesi, hiicre
proliferasyon stireleri ve canlilik oranlar arastirilmistir. Glukozu azaltilmis, keton
ilave edilmis ndron kiiltlirlerine pioglitazon eklendiginde; metabolik parametrelerde,
mitokondriyal fonksiyonlarda, hiicre populasyonu iki katina ¢ikma siirelerinde ve
canlilik oranlarinda kontrol gruplarina gore artislar gézlenmistir. PPARy agonisti
uygulanan noronlarda mitokondriyal sitrat sentaz aktivitesi, laktat ve LDH
seviyelerindeki degisiklikler daha once literatiirde gosterilmemistir. Sonuglar,
pioglitazonun Ozellikle keton cisimlerinin varliginda norodejeneratif hastaliklarin

tedavisinde etkili bir alternatif oldugunu diistindiirtmektedir.

Anahtar Sozciikler: Aclik, Keton cisimleri, Noron kiiltiirleri, Pioglitazone, PPARY.



ABSTRACT

Investigation Of The Effects Of Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
Gamma (PPAR,) Agonist Used In The Treatment Of Diabetes Mellitus (DM) On
Prolonged Fasting Model Applied Neuron Cultures

Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma (PPARY), agonists used for the
treatment of Diabetes Mellitus (DM), has important roles on the regulation of
metabolism including ketogenesis in fasting and low glucose states. Recently PPARYy
is thought to have anti-oxidant, anti-inflammatory effects on neuronal cells. In the light
of these information; it was aimed to investigate the effects of pioglitazone (PPARY
agonist) on neuron cell proliferation, viability, energy metabolism and mitochondrial
functions on SH-SYS5Y neuron cells in a glucose-reduced and ketone-supplemented
fasting model. Before and after pioglitazone treatment; energy metabolites (glucose,
lactate, ketone (BOHB)), lactate dehydrogenase activity, mitochondrial citrate
synthase activity, cell proliferation times and viability rates were investigated. PPARy
agonist addition to glucose deprived, ketone added neurons caused positive
improvements in energy metabolites, mitochondrial function, doubling time and
survival rates according to the control groups. Changes in mitochondrial citrate
synthase activity, lactate and LDH levels of neuronal cells treated with PPARy agonist
have not been previously shown. Results suggest that, pioglitazone can be an effective
alternative for the treatment of neurodegenerative diseases especially with the presence

of ketone bodies.

Keywords: Fasting, Ketone bodies, Neuron cultures, Pioglitazone, PPARY.



1 GIRIS VE AMAC

Son yillarda, kalori kisitlamasinin ve uzun siireli achigin beyin fonksiyonlarina
etkileri iizerine deneysel ve klinik calismalar yapilmaktadir (1). Kalori kisitlamasi,
alinan besin miktarinin eksik beslenmeye yol agmayacak sekilde sinirlandirilmasidir
(undernutrition without malnutrition). Kalori kisitlamasinin; yaslanma, metabolik
sendrom, diyabet, kanser, immun cevabin olusturulmasi ve Omriin uzamasindaki
olumlu etkileri ispatlanmistir (2,3,4). Son yillarda, kalori kisitlamasina alternatif yeni
bir beslenme modelinden bahsedilmektedir. Bu beslenme bi¢imi, alinan kaloriye
kisitlama getirmeksizin uzun siireli araliklarla (8-16 saat) beslenmedir (Intermittent
Fasting-IF). Aralikli beslenmenin; lipit diizeyleri, enflamasyon, beyin fonksiyonlari,
yaslanma, kronik hastalik ve genel saglik durumu iizerine olumlu etkileri gosterilmistir
(5, 6, 7). Insanlarda uygulanan uzun siireli aghk “Uzamis A¢lik” modeli ise 12 saatten
fazla herhangi bir yiyecegin tiiketilmemesidir. Uzamis aclik/kalori kisitlamasi
modelleri, diger beslenme modellerinden ayrilmaktadir. Her iki beslenmede de beyin
tarafindan alternatif enerji kaynagi olarak keton cisimlerinin kullanildig: bilinmektedir
(8, 9, 10). Bu beslenme bicimlerine ek olarak viicutta ketonlarin artmasini saglayan
ketojenik diyet, 6zellikle ilag tedavisine yanit vermeyen direngli epilepsi hastalarinda
uygulanmakta ve olumlu sonuclar alinmaktadir (11). Ketojenik diyet; yiiksek yag ve
protein, diisiik oranda karbonhidrattan olusmaktadir. Ketojenik diyetteki bu igerik,
diisiik glukoz seviyelerine ve bunun sonucu olarak da keton sentezlemesine neden olur
(12, 13). Ketojenik diyetin birgok mekanizma ile PPARY'y1 aktive ettigi gosterilmistir
(14, 15). Yapilan arastirmalarda, ketojenik diyetin mitokondriyal sitrat sentaz
enziminin aktivitesini arttirdigindan da bahsedilmektedir (16). Bunlara ek olarak
viicutta yiiksek miktarda keton bulunmasinin néron ve periferik hiicrelerde, lipit ve
enerji metabolizmasini diizenleyen, tip II niikleer transkripsiyon faktorii Peroksizom
Proliferator Aktive Edilmis Reseptéor (PPAR)’in aktivasyonunu sagladigr da
gosterilmistir (17). Uzun siireli achk siirecinde de yliksek konsantrasyonlarda

salgilanan keton cisimlerinin PPARY yolaklarini aktive ettigi diistiniilmektedir (15).



Peroksizom Proliferator Aktive Edilmis Reseptorler (PPAR)’lar, niikleer
reseptorler ve liganda bagli transkripsiyon faktorleri olan niikleer hormon faktorlerinin
siiper ailesine ait proteinlerdir (18). Yapisal olarak, PPAR'lar steroid veya tiroid
hormonu reseptorlerine benzerler ve kiictlik lipofilik ligandlara yanit olarak uyarilirlar.
Hormonlarin, vitaminlerin, endojen metabolitlerin ve ksenobiyotik bilesiklerin
sensorleri olarak gorev yapan PPAR'lar, ¢cok sayida genin ekspresyonunu kontrol eden
niikleer reseptorlerdir (19). PPAR’larin, ii¢ izoformu vardir ve enerji
metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Fakat sadece PPARy’ nin, tiazolidinedionlar
tarafindan aktive edildigi diisiiniilmektedir (18). Tiazolidinedionlar (TZD'ler), yaygin
olarak calisilan PPARY ligandidirlar.

Yapilan literatiir arastirmasinda, ketojenik ortamda mitokondriyal fonksiyonlar
lizerine yeterli sayida calisma olmadigi dikkati ¢ekmektedir. Oysa mitokondri,
hiicresel metabolik fonksiyonlarin yer aldigi énemli bir organeldir. Tiim hiicresel
fonksiyonlar icin gerekli olan biyolojik enerjinin; krebs dongiisii ve oksidatif
fosforilasyon ile elde edilmesi, hiicrelerin enerji jeneratorii olarak adlandirilan
mitokondrilere baglidir. Dolayisi ile metabolik olarak viicut enerji metabolizmalarinda
varsayllan bir farkliligin, mitokondriyal fonksiyonlar ile iliskilendirilerek

aydinlatilmas1 gerekmektedir.

Bu caligmada yola ¢ikis noktamiz; Diyabetes Mellitus tedavisinde kullanilan
PPAR gama agonistlerinin; diger bir ¢ok metabolik hastalikta (metabolik sendrom,
obezite vb), ayrica bazi1 kronik noroenflamatuvar hastaliklarda yararli etkilerinin
gosterilmis olmasidir (14, 20, 21, 22, 23). Pioglitazonun mitokondriyal biyogenez
etkileri iizerine yapilan bir aragtirmada SH-SY5Y (human ndroblastom-ATCC/CRL
2266) hiicreleri kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmistir (24). PPAR gama
agonistlerinin etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi ile nérodejeneratif hastaliklarin
tedavisine biiyiik katki saglanabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamizda yukaridaki
bilgiler 1s18inda SH-SYSY (human ndoroblastom-ATCC/CRL 2266) hiicrelerine
glukoz kisitlamasi sirasinda keton ilavesi yapilarak uzun stireli aglik modeli uygulandi.

Bu uygulama sirasinda inkiibasyon besiyerlerine PPAR gama agonisti (pioglitazon)



eklenerek enerji metabolizmalari, mitokondriyal fonksiyon ve hiicre canliliklar

incelendi.



2 GENEL BILGILER

Yasamimizin saglikl siirdiiriilmesi ve saglikli yasam siiremizin uzatilmasi igin
ispatlanmis tek yol uygun beslenme seklidir (25). Beslenme bozukluklari; diyabet,
obezite, hipertansiyon, gastrointestinal ve kardiyovaskiiler hastaliklar, gelisim geriligi,
cesitli metabolik hastaliklar ve kanser basta olmak iizere bir¢ok saglik sorununa neden

olmaktadir (2, 26).

Son yillarda kalori kisitlamasi ve uzun siireli agligin beyin fonksiyonlari
tizerindeki etkileri deneysel ve klinik ¢alismalarda incelenmistir. Her iki durumda da
glukoz kisitlamasi oldugundan beyin, alternatif enerji kaynagi olarak keton cisimlerini
kullanmaktadir. Kalori kisitlamasinin; yasam siiresini uzattifi, yasam kalitesini
arttirdigl, kanser ve yaslanmaya bagli hastaliklar iyilestirdigi gosterilmistir (2, 5, 6)
(Sekil 1).
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Sekil 1. Kalori kisitlamasinin etkileri. Kalori kisitlamasiin, c¢esitli yaslanma
kriterlerine tlzerine etkileri ile ilgili kemirgen ve insan disindaki primatlarda

(farelerde) yapilan ¢alismalarin sonuglar1 gosterilmektedir (2).



Metabolik regiilatorlerin, kalori kisitlamasi ile yaslanmanin geciktirilmesinde
onemli rolleri vardir (2) (Sekil 2). Besin ve enerji algilama faktorleri; biiyiime,
metabolizma ve enflamasyon ile ilgili yolaklardan hiicre i¢i/dis1 sinyaller alirlar (2)
(Sekil 2). Yag tiikketimindeki degisikliklerin, hiicresel yapilarda yer alan yag asitlerinin
tiirliinii ve sayisini etkiledigi bilinmektedir (2). Lipidlerin tasinmasi-kullanimi, insan
ve yaglanma calismalarinin ortak temalaridir. Ayrica lipit metabolizmasinda meydana
gelen degisikliklerin, kalori kisitlamasi modelindeki mekanizmalarda da yeri

onemlidir (2).
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Sekil 2. Kalori kisitlamasi ile degisen metabolik regiilatorler. Kalori kisitlamasi diyet

uygulamasi sonucu bir ¢ok besin ve enerji algilama faktorleri degismektedir (2).

Kalori kisitlamasinin yukarida bahsedilen olumlu etkileri; insanlar {izerinde
yapilan caligmalar yaninda fareler, kemirgen ve insan disinda primatlarla yapilan

calismalarla da desteklenmistir.
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Sekil 3. Brandhorst ve arkadaslarinin aralikli beslenme ¢alismalari. Aralikl

beslenmenin; mayalar, fareler ve insanlar lizerindeki etkileri (6).

Ancak bir¢ok kisi kalori kisitlamasi diyetlerini uzun siireli olarak devam
ettirilmesinde zorlanmaktadir. Dolayis1 ile alternatif beslenme modeli olarak, ayni
biyolojik etkilere sahip oldugu diigiiniilen “Uzamis A¢lik” onerilmektedir (5, 7, 27).
Bahsi gegen uzamis agligin bir ¢ok olumlu etikeleri maya, fare ve insan deneyleri ile

de isaret edilmektedir (Sekil 3) (6).



2.1 Uzun Siireli A¢hik ve Ketojenik Diyetin Etki Mekanizmasi

Uzun siireli aclik, 12 saatten fazla siire ile hicbir yiyecegin tiiketilmemesi olarak
tanimlanmaktadir (26, 28). Ketojenik diyet ise diisiik karbonhidrat, yeterli protein ve
yiiksek oranda yag icermektedir.

Karaciger ve kas hiicrelerinde bulunan glikojen, glukozun depo seklidir. Tokluk
sirasinda kan glukoz diizeyi yiikselmekte ve insiilin salgisi artmaktadir. Insiilin,
dolasimda bulunan glukozun hiicrelere girisini saglamaktadir. A¢lik sirasinda ise kan
glukozu diismektedir. Glukagon hormonu, kan glukoz homeostazisini saglamak i¢in
salgilanmaktadir. Glukagon, karacigerde depo seklinde bulunan glikojenin
glikojenoliz yoluyla yikimini gergeklestirmektedir. Glikojenin yikimi ile serbest

glukoz salinmakta ve glukoz homeostazisi saglanmaktadir (29).

Beyin, temel enerji kaynagi olarak glukoz kullanmaktadir fakat uzun stireli aglik
durumunda glukoz temini i¢in karacigerdeki glikojen depolar1 yetersiz kalmaktadir
(29). Glukoz homeostazisi i¢in proteinler yikilir ve aminoasitler agiga ¢ikar. Bu sekilde
glukoneojenik aminoasitlerden, glukoneogenez yoluyla glukoz saglanmaktadir. Bu
arada yag asitleri yikim1 da baglamaktadir. Yag asitleri de B-oksidasyonla Asetil CoA
molekiillerine kadar yikima ugramaktadir. Glukoz, yag asitleri ve aminoasitler
metabolize olduklarinda Asetil CoA olusturmaktadir. Asetil CoA, krebs (trikarboksilik
asit) dongiisline katilmaktadir (Sekil 4).
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Sekil 4. Uzun siireli aglik. Uzun siireli (>12 saat) ag¢lik durumunda dokularin

metabolik etkilesimleri (30).

Uzamis aglik sirasinda; Asetil CoA’lardan, karaciger hiicresi mitokondrilerinde
keton cisimleri meydana gelmektedir. Keton cisimleri; asetoasetat, 3-hidroksi biitirat
ve aseton olmak iizere lige ayrilmaktadir. Karaciger hiicrelerinde bulunan 3-hidroksi-
3-metilglutaril-CoA sentaz enzimi (HMG CoA sentaz) ile Asetil CoA molekiilleri
birleserek keton cisimlerini olusturmaktadirlar. 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA sentaz

enzimi, ayn1 zamanda keton cisimlerinin sentezinde hiz kisitlayici basamakta rol
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almaktadir (Sekil 5). Aseton, akcigerlerden solunum yoluyla kullaniimadan
atilmaktadir. A¢lik esnasinda daha az olmakla birlikte, ketoza giren hastalarda
meydana gelen karakteristik koku asetondan kaynaklanmaktadir. Karaciger hiicreleri,
keton cisimlerini parcalayan enzime sahip olmadiklar1 icin, keton cisimleri kan
dolasimima ge¢mektedirler. Uzun siireli aglikta, glukoz diizeyi diistiigii icin
mitokondrisi olan hiicreler enerji kaynagi olarak keton cisimlerini kullanmaya
baslamaktadir. Hiicrelerde, keton cisimlerinden de Asetil CoA meydana gelmektedir.
Meydana gelen asetil CoA’nin, krebs dongiisine katilmast ile de ATP
sentezlenmektedir. Beyin icin temel enerji kaynagi glukoz olmasina ragmen, uzun
stireli aclikta kan-beyin bariyerini gecebilen keton cisimleri de enerji kaynag: olarak
kullanilmaktadir (8, 10). Keton cisimlerinden; aseton metabolize olmadan solunum
yoluyla atildigindan, asetoasetat ise 3-hidroksi biitirat iiretimi sirasinda bir ara iiriin
olarak kabul edidigi i¢in, 3-hidroksi biitirat (BOHB) keton cisimlerinin baslicas1 olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica, uzun siireli aglik sirasinda enerji kaynaginin cogunlugu

BOHB'dan gelmektedir (10).
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Sekil 5. Keton cisimlerinin sentezi. Asetil CoA’dan keton cisimleri sentezlenmesi (29).

Ketojenik diyet: Ketojenik diyetin temelini olusturan ilk arastirma 1922 yilinda

Wilder tarafindan yaymlanmis ve ilaca direncli epilepsi hastalarinda pozitif etkileri

12



gozlemlenmistir (8, 31, 32). 1940’k yillarda ise yeni anti-epileptik ilaclarin
gelistirilmesi ile ketojenik diyet popiilaritesini kaybetmistir. Hollywood yapimecisi Jim
Abrahams’in oglu Charlie’nin ilag tedavisine yanit vermeyen epilepsi nobetlerinin
kontroliiniin saglamas1 i¢in ketojenik diyet uygulanmis ve olumlu sonu¢ alinmustir.
Bunun iizerine ketojenik diyetin tanmitim1 ve gelistirilmesi i¢in Jim Abrahams
tarafindan “Charlie Foundation” dernegi kurulmustur. Jim Abrahams tarafindan 1997
yilinda, ketojenik diyetin etkinligini gosteren “First Do No Harm” isimli film
cekilmistir. Ketojenik diyet, 2000°1i yillarda anti epileptik tedaviye ragmen nobet
kontrolii saglanamayan epilepsi hastalarinin tedavisinde, tekrar dikkatleri ¢ekmistir

(32, 33).

Ketojenik diyet, aglik metabolizmasi ile uyumlu olarak diisiik karbonhidrat,
yeterli protein ve yliksek oranda yag icermektedir. Ketojenik diyet uygulanmasinin
hemen ardindan plazma; keton, insiilin, glukoz, glukagon ve serbest yag asit
diizeylerinde degisiklikler meydana gelmektedir. Meydana gelen bu degisiklikler,
farkli norobiyolojik yolaklar lizerinde etki gostererek nobet sikliginin azalmasini
saglamaktadir (8, 11, 32). Keton cisimleri ve ketojenik diyet ile yapilan bir ¢alismada;
diyet siiresince ketogenez ve yag asidi oksidasyonunun, PPARy etkilesimi ile

diizenlendigi ispat edilmistir (15).

2.2 Peroksizom Proliferator ile Aktive Edilmis Reseptorler (PPARs)

PPAR’Iar, ilk olarak kemirgen karacigerinde gosterilmis ligant bagimli niikleer
reseptorlerdir (34). Niikleer reseptorler, hedef genlerin anlatimini diizenleyen
transkripsiyon faktorleridir. Hedef genlerde; hiicre boliinmesi, organogenez,
homeostaz gibi islevleri vardir (34). Niikleer reseptor ailesi; vitamin D reseptdrleri,
tiroid hormon reseptorler, retinoid reseptorler, steroid reseptorler, endojen ligandi ve
daha bilinmeyen cesitli reseptdrlerden meydana gelmektedir. Ozgiin ligantlarmn, bu

reseptorlere baglanmasiyla olusan ekstraselliiler sinyaller hiicrenin yanit olusturmasini
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saglamaktadir. PPAR’larin; PPARo, PPARPB/06 ve PPARY, olmak iizere ii¢ farkli izotipi
vardir (23, 35, 36).

PPAR-a geni, niikleer reseptor transkripsiyon faktoér ailesinden olan PPAR
(Peroksizom Proliferator ile Aktive Edilmis Reseptor)’1 kodlamaktadir. Bu reseptor,
Ozellikle mitokondriyal yag asidi oksidasyonunda etkili genlerin anlatiminda merkezi
regiilator olarak rol oynamaktadir. PPAR-o’nin anlatimi; mitokondri ve peroksizomal
yag asidi beta oksidasyon oraninin yiiksek oldugu karaciger, kalp, bobrek, iskelet kasi,
kahverengi yag dokularinda yiiksek oranda yapilmaktadir. Ayrica; damar geperi,
monosit-makrofaj, diiz kas ve endotelyal hiicrelerde de anlatimlar1 vardir (23, 37, 38).
PPAR-o’nin ana yolag: ligant bagimli aktivasyondur. PPAR-a ve retinoid-X reseptorii
birlikte meydana getirdikleri heterodimerizasyon sonucu konformasyonel degisiklik
meydana gelmektedir. Bu degisiklik, heterodimer kompleksin hedef genin promotor
bolgesindeki PPAR Response Element (PPRE)’ye baglanmasini giiglestirmektedir.
Dogal PPAR-o’'nin ligantlari, doymus ve doymamis yag asitleridir. Hedef genin
aktivasyonu ile ansatiirasyon orani dogru orantili olarak artmaktadir. Dogal
ligantlardan baska ayrica sentetik olarak (cilofibrate) ve ikinci generasyon fibratlar da

PPAR-o’y1 aktive edebilme yetilerine sahiptirler (36, 39, 40).

PPAR B/ izotipinin, hemen her yerde ifade edildiginden 6zel dokulardaki ligant-
aracili etkilerini belirlemek zor olmaktadir (23, 41). Bu sebeple diger izotiplerine gore
onceleri onemi anlagilamamistir (41, 42). Daha sonra olusturulan obez ve diyabetik
hayvan modellerinde, HDL-kolesterolii yiikselttigi ve beyaz adipoz doku yag deposu,
trigliserit, aglik insiilin, LDL diizeylerini diisiirdiigii ispat edilmistir (43, 44). Dolay1s1
ile PPAR B/6’nin hiperlipidemi de uygun bir hedef oldugu gosterilmesi ile tekrar
dikkatleri tizerine ¢gekmistir (43, 44).

PPARy’nin, PPAR y1 ve PPAR 72 olmak iizere iki izoformu vardir. PPARYy2,
PPARy1’den amino ucundaki 30 amino asitlik ilave dizisi ile ayrilmaktadir.

PPARy1’in anlatim1 daha ¢ok makrofajlarda, kolonda, iskelet kasinda ve karacigerde
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yapilmaktadir. PPAR ¢2’nin anlatimi ise daha c¢ok beyaz ve kahverengi yag
hiicrelerinde gerceklestirilmektedir. Ozellikle PPAR y2 izoformunun adipogenez, lipit
metabolizmas1 ve insiilin hassasiyeti iizerine pozitif etkilerinin yaninda anti-

enflamatuvar, anti-oksidan etkilerinin de olduguna deginilmektedir (45).

PPARYy; sitokinler, indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS), enflamasyonu
sentezinden sorumlu olan

PPARy; bir den fazla

Onleyen prostaglandinler ile prostaglandinlerin
Cyclooxygenase-2 (COX-2)’yi stimiile etmektedir.
proenflamatuvar genin ifadesini de baskilayarak, enflamatuvar cevabin regiilasyonunu
saglamaktadir (46). PPARY; adiposit farklilagsmasinda, lipit metabolizmasinda, glukoz
homeostazinda da rol oynamaktadir (Sekil 6) (19, 46, 47, 48). PPARy’ nin, hedef
genlerin anlatiminin diizenlenmesine katki sagladigi gibi anti-aterosklerotik etkisi de
gosterilmistir. PPARy ligantlari; GLUT2, glukokinaz, glikojen sentez gibi glukoz
homeostaz1 ilizerinde etkisi olan ve yag asidi sentaz gibi adiposit hiicrelerinden
salgilanan hormonlarin da regiilasyonunu saglamaktadir (49). Ayrica, PPARy
preadipositlerin adipositlere degisiminde Onemli rolii olan bir transkripsiyon
faktoridiir. PPAR y’nin; farkli sistem, organ ve dokular lizerin de etkileri Sekil 7 de

goriilmektedir (20, 36).

LI T2
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Glukoz / \‘; GLUT2

'Glukoz-6-fosfat
Glugoz 1-fosfat

f( Yag asidi sentaz @'mimz
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ATP/ADP
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Lipoapoptozun
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Sekil 6. PPAR-Gamma’nin etkileri. Aktive edilmis PPAR-Gamma’ nin karaciger ve

B-hiicrelerinde bulunan glukoz sensorleri lizerinde ki etkilerinin sematik gdsterimi

(50).
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Sekil 7. PPAR vy aktivasyonu. PPAR y’nin aktive edilmesinin olumlu (yesil oklar) ve

olumsuz etkileri (kirmiz1 oklar) (20).

PPAR’lar, insandaki diger transkripsiyon faktorlerinde oldugu gibi, gen
ekspresyonun regiilasyonundan da sorumludurlar (Sekil 8). PPAR’larin, izole edilmis
farkli izoformlarinin oldugu ve bunlarin farkli dokularda dagilim gosterdiklerine isaret

edilmektedirler (36, 51).
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Sekil 8. PPAR anlatim regiilasyonu. Gen ekspresyon regiilasyonu mekanizmasinin ve

PPAR izoformlarinin fonksiyonlarinin sematik goriiniimii (52).

PPAR izoformlar1, dokularda farkli olarak eksprese olmakta ve organogenez

donemine gore de dagilim paterni artarak ya da azalarak degisiklik gostermektedirler

(53). Izoformlarin metabolik &zelliklerinde de farklilik kaydedilmistir (Tablo 1).

PPAR-a’nin; Ozellikle karaciger-bobrek ve kalp dokusunda anlatimi yapilirken,

PPAR-y’nin adipoz dokuda anlatim1 yapilmaktadir. PPARa, hiicrede yag asidi 8

oksidasyonu ve lipoprotein sentezinin aktive edilmesinde rol alirken, PPAR-y’ nin

etkisi adiposit farklilasmasinda ve trigliserit sentezindedir (10, 36).
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Tablo 1. PPAR izoformlar1 ve organ ve dokulardaki metabolik rolleri (54).

PPARa

PPARy

PPAR B

Ekspresyon bilgeleri

Karaciger, bobrek, kalp

Adipoz doku, makrofaj

Adipoz doku, deri ve
beyin gibi bir¢ok
dokuda

Aktive edilen hiicresel

olaylar

Yag asidi p oksidasyon,
lipoprotein sentezi,

aminoasit katabolizmasi

Adiposit farkhlagmasi,

trigliserid sentezi

Yag asidi p

oksidasyonu

Fizyolojik fonksiyon

Achkta metabolik

cevabin diizenlenmesi

Adiposit farkhilasmasi,

yag asidi depolama

Kas lifi tipi belirlemesi

Hedef gen érnekleri

Karnitin palmitoil

transferaz 1, HMG COA

Yag asidi-baglayan

protein 4, lipoprotein

Agil-KoA oksidaz,

karnitin palmitoil

sentaz 2, apoA-1 lipaz, adiponektin transferaz I

PPAR’larin korunmus fonksiyonel bolgeleri vardir (Sekil 9) (35). A/B bolgesi
igerisinde yer alan 1. aktivasyon bdlgesinin AF-1 (Activation Function-1), liganttan
bagimsiz transaktivasyon fonksiyonlarindan bahsedilmektedir. A/B bolgesi degisken
dizilere ve uzunluklara sahiptir (55). Bununla birlikte, bu bolgede birden fazla kesip-
ekleme yoluyla (splicing) olusmus farkliliklarin yer almasi, ayni niikleer reseptorlerin

farkli izoformlarinin oldugunu da ispatlamaktadir (36, 53).

E/F

Heterodimerizason ve
Ligand baglayan bolge

DNA baglayan
bolge

Sekil 9. PPAR’1n yapisi.

(A/B: Transaktivasyon ve fosforilasyon bdlgesi, C: iki ¢inko parmak yapisiyla DNA baglayan bolge,
D: Mentese bolgesi, E/F: Ligant baglayan bolge, AF-1: 1. aktivasyon fonksiyonu bolgesi, AF-2:
2.aktivasyon fonksiyonu bolgesi (35)).
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Deoksiribontikleik Asit (DNA) baglayan bolge (C bolgesi), niikleer reseptorlerin
en fazla korunmus bélgeleridir. Iki adet ¢inko parmak seklinde katlanmalar1 vardir (26,

35).

PPAR; P-kutusunun primer dizisinin (CEGCKG, biitiin PPAR proteinlerinde
aynidir) hedef genin promotor bolgesindeki PPAR Response Element (PPRE)’e
baglanmasi ile meydana gelmektedir (53). P-kutusu {iizerindeki mutasyonlar
transkripsiyonu durdurabilmektedir. PPAR, niikleer reseptor ailesinin bagka bir iiyesi
olan 9-Cis Retinoik Asit Reseptorii ile heterodimer olusturmakta ve bu heterodimer de

DNA iizerindeki PPRE’ye baglanmaktadir (36, 52).

PPAR liganda baglaninca, 6zgiin yapisal degisiklik meydana gelmektedir. Baska
bir transkripsiyon faktorii olan Retinoid X Reseptor/Retinoik Asit Reseptorii
(RXR/RAR)’a baglanmaktadir. PPAR’lar daha sonra bir veya daha fazla koaktivator
proteinle etkilesime girmektedirler. Heterodimerik kompleksin  olugmasi
gerceklestikten sonra, kompleks niikleus i¢ine transfer olarak hedef genin promotor
bolgesinde bulunan PPRE’ye baglanmaktadir. Riboniikleik Asit (RNA) polimeraz I1
ve bagka transkripsiyon faktorlerinin de katilimi ile hedef genin transkripsiyonu
yapilmaktadir (Sekil 10) (52, 53, 55). Ayrica, PPAR’larin diger transkripsiyon
faktorleriyle etkilesmesi ile transkripsiyonu baskilama o6zelliginin oldugu da

ispatlanmistir (26, 56).
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® ngandla' Kofaktorler

Fosforilasyon

Genel Transkripsiyon Faktorleri

AA/TCTAGGTCAAAGGTCA
| et -

Sekil 10. Transaktivasyon mekanizmasi. PPAR’larin hedef genlerde ki gen anlatimi

(55).

2.3 Tiazolidinedionlar

Diyabetes Mellitus (DM) hastaligi, glukoz homeostazinin bozulmasidir.
Pankreasta bulunan ve insiilin salgilamakla gorevli olan beta hiicrelerinin ¢esitli
nedenlerle tahrip olmas1 sonucu yeterli insiilin salgilayamamasi sonucu gelisen Tip I
ve insiilin direnci sonucu gelisen Tip II diyabet olmak iizere 2 tip DM hastalig1 vardir.
Her iki tipin tedavisinde de kandaki glukoz seviyesinin normal sinirlar igerisinde
tutulmas1 esastir. DM tedavisi i¢in gelistirilen ilk farmakolojik yaklasimlarin
gastrointestinal sistem, kardiyovaskiiler sistem gibi baz1 sistemlere ve karacigere yan
etkileri mevcuttur. Yeni nesil gelistirilen anti-diyabetik ilaglar ile bahsi gegen yan

etkiler bertaraf edilmeye calisilmaktadir (57, 58, 59, 60) .

DM tedavisinde giiniimiizde siklikla kullanilan tiazolidinedionlar (glitazonlar),
PPAR-y agonistidirler baska bir deyis ile yaygmn olarak incelenen PPARy
ligandlaridirlar. Hormonlarin, vitaminlerin, endojen metabolitlerin ve ksenobiyotik

bilesiklerin sensorleri olarak gorev yapan PPARy'lar, cok sayida genin ekspresyonunu
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kontrol eden niikleer reseptorlerdir. PPAR-y'nin adiposit farklilagmasini, yag asidi
depolamasini, glukoz metabolizmasin1 diizenledigi bilinmektedir ve antidiyabetik
ilaglarin hedefidir (19, 47, 48). PPAR-y’nin farkli agonistleri de olmasina ragmen en
popiiler olanlar1 tiazolidinedionlardir (Tablo 2) (57). Tiazolidinedionlar; troglitazon,
pioglitazon ve rosiglitazon olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Tiazolidinedionlarin
ilk 6rnegi olan ciglitazon ilk defa 1982 yilinda tanimlanmistir. Fakat etkisinin az ve
yan etkilerinin fazla olusu sebebi ile klinikte kullanilamamistir. Ardindan kullanilan
troglitazon ise hepatotoksisiteye ve dliimlere neden olmasi ile 2000 yilinda piyasadan
cekilmistir (58). Tiazolidinedionlar; karaciger, yag ve kas dokusunda PPAR-y
reseptorlerini  stimiile ederek, dokularin insiiline karsi olan hassasiyetini
artirmaktadirlar (Sekil 11). Yeni nesil Tiazolidinedionlarin ise, etkinlikleri ve

giivenlilikleri ispat edilmistir (59, 60).

Tablo 2. PPAR-y agonistleri (57).

Dogal PPAR-y agonist Linoleik asit
Linoclenik asit

Arasidonik asit, Eikozapentaenoik asit, Oleik asit
15-Deoxy-d 12,14- prostaglandin J2 (15d-PGJ2)
12, 15-hidroksielkozatetraenoik asit (HETE)

9, 13-hidroksioktadekadienoilk asit (HODE)
Lizofosfatidik asit (LPA)

Okside fosdolipidler

Sentetik TZD Ciglitazon
PPAR-y Troglitazon
agonist

Rosiglitazon
Pioglitazon

TZD olmayanlar GW 1929
GWTB45

PPAR-aly agonist Muraglitazor
GW409544

Maveglitazor
Tesaglitazor
Metoglitazon
PPAR-a/yi® agonist Bezafibrat
PPAR-y antagonist BADGE
GWaBsE62
LG100641
PDO6B8235
SR202
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TZD Glikoz Yag Asitleri
Glikoz Alimi Lipoprotein
ve Kullanimi Lipaz
PPAR-gamma -
insiiline Yanit Genlerinin
Transkripsiyonu
N J

Sekil 11. Tiazolidinedionlarin etki mekanizmasi. Tiazolidinedionlarin glukoz ve yag

asitleri lizerine etkileri (59, 61, 62).

Tiazolidinedionlar, 6zellikle adipositlerde bir niikleer uanskripsiyon faktorii olan
niikleer reseptorlere (PPARY) baglanarak aktive etmektedirler. Diger bir deyis ile bu
reseptorlerin agonistidirler (61, 62). Kemirgenlerde, tiazolidinedionlarin subkutan yag
depolarinda adipogenezi stimiile ederek kiigiik yag hiicrelerini sayica arttirdig
gosterilmistir (63). PPARy ligantlari, adipositlerden ayrilan serbest yag asitleri
tizerinde etkili olan ve adiposit hormonlarin1 kodlayan genlerin anlatiminin

diizenlenmesinden de sorumludurlar (25, 41).

2.3.1 Pioglitazon

Tiazolidinedion grubu ilag¢ olan pioglitazon hidrokloriir; anti diyabetik 6zellikte,
oral olarak kullanilan, 392.898 g/mol molekiil agirliginda, IUPAC ad1: 5- ((4-(2-(5-
ethylpyridin-2-yl) ethoxy)phenyl)methyl) -1,3- thiazolidine-2,4-dione; hydrochloride
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ve molekiil formiilii C19H21CIN20sS olan aktif tiazolidinedion hidrokloriir tuzudur (59,

64) (Sekil 12).

H
o
\_\}__.. N..'
f L
L —9
T

Sekil 12. Pioglitazonun kimyasal yapis1 (65).

Pioglitazonun, glisemik kontroliin yani1 sira tip 2 diyabetli hastalarda
kardiyovaskiiler hastaliklar riski lizerine pozitif etkileri oldugu da kanitlanmistir (66,
67). 2000 yilinda kullanilmaya baslanan pioglitazon, giiniimiizde kullanilmakta olan
tek tiazolidinedion grubu ilagtir. Hem egzersiz hem de diyet ile kontrol edilemeyen
kilolu diyabet hastalarinda oral monoterapide kullanim onay1r 2002 senesinde
alimmistir (68). Pankreas [-hiicre fonksiyonlarinin %350’si normal olan diyabet
hastalarinda, pioglitazon kullanilan monoterapide HbAlc’de %1,5 ve aglik kan glukoz
degerlerinde ortalama 4 pg/dL diisiis gdzlemlenmistir. B-hiicre fonksiyonlar1 %50’den
daha fazla bozuk olan hastalarda ise diger ajanlarla kombine olarak kullanilmasi

onerilmektedir (69).
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24 Mitokondriyal Fonksiyonlarin Degerlendirilmesi

Mitokondri, biitlin 6karyot hiicrelerin sitoplazmasinda yer alan 0. 5- 1 um ¢apinda
cubuk ya da yuvarlak sekilli organeldir. Mitokondri, dig membran ve i¢ membran
olmak tizere iki ayr1 membran sistemine sahip olup i¢ membran; genis bir yapiya
sahiptir, siki bir sekilde katlanmis ve iizerinde ¢ikinti seklinde bulunan “krista” olarak
adlandirilan yapilar bulunmaktadir. Dis membrana paralel olarak diizenlenmis
kivrimlar seklindedirler. Iki membran arasinda kalan bosluga membranlar aras1 bosluk
ve i¢ membranin kapladigi yogun siviya matriks adi verilmistir. Dis membran
gecirgendir ve bu gecgirgenlik porin ad1 verilen transmembran protein kanallar aracilig
ile olmaktadir. Dig membran, 10 kilodalton (kDa)’dan kiigiik molekiilleri ve iyonlar
bu kanallar aracilig1 ile gegirebilmektedir. i¢ membran ise sadece 6zel yapili protein
tagiyicilan araciligi ile Adenozin Difosfat (ADP) ve uzun zincirli yag asitlerinin de

dahil oldugu 6zel molekiillere kars1 gegirgendir (70, 71, 72).

Mitokondri i¢ membrani; oksidatif fosforilasyon ile ilgili enzimleri i¢cerdiginden
oOtlirti, mitokondriler “hiicrelerin enerji merkezleri” olarak tasvir edilmektedir (72, 73).
Kristalarin sayis1 ve morfolojisi hiicrenin enerji gereksinimine gore degismektedir.
Sik1 bir sekilde katlanmis ve genis bir yapiya sahip olan krista lamelleri, kas ve
ndronlarda genis bir yiizeyi kaplamaktadir (74). Elektron mikroskop analizlerinde,
mitokondri i¢ ve dig membraninda “benekli bolgeler” tespit edilmistir. Son yapilan
caligmalara gore bu bolgelerin, proteinlerin transportunda 6nemli bir gorevi oldugu

tahmin edilmektedir (72, 73).

Matriks igerisinde, sitrik asit dongiisii ve yag asidi oksidasyonu ile ilgili
reaksiyonlarin biiylik bir kismi gerceklesmektedir. Sitrat sentaz enzimi de
mitokondrinin matriks kisminda yer almaktadir. Ayrica, trisiklik asit sikliisiiniin ilk
enzimidir. Hiicre ekstraksiyonlarinda gergeklestirilen sitrat sentaz aktivitesi ol¢limii,
mitokondri aktivitesi ve fonksiyonarinin indirekt gostergesi olarak kabul edilmektedir

(75). Ayrica, trisiklik asit sikliisiiniin ilk enzimidir. Hiicre ekstraksiyonlarinda
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gerceklestirilen sitrat sentaz aktivitesi Ol¢limii, mitokondri aktivitesinin indirekt
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ayrica, mitokondriyal DNA (mtDNA) ve
ribozomlar-gen ekspresyonu ile ilgili enzimler de yine matriks igerisinde yer

almaktadirlar (72, 76).

Mitokondrilerin, hiicrelerde dagilimlarinin rastgele olmadigt ve enerji
ihtiyaclarini en kisa zamanda karsilayabilecek sekilde yer aldiklari diistiniilmektedir .
Mitokondriler dinamik organellerdir. Ayrica, yalnizca hiicredeki pozisyonlar1 degil
ayni zamanda fisyon-fiizyon reaksiyonlarinin gergeklesmesine bagli olarak da
sekilleri, bliylikliikleri, sayilari farklilik gostermektedir. Mitokondriler, steroid ve yag
asidi sentezi, aminoasit, karbonhidrat ve protein metabolizmasi ile kalsiyum

homeostazinin regiilasyonunu da igeren metabolik fonksiyonlar diizenler (72, 74, 77).

SH-SYS5Y insan ndron hiicre hattt norolojik arasgtirmalar ve mitokondriyal
fonksiyon caligmalarinda oldukg¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Caligmalarimizda,
bahsi gegen noron hiicre hattinda mitokondri sayisinin ve mitokondriyal aktivitesinin

dolayl1 olarak gostergesi olan sitrat sentaz testi uygulanmistir (16).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Geregler ve Kimyasallar

Calismamiz sirasinda kullanilan cihazlar Tablo 3’de, kimyasallar/kitler Tablo

4’de, plastik/cam malzemeler Tablo 5’te, hiicre hatt1 serisi 3.1.1° de yer almaktadir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar.

Cihaz Markasi
Inkiibator Thermo Scientific
Laminer Hava Akim Kabini Thermo Scientific
Mikroskoplar Zeiss

Buzdolabi Beko

Derin Dondurucu Kirsch ve Haier
Azot Tank1 Thermo Scientific
Santrifiijler Thermo Scientific
Su Banyosu Niive

Otoklav Wisd

Sonikator Vwr

Otoanalizor Siemens Advia, USA

Tablo 4. Kullanilan kimyasallar/kitler.

Malzeme/Kimyasal

Markasi

DMEM/F12(Dulbecco's Modified Eagle Medium)

DMEM, no glucose (DMEMO)

EBSS (Earle'nin Dengeli Tuz Cozeltisi)

PBS (Fosfat Tamponlu Tuzlu Su)

FBS (Fetal Sigir Serumu)

DMSO (Dimetil Siilfoksit)

Pen-Strep (Penisilin-Streptomisin)

Sitrat Sentaz Aktivite Deney Kiti

MTT (dimethylthiazol, hiicre proliferasyon kiti)
Pioglitazon

Betahidroksi Butirat (BOHB)

Gibco-11330057
Gibco-11966025
Sigma-E2888

Pan Biotech-P04 36500
Gibco- 26140079
Sigma Aldrich, D- 2650
Gibco- 15750060
Abcam- ab119692
Roche- 11465007001 (USA)
Sigma Aldrich, E6910
Sigma Aldrich, H9408
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Tablo 5. Kullanilan plastik/cam malzemeler.

Malzeme/Kimyasal Markasi

Pipetler Thermo Scientific
Pipet Uglan CAPP

Hiicre Kiiltiir Kaplart TPP

Siringa Filtresi Isolab, 0.22um
Hemositometre HBG-Neubauer
Serolojik Pipetler CAPP

Pipetor Tabanca CAPP

3.1.1 Kullanilan hiicre hatt1 serisi

Tezimizde ATCC’den ticari olarak satin alinan SH-SY5Y (human noroblastom-

ATCC/CRL 2266) (Resim 1) hiicre hatt1 kullanildi.

Resim 1. SH-SYSY hiicreleri. Sol ok kiime halindeki néron hiicrelerini, sag ok ise
ndron hiicresinin akson uzantisini géstermektedir (Zeiss marka kamerali mikroskop ile

cekilmistir).
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3.2 Yontemler

3.2.1 Besiyerlerinin hazirlanisi

3.2.1.1 Kontrol besiyerinin hazirlamsi (K)

SH-SY5Y Noron hiicreleri; %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin igeren
DMEM/F12-besiyeri icerisinde kiiltiire edildi (Glukoz miktari: 300mg/dL).

3.2.1.2 Dondurma besiyerinin hazirlanisi

%20 FBS, %70 DMEM/F12 ve %10 Dimetil Silfoksit (DMSO) eklenerek

hazirlandi.

3.2.1.3 Uzun siireli achk/kalori kisitlanmasi modeli besiyerlerinin hazirlanis:

Tiim keton igeren besiyerleri igerisinde SmM Beta Hidroksi Butirat (BOHB) ve
%1 oraninda Pen/strep mutlak olmak iizere; aclik modeli: Earle'nin Dengeli Tuz
Cozeltisi (EBSS)’a %10 oraninda FBS ilave edilerek hazirland1 (glukoz miktar1 100
mg/dL). Ayrica son inkiibasyon besiyerlerinde SmM BOHB olacak sekilde yapildi.

3.2.1.4 Betahidroksi butirat (BOHB) stok soliisyonu/besiyerinin hazirlanisi

Molekiil agirligr 126.09 g/mol olan betahidroksi butirat (BOHB)’tan 10ml’lik
besiyeri i¢in finalde 5SmM olmasi i¢in hesaplamalar yapildi. 0,630 mg BOHB, 50 ml
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steril PBS i¢inde ¢ozdiiriiliip, 0.22 pm’lik siringa filtresi ile filtrelendi ve steril hale
getirildi. SmM BOHB i¢in 7600 pl besiyerine 400 ul BOHB ilave edildi.

3.2.1.5 PPAR gamma agonisti iceren soliisyonun/besiyerinin hazirlanisi

Pioglitaxzonun ¢oziinme agamasinda....

Normalitesi 0. 1 (0, IN) olan HCL asit ile 20 ml, 5 mM pioglitazon stok soliisyonu
hazirland1. 5 dakika sonikatorde, ardindan yarim saat su banyosunda bekletildi ve son
olarak siringa filtresi (0, 22um) ile filtre edildi. 5Sml olan EBSS ile hazirlanmis keton
igeren aclik (FB) besiyerine 5 pl olarak ilave edildi. Son inkiibasyon konsantrasyonu

5uM olacak sekilde organizasyon yapild1 (24, 78).

3.2.2 Hiicre Kkiiltiirii cahismalari

Donmus sekilde elimize ulasan hiicreler, hizlica ATCC hiicre kiiltiirii
kitapciginda belirtildigi gibi ¢6ziildii, hiicre sayimi yapildi. Dulbecco's Modified Eagle
Medium F-12 (DMEM/F-12), L-glutamine (1: 1) ve %10 Fetal Sigir Serumu (FBS)
besiyeri ile 2x10° cells/cm? yogunlukta 25 cm? hiicre kiiltiirii kaplarma ekim yapilds,
37°C’de saklandi ve besiyerleri iki giinde bir degistirildi (hiicre populasyonu iki katina
cikma siiresi verileri dogrultusunda yaklagik 29. saati isaret etmektedir) (79). Hiicreler
%80-90 konfluent olduktan sonra ¢ogaltmak iizere tripsin ile kaldirilip, yeni hiicre
kiiltiirii kaplarma alindi. Yapilan deney plani dogrultusunda ¢ogaltilma yapildiktan
sonra bir miktar hiicre dondurularak saklandi. Diger bir kismi1 da deney yapmak iizere

uygun hiicre kiiltiirii kaplarma ekildi.
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3.2.2.1 Dondurulmus hiicrelerin ¢oziilmesi

Kriyo tiipte bulunan hiicreler (37°C) su banyosunda hizlica ¢6zdiirtildiikten sonra
santrifiij tiipiine 9 ml kontrol besiyeri ile alinarak 500 g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Ust s1v1 atilip, pelet 1ml besiyeri igerisinde homojenize edildi, hiicre sayimi yapildi,
hiicre sayisina uygun hiicre kiiltiirii kabina ya da plakasina kontrol besiyeri ile ekildi

ve 37°C sicaklik, %95 nem ve 5%’lik CO2 saglayan inkiibatore alindi.

3.2.2.2 Hiicrelerin sayim

Hiicreler; 3.2.2.4. konfluent hiicrelerin pasajlanmasi protokoliinde anlatildig1 gibi
kaldirilip, 500 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 atilip, pelet 1ml kontrol besiyeri
icerisinde homojenize edildi. Bu karigimdan 50 pl alinip, 200 pl kontrol besiyeri ile
stispanse edildi (1/5 oraninda diliisyon). Bu karsimdan 10 pl alinip, tizerine 10 pl tripan
mavisi ilave edidi (toplamda 1/10 diliisyon). 10 pl bu karisimdan alinip, Neaubauer
tipi hemositometre yardimi ile hiicreler sayilip, asagida belirtilen formil ile
hesaplandi. Formiil = 10* X diliisyon oran1 (10) X hemositometrede sayilan hiicre

miktari.

3.2.2.3 Besiyeri degisim protokolii

e T25’lik hiicre kiiltiirii kabina 5 ml

e T75’lik hiicre kiiltiirii kabina 10 ml

e 96 Kuyulu hiicre kiiltiirii plakasinin her bir kuyusuna 100 pl

e 12 Kuyulu hiicre kiiltiirii plakasinin her bir kuyusuna 1.5 ml

e 6 Kuyulu hiicre kiiltiirti plakasinin her bir kuyusuna 3 ml olan eski besiyerinin

cekilip, atilmak sureti ile yine ayn1 miktar taze besiyeri ilave edildi.
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2 giinde bir besiyeri degisimi yapildu.

3.2.2.4 Konfluent hiicrelerin pasajlanmasi

Yiizde 80-90 konfluent olan hiicreler, hiicre kiiltiirii kaplarina ve plaka kuyularina
pasaj yapilds; hiicre kiiltiirii kabindaki ya da plaka kuyusundaki eski besiyeri
tamamen ¢ekildi. T25 i¢in 1ml, T75 i¢in 1.5 ml, 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakas1
icin 200 pl, 6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasi i¢in ise 500 pl tripsin (%0.05 PBS ile
seyreltilmis) ilave edildi. 4 dakika inkiibatorde (37°C) bekletildi. Sonrasinda tripsin
aktivitesini durdurmak i¢in, eklenen tripsin miktarinin ii¢ kat1 kadar kontrol besiyeri
ile homojenize edildi. Santrifiij tlipline alinip, 500 g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra iist siv1 atild1 ve pelet 1 ml kontrol besiyeri ile homojenize edilip,

uygun hiicre kiiltiirii plakasina ya da kabina pasaj yapildi.

3.2.2.5 Hiicrelerin dondurulmasi

Yiizde 80-90 konfluent olan hiicre kiiltiirii kaplarindaki hiicreler stok elde etmek
amaci ile hizlica donduruldu. Hiicre kiiltiirii kabindaki eski besiyerinin tamami ¢ekildi.
T25 i¢in Iml, T75 i¢in 1.5 ml tripsin (%0.05 PBS ile seyreltilmis) ilave edildi ve 4
dakika inkiibatérde bekletildi. Eklenen tripsin miktarinin {i¢ kat1 kadar kontrol besiyeri
ilave edilmek sureti ile_homojenize edildi. Santrifiij tiipiine alinip, 500 g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra {ist s1v1 atildi ve pelet 1 ml taze kontrol besiyeri ile
homojenize edilerek, hiicre sayim protokoliine uygun bir sekilde hiicre sayim1 yapildi.
Her bir kriyotiip i¢inde, 1ml dondurma besiyerine lmilyon hiicre ilave edildi.
Kriyotiipler; ilk 24 saat -20°C’de, ikinci 24 saat -80°C’de bekletildikten sonra uzun

siireli saklanabilmesi i¢in azot tankina (-196°C) alind.
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3.2.2.6 Hiicre canlihiginin kontrolii

Hiicre sayim1 yonteminde belirtildigi sekilde diliie edilen hiicre siispansiyonundan
10 pl almip, 10 pl tripan mavisi eklendi, mikroskopta boyanmis ve boyanmamis
hiicreler sayildi1 (Tripan mavisi, sadece 61l hiicrelerin membranlarindan gegebildigi
icin canli hiicreler boyanmamaktadir). Hiicre canliligt % olarak ifade edildi.
(Boyanmamis hiicre/ Toplam hiicre) X 100, formiilii ile hesaplandi. Ayrica,
3.2.2.11’de anlatilan MTT (dimethylthiazol) kiti ile de hiicre canliligi deneyleri
yapildi.

3.2.2.7 Optimizasyon calismalari

Hiicreler 6. pasajinda 100 000 olacak sekilde her birinin alan1 4 cm? olan 12
kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarina ekildi. %80 yogunluk goriildiigli zaman hiicre kiiltiirii
plakalar1 kuyularindan besiyerleri alindi, kuyular 1 ml steril PBS ile yikandi. Uzun
stireli aglik modeli deneylerimizin optimizasyonu i¢in; Kontrol (K, DMEM/F12+10%
FBS) (300mg/dL glukoz), F (EBSS+10% FBS) (100 mg/dL glukoz) ve GO (DMEMO-
Gibco-11966025 + 10% FBS) (0 mg/dL glukoz) olmak iizere glukoz acisindan farkli
3 grup tasarlandi. Bu besiyerler toplam hacim 2 ml olacak sekilde hiicre kiiltiirti
plakalarma eklendi. Hiicreler sirasi ile 4, 8, 12, 16, 20 saat yukarida bahsi gecen
besiyerlerde inkiibe edildi. Her inkiibasyonun sonunda kuyulardan besiyerileri
toplandi glukoz, keton, laktat, laktat dehidrogenaz (LDH) miktar1 bakilmak tizere ayri
ayr tiiplere konularak analiz edildi. Hiicreler 200 pl tripsin/EDTA ile kaldirildi. 1 ml
besiyeri ile homojenize edildi. Iginden 10 pl almarak 10 pl tripan mavisi ile karistirilda.
Karisimdan 10 pl alimip Neaubauer tipi hemositometre lamina konularak hiicre
canliligina bakildi. Hiicrelerin canli kalma oranlari, LDH seviyeleri ve simiile
edilmeye calisilan 12 saatten fazla aglik modeli uygulama durumlar karsilastirilarak

en ideal inkiibasyon siiresinin 16 saat olduguna karar verildi. (Tablo 8, Sekil 14).
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Calisma Plani: Hicreler %80 konfluent olduktan sonra; ¢alismalarimiz kontrol,
kalori kisitlamasi, keton ve pioglitazon uygulanan besiyerler ile kiiltiire ettigimiz
hiicreler olmak tizere 3 grup ve alt gruplariyla birlikte toplamda 6 grup olacak sekilde

planlandi:

Deney Gruplari: Kontrol (K), besiyeri ile inkiibe edilmis hiicreler: Bu besiyeri
300 mg/dL glukoz igermektedir (DMEM/F12 + 10% FBS) (DMEM/F12, Gibco-
11330057; FBS, Gibco-26140079). Glukozdan yoksun aclik modeli (F): Earle'nin
Dengeli Tuz Cozeltisi (EBSS, Sigma- E2888) + 10% FBS igeren besiyeri. Bu besiyerin
glukoz oran1 100 g/ dL’idi. Alt gruplar SmM keton (Beta-hydroxy butyrate-BOHB,
Sigma Aldrich- H9408) ilave edilerek olusturuldu. Bahsi gecen bu gruplar, fizyolojik
aclik durumlarini taklit eden (FB) ve keton kontrol (KB) grubu olarak adlandirildi. Son
olarak, pioglitazon (Sigma Aldrich, E6910), (PPARy Agonisti) ilave edilmis
besiyerlere de “P” harfi eklendi (KBP, FBP). Gruplar, ndron hiicrelerinin,
besiyerlerinde sadece keton varken ve keton ile pioglitazonun birlikte oldugu

ortamlarda davraniglarin1 gézlemlemek tizere tasarlandi (Tablo 6).

Tablo 6. Deney gruplar1 ve besiyeri icerikleri.

Besiyeri FBS BOHB  PPARy Agonisti Gl“(l:l’gz/ ;‘Sﬁgi
K DMEM/F12 10% 0 0 300
KB DMEM/F12 10%  5mM 0 300
KBP DMEM/F12 10%  SmM 5uM 300
F EBSS 10% 0 0 100
FB EBSS 10%  SmM 0 100
FBP EBSS 10%  5mM 5uM 100

Kontrol (K) ve aglik (F) besiyerleri kontrol grubu olarak kullanildi. KB ve FB
gruplar1 pioglitazon ilave edilmis (KBP ve FBP) gruplari i¢in kontrol gruplar1 olarak
kullanildi. Dulbecco's Modified Eagle Medium F-12 (DMEM/F- 12), Earle'nin
Dengeli Tuz Cozeltisi (EBSS ) ve Fetal Sigir Serumu (FBS).
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3.2.2.8 Biyokimyasal analizlerin yapilmasi

Besiyeri kiiltiirlerinin glukoz kullanimlarini, hiicre ve mitokondri hasarlarini
kontrol etmek amaciyla; glukoz, LDH ve laktat seviyeleri ADVIA 1800 (Siemens)

otoanalizdr ile takip edildi.

Glukoz Ol¢limii; hekzokinaz ve ATP, glukozu glukoz 6-fosfat ve ADP'ye
dondstiirtir. Glukoz 6-fosfat, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi ile NADP olusturur.
Olusan NADP’nin 340/ 410 nm’de spektrofotometrik olarak oOl¢timii yapildi.
Glukozun analiz 6l¢iim araligr 1-700 mg/ dL’dir.

Laktat Ol¢limii; laktat piruvata okside olurken NAD"”da NADH’ye
doniismektedir. NADH’1n 340/383nm’de spektrofotometrik olarak dl¢timleri yapildi.
Laktatin analiz araligi, 2- 50 mg/ L dur.

Laktat dehidrogenaz aktivitesi, piruvatin substrat oldugu NADH oksidasyonunun
340nm’de optik yogunlugundaki azalma ile tayin edildi. LDH’1n analiz aralig1 10- 750
U/ Ldir.

Besiyerlerin deney 6ncesi/sonrasi keton (BOHB) analizleri, Abbot Precision- Xtra

POCT ile yapildi. 10 pl besiyeri, keton proba yiiklenerek 6l¢iimler gergeklestirildi.

3.2.2.9 Sitrat sentaz aktivitesi ol¢ciimii

Sitrat sentaz, mitokondri matriksinde yer alan trisiklik asit sikliisiiniin ilk
enzimidir. Hiicre ekstratlarinda sitrat sentaz aktivitesi 6l¢iimii mitokondri aktivitesi ve

sayisinin indirekt gostergesi olarak kabul gormektedir (16).
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Sitrat sentaz aktivitesi 6l¢iim kiti (Abcam-USA) kullanildi. Uretici firmanin
talimatlarina uygun sekilde hiicreler 16 saatlik inkiibasyon sonucunda Tripsin/ EDTA
ile santrifiij tiipiine alinip, + 4° C ve 500g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
atilip pellet iki kez PBS ile yikandi. Yikamalarin sonucunda tiiplerin igine kitte
bulunan ¢ikarma tampon ¢ozeltisinden 3’er ml eklenerek 20 dakika buz i¢inde inkiibe
edildi. 20 dakika sonunda, +4° C ve 16 000 g’de 20 dakika santriflij edildi. Santrifiij
sonunda elde edilen siipernatanti temiz tiip i¢ine alip i¢erdigi protein miktar1 6l¢iildii.
Olgiim sonunda 6rnekler istenilen protein konsantrasyonuna gdre tampon ¢ozeltisi

icinde seyreltildi.

Ornekler, 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasi kuyularina 100’ er pl hacminde eklendi
ve 3 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. 3 saatin sonunda kuyular yikama tampon
cozeltisi ile iki kez yikandi. 100°er pl aktivasyon ¢ozeltisi eklenip okunmasi igin
ELISA okuyucuda absorbanslari dl¢iildii. Absorbans degerleri, 412 nm’de 5. ile 30.
dakikalar arasinda 20’ ser saniye araliklarla kaydedildi. Sitrat sentaz enziminin en

yiiksek hiza ulastig1 an (Vmax), dakika olarak hesaplandi.

3.2.2.10 Hiicre populasyonunun iki katina c¢ikma siiresi calismasi (Hiicre

biiyiime deneyleri)

Her bir kuyuya 300.000 adet olmak iizere, 3 ml besiyeri ile 3 adet 6 kuyulu hiicre
kiiltiirti plakalarina hiicre ekildi. 24 Saat sonra ilk kuyular, 48 saat sonra 2. Kuyular,
72 saat sonra 3. kuyulardaki hiicreler 500ul tripsin ile kaldirilarak sayildi (Sekil 13).
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24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat

(K (DMEM F12 + 10% FBS, 300mg/dL glukoz), KB (DMEM F12 + 10% FBS + 5 mM BOHB,
300mg/dL glukoz), KBP (DMEM F12 + 10% FBS + 5 mM BOHB+ 5 uM PPARy Agonisti, 300mg/dL
glukoz). F (EBSS + 10% FBS, 100 mg/dL glukoz), FB (EBSS+%10 FBS+5mM BOHB, 100 mg/dL
glukoz) ve FBP (EBSS+%10 FBS+5mM BOHB+ 5uM pioglitazon,100 mg/dL glukoz)).
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@

Sekil 13. Hiicre populasyonu iki katina ¢ikma stiresi deney plani.

Hiicre populasyonu iki katmma ¢ikma siireleri asagidaki formiile gore
hesaplanmistir (80).
Hicre populasyonun iki katina ¢tkma stresi

siire * log(2)

3 log(Son Konsantrasyon) — log(ilk Konsantrasyon)

3.2.2.11 MTT (hiicre canlihigi ¢calismasi)

Roche marka MTT deney kiti ile canlililik ¢aligmasi iiretici firmanin talimatlarina
uygun sekilde yapildi. MTT i¢in optimizasyon ¢aligmasi: MTT (3- ( 4, 5-
dimetiltiyazol 2- yl)- 2, 5-difeniltetrazolyum- bromiir) deneyi, hiicrelerin belirli
kosullardaki canliligini objektif ve sayisal olarak ortaya koymaya yarayan sitotoksisite
ve canlilik deneyidir. MTT boyasi canli hiicreler tarafindan metabolize edilip 595nm
dalga boyunda renk verirken, 6lii hiicrelerde renk olusumu gézlenmez. Renk olusum
siddeti hiicre canliligi ile dogru orantilidir. Deneyde MTT Kiti (Katolog
numarasi:11465007001-Roche) kullanilmistir. A¢lik deneyi optimizasyonunda karar
verilen 16 saatlik inkiibasyon siiresinde kullanilmak tizere MTT deneyi icin gerekli

hiicre sayisin1 bulmak iizere optimizasyonlar gerceklestirilmistir.
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3.2.2.12 Veri analizleri

Optimizasyon ¢aligmalart disinda tiim verilerimiz yedi bagimsiz deneyden
ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmustur. Sonuglarimiz, istatistiksel olarak
tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirildi.
Olasilik (p) 0, 05'ten kiigiik olan farklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Gruplarin Belirlenmesi Icin Gergeklestirilen Optimizasyon Calismasi

Kontrol besiyeri ile inkiibe edilen hiicre grubuna son konsantrasyonda 5 uM
pioglitazon olacak sekilde ilave ederek yaptigimiz c¢alismalarda, metabolik
parametrelerde herhangi bir degisiklik saptanmadi ve ¢aligmalara KP ve FP gruplar

olmadan devam edildi (Tablo 7).

Tablo 7. Optimizasyon c¢alismalarinda metabolik parametrelerin karsilastirilmasi.

Laktat; Laktat, Glukoz; Glukoz. LDH; LDH., Canhhk.
n3 mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL ui ui %
K 14,6£1,3 22,1+0,92 294+13 249+11 18,9+1,7  27,94+2,6 95
KP 13,9+0,94 20,7+ 0,83 299+17 256+16 17,442,8  29,4+1,7 98
F 14,7+1,1 36,1+1,8 98+13 72+12 16,3+0,73 32,529 82
FP 14,2+0,83 37,6+1,3 96+9 78+13 18,241,7  27,9£1,6 80

(Optimizasyon ¢aligsmalar1 3 kez ayni kosullar altinda tekrarland: ve tabloya ortalama degerleri yazildi.
Deney oncesi degerler "i", deney sonrast degerler "e" ve veriler ortalama = SD olarak ifade edildi K,
DMEM/F12+10% FBS ile inkiibe edilmis hiicreler. KP, DMEM/F12+10% FBS +5uM PPARy
(pioglitazon) ile inkiibe edilmis hiicreler. F, EBSS+10% FBS ile inkiibe edilmis hiicreler. FP,
EBSS+10% FBS + 5uM PPAR gama agonisti (pioglitazon) ile inkiibe edilmis hiicreler. Inkiibasyon
siiresi 16 saattir).

4.2 Noron Hiicrelerinde Achik Modeli Optimizasyon Calismasi

12 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasmn tiim 4 cm? kuyularma, 6. pasaj100.000 hiicre
ekildi. Yapilan hiicre kiiltiirii plakasi planina gore; (N): DMEM/F12+10% FBS, (F):
EBSS+10% FBS ve G (0): DMEMO0+10% FBS kuyulara eklendi (Resim 2a, 2b, 2c,
2d). 4 saat/ 8 saat/12 saat /16 saat /20 saat inkiibasyonlar yapildi ve canlilik oranlar
hesaplandi. Deneyler ii¢ defa ayn1 kosullar altinda tekrar edildi (Sekil 14).
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Sekil 14. Hiicre canliligi optimizasyon calismalari. Kontrol besiyeri ve glukozu
azaltilmis besiyerleri ile inkiibe edilmis hiicre modellerinde hiicre canlilig

optimizasyon ¢aligsmalar1 (n=3).

(K, DMEM/F12+10% FBS ile inkiibe edilmis hiicreler (300 mg/dL glukoz). F, EBSS+10% FBS ile
inkiibe edilmis hiicreler (100 mg/dL glukoz). GO (DMEMO+ 10% FBS, 0 mg/dL glukoz) ile inkiibe
edilmis hiicreler (¥*p<0.01 ilk 4 saat inkiibe edilmis gruplarla karsilastirildiklarinda)).

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen tiim sonuglar karsilastirildiginda
en ideal inkiibasyon siiresinin 16 saat olduguna, hiicrelerin canli kalma oranlar1 ve 12

saatten fazla aclik modeli uygulama durumuna gore verildi.

16 saatlik inkiibasyon sonrast Resim 2’de néron hiicrelerinin, ac¢lik modeli
optimizasyon calismasi resimleri gorilmektedir. Kontrol hiicre besiyerinde
(DMEMF12+%10 FBS) biiyiitiilmiis deney hiicrelerinin hiicre kiiltiirlerindeki akson
baglantilar1 gosterilmektedir (SH-5Y5S insan noroblastoma hiicre hatti (Resim 2a,
Resim 2b). F besiyerinde (EBSS+%10 FBS) (Resim 2¢) ve GO (DMEMO + 10% FBS,
0 mg/dL glukoz) (Resim 2d) besiyerinde biiyiitiilmiis deney hiicrelerinin resimleri.
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Resim 2. Ac¢lik modeli optimizasyon ¢alismasi resimleri. (Kontrol hiicre besiyerinde
(DMEMF12+%10 FBS) biiyiitiilmiis deney hiicreleri (SH-5Y5S insan noéroblastoma
hiicre hatti (Resim 2a, X10 biiyiitme; Resim 2b, X40 biiyiitme). F besiyerinde
(EBSS+%10 FBS) (Resim 2c¢, X10 biiyiitme) ve GO (DMEMO + 10% FBS, 0 mg/dL
glukoz) (Resim 2d, X10 biiyiitme) (Zeiss marka kamerali mikroskop ile ¢ekilmistir)).

F besiyerinde biiyiitiilen néron hiicrelerinin sagliksiz ve aksonlarinin kisalmas,
GO besiyerinde inkiibe edilen noron hiicrelerinin ise c¢ok daha sagliksiz iken

aksonlarinin ise fark edilmedigi gézlemlenmektedir (Resim 2c, 2d).

40



4.3 Ana Deneyler Sirasinda Enerji Metabolitleri

Deneylerimiz sirasinda, 16 Saat inkiibasyon siiresince biitiin hiicreler glukoz
kullanmistt ama besiyerlerine keton ilave edilmis hiicreler, BOHB’1 da kullandilar.
Besiyerlerine keton ilave edilmis grubun, glukoz kullaniminin azaldig1 gozlemlendi.
(Tablo 8). Ayrica, besiyerlerine keton ilave edilmis grupta laktat ve LDH degerleri de
azalmistir. Pioglitazonun, hiicrelerin enerji temininde anaerobik glikoliz yerine
mitokondrilerini kullanmaya tesvik ettigini gostermektedir. Laktat dehidrogenaz
enzim aktivite Ol¢iimleri, hiicre hasarinin gostergelerinden biridir (81). Keton ve
pioglitazon eklenmis besiyeri ile inkiibe edilen hiicrelerin LDH seviyelerinin daha

diisiik oldugu kaydedildi (Tablo 8).

Tablo 8. Deney Oncesi/sonrasi besiyer gruplarinin enerji metabolitleri.

Glukoz; Glukoz. Laktat; Laktat, BOHB: POHB. LDH; LDH.

mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mmol/l  mmol/l u/i u/i
K 305€16  231+141 14,3+0,9  21,6+1,6F 0 0 17+£2,1  23+2,7%
KB 30118 270+28*F  13,1+1,2  22,5+1,27%  53+0,3 3,940,517 16£3,6 2442, 1%
KBP  298+12 282+11*f 12,9+1,5 19,5+1,17  5,1£0,7 3,2+0,71 17+4,1 20+2,6"*
F 99+13 63+9*F 14,2431  30,6+2,8*F 0 0 18+1,4  32+0,9%%
FB 10249 77+6*F% 13,9422 24 3+1,7%7%  4,.8+0,8 3,1+0,9f 17+2,1 23£1,7*7#
FBP  99.1+11  79+£7% 14,9421 193+1,3*1% 51+0,9 2,1£0,7% 18+2,3 19+1,5%f*

(Deney Oncesi degerler "i" deney sonrasi degerler "e" ve veriler ortalama =+ SD olarak ifade edildi (n=7).
K, (Kontrol) Kontrol grup (DMEM F12 + 10% FBS-300mg/dL glukoz igeren besiyeri); KB, keton ilave
edilmis kontrol besiyeri (DMEM F12 + 10% FBS + 5 mM BOHB); KBP, PPARY agonisti ilave edilmis
KB besiyeri (DMEM F12 + 10% FBS + 5 mM BOHB+ 5 uM PPARy agonisti). F, Glukozu azaltilmig
besiyeri (EBSS + 10% FBS, 100 mg/dL glukoz iceren besiyeri); FB, keton ilave edilmis glukozu
azaltilmis besiyeri (EBSS + 10% FBS, + 5 mM BOHB); FBP (PPARY agonisti ilave edilmis FB besiyeri
(EBSS + 10% FBS, + 5 mM BOHB+ 5 uM PPAR v agonisti). * p <0.01 K ile kiyaslandiginda ki
degerler, # p<0.01 aymi grubun BOHB igermeyen grubu kiyaslandiginda ki degerler. p<0.01 deney
oncesi baslangic degerleri ile kiyaslandiginda ki degerler (i), £ p<0.01 ayni grubun pioglitazon ile
icermeyen grubu ile karsilastiginda ki degerler.)
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44 Hiicre Canlihigi (MTT) Calismasi

Hiicre canliligit MTT ile test edildi. Kontrol grubun hiicre canliligi % 100 olarak
kabul edilerek diger gruplarin hiicre canliligi (%) hesapland1 (Sekil 15). Kontrol
besiyeri ile inkiibe edilen ndronlarin canlilik oranlarinda (KB, KBP) anlamli bir
degisiklik gozlemlenmedi. Bununla birlikte, keton ve PPARYy agonisti ile muamele
edilmis aclik grubu hiicrelerinin canlilik oranlar1 daha yiiksek kaydedildi ( p< 0, 01),
(Sekil 15).

% Hiicre Canlili1

p<0.01

100 -
*
80 -
60 -
40 -
20
0 + T T T
K KB KBP F FB

Sekil 15. Hiicre canliligit (MTT) sonuglari.

FBP

(Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi (n=7). K, (Kontrol) Kontrol grup (DMEM F12 + 10% FBS-
300mg/dL glukoz iceren besiyeri); KB, keton ilave edilmis kontrol besiyeri (DMEM F12 + 10% FBS
+ 5 mM BOHB); KBP, PPARY agonisti ilave edilmis KB besiyeri (DMEM F12 + 10% FBS + 5 mM
BOHB+ 5 uM PPARY agonisti). F, Glukozu azaltilmis besiyeri (EBSS + 10% FBS, 100 mg/dL glukoz
iceren besiyeri); FB, keton ilave edilmis glukozu azaltilmig besiyeri (EBSS + 10% FBS, + 5 mM
BOHB); FBP (PPARY agonisti ilave edilmis FB besiyeri (EBSS + 10% FBS + 5 mM BOHB+ 5 uM
PPAR vy agonisti). *p <0, 01 K ile kiyaslandiginda.)

Deneyler sirasinda tiim noron hiicre gruplart glukoz kullanmiglardi fakat glukoz
kullanim1 PPAR gamma agonisti eklenen grupta azalmisti. Besiyerlerine PPAR gama
agonisti eklenmis hiicrelerin canlilik oranlar1 diger EBSS besiyerlerinde inkiibe

edilmis hiicrelere nazaran daha fazlaydi. Ayrica; yine besiyerlerine PPAR gama
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agonisti eklenmis hiicrelerde laktat olusumu, diger besiyerleriyle inkiibe edilmis
hiicrelere gore azalmigti. Tablo 8 incelendiginde, 6zellikle PPAR gama agonisti ve

keton eklenmis hiicrelerde hiicre hasar1 azalmis olarak tespit edildi.

4.5 Hiicre Populasyonu Iki Katina Cikma Siireleri (Hiicre Proliferasyonu)

Kalori kisitlamasi/uzamis aglik uygulanan hiicre grubunda glukoz yoksunlugu
sebebi ile uzayan iki katina ¢ikma siirelerinin KBP grubunda kisaldigi gozlemlendi
(Sekil 16a, 16b). Bu sonuclar, pioglitazonun ketonla birlikte hiicre kaybini1 6nledigi

gibi hiicrelerin daha kisa slirede cogalmalarini destekledigini diistindirmiistiir.
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Sekil 16. Hiicre biiyiime egrileri. Hiicre populasyonu iki katina ¢ikma siiresi ¢alismasi

sonugclari.

(Veriler ortalama + SD olarak ifade edildi (n=3). K, (Kontrol) Kontrol grup (DMEM F12 + 10% FBS-
300mg/dL glukoz igeren besiyeri); KB, keton ilave edilmis kontrol besiyeri (DMEM F12 + 10% FBS
+ 5 mM BOHB); KBP, PPARy Agonisti ilave edilmis KB besiyeri (DMEM F12 + 10% FBS + 5 mM
BOHB+ 5 uM PPARy Agonisti). F, Glukozu azaltilmis besiyeri (EBSS + 10% FBS, 100 mg/dL glukoz
iceren besiyeri); FB, keton ilave edilmis glukozu azaltilmig besiyeri (EBSS + 10% FBS, + 5 mM
BOHB); FBP (PPARy Agonisti ilave edilmis FB besiyeri (EBSS + 10% FBS, + 5 mM BOHB+ 5 pM
PPAR vy Agonisti). p <0.01 K ile kiyaslandiginda ki degerler.)
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4.6 Sitrat Sentaz Aktivite Sonuclar:

Deneylerimizde 16 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicrelerde, bir mitokondri enzimi
olan sitrat sentaz aktivitesi Ol¢limii gerceklestirilmistir. Aktivite grafiklerinden,
enzimin en yiiksek hiza (Vmax) ulastigindaki zaman dakika olarak hesaplanmis ve
grafik halinde verilmistir (Sekil 17). Kontrol besiyeri ile inkiibe edilen hiicreler Vmax
degerine en kisa siirede ulagmistir. Ortamda glukoz azaldik¢a enzimin daha yavas
calistig1 gozlemlenmistir (Sekil 17). Kontrol besiyeri ile inkiibe edilmis néron hiicre
grubunda sitrat sentaz aktivitesi onemli Ol¢lide degismiyor gibi goriinsede, KBP
besiyeri ile inkiibe edilmis néron hiicre grubunun ortalama hizi azda olsa artis
gostermektedir. FB ve FBP besiyeri ile inkiibe edilmis néron hiicre grubunun sitrat
sentaz aktivite hizinin istatistiksel olarak arttig1 kaydedilmistir (Sekil 17). Ayrica, FBP
noron hiicre grubunun, aksonlarinin FB noron hiicre grubunun goére daha uzun ve
akson baglantilarinin ise daha siki oldugu goézlemlenmistir. Bu da glukoz
yoksunlugunda hiicrelerin ketonu daha etkin bir sekilde kullandigini ve PPARy‘nin

mitokondriyal enerji yolaklarini onarabilecegini 6ngérmekteyiz.

Resim 3. FB ve FBP besiyerinde biiyiitiilmiis hiicre resimleri. (FB (EBSS+%10
FBS+5mM BOHB) (Resim 3a, X10 biiyiitme) ve FBP (EBSS+%10FBS+5mM BOHB
+5uM PPAR gama agonisti) (Resim 3b, x10 biiyiitme) ile inkiibe edilmis hiicreler

(Zeiss marka kameral1 mikroskop ile ¢ekilmistir)).
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Sekil 17. Sitrat sentaz aktivitesi bulgulari. Deneylerimizde 16 saatlik inkiibasyon
sonrast noron hiicrelerinde sitrat sentaz aktivitesi dl¢iilmiistiir. Aktivite grafiklerinden,
enzimin en yiiksek hiza (Vmax) ulastigindaki zaman dakika olarak hesaplanmis ve
grafik halinde verilmistir (*P< 0, 01 K ile kiyaslandiginda). Veriler ortalama + SD
olarak ifade edildi (n=7). K, (Kontrol) Kontrol grup (DMEM F12 + 10% FBS- 300mg/
dL glukoz iceren besiyeri); KB, keton ilave edilmis kontrol besiyeri (DMEM F12 +
10% FBS + 5 mM BOHB); KBP, PPARY agonisti ilave edilmis KB besiyeri (DMEM
F12 + 10% FBS + 5 mM BOHB+ 5 uM PPARy agonisti). F, Glukozu azaltilmig
besiyeri (EBSS + 10% FBS, 100 mg/dL glukoz igeren besiyeri); FB, keton ilave
edilmis glukozu azaltilmig besiyeri (EBSS + 10% FBS, + 5 mM BOHB); FBP (PPARYy
agonisti ilave edilmis FB besiyeri (EBSS + 10% FBS, + 5 mM BOHB+ 5 uM PPAR y

agonisti).
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5 TARTISMA

Keton cisimleri ve DM tedavisinde kullanilan PPAR gama agonistlerinin ndronlar
tizerindeki olumlu etkilerinden yola c¢ikilarak yapilan ¢alismamizda, PPAR gama
agonistinin ndron hiicre metabolizmasi ve mitokondriyal fonksiyonlari {izerine etkileri
incelendi. Amacimiz, bir PPAR gama agonisti olan pioglitazonun keton cisimleri
varliginda nérodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in etkili bir alternatif olup/olmadigi

yoniinden aragtirilmasidir.

Keton cisimlerinin varligt ve metabolizmasi beyin i¢in olduk¢a Onemlidir.
Viicutta fizyolojik olarak keton cisimleri, uzun siireli aglik veya ketojenik diyetler
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Ketoliz, uzun siireli aclik sirasinda enerji kaynaginin
%70'in1 olusturur (¢ogunlugu BOHB'dan) (10). Son zamanlarda, keton cisimlerinin
aclik metabolizmasindaki rollerinin yami sira, dogrudan sinyal molekiilii olarak
fonksiyon gosterdigi de diisiiniilmektedir (1). Keton cisimlerinin, histon
Deasetilazlarin (HDAC) aktivitesini modiile ederek hiicresel sinyalizasyonu regiile
ettigi digiiniilmektedir (10, 14). Ayrica, BOHB’1n sitokin firtinasini azaltarak, anti-
enflamatuvar etki gosterdigi dolayisi ile noron kaybi1 ve doku hasarinin azalmasina
neden oldugu disiiniilmektedir (10). Yukarida bahsi gegen tiim bu bilgiler ve
sonuglarimiz 15181nda; PPARY agonisti pioglitazon ile ketonlarin, ndron korunmasinda

sinerjik olarak hareket edebilecegi ongoriilmiistiir.

Calismamizda; glukozdan yoksun, keton eklenmis noron hiicre kiiltiirlerinde
(uzamis aclik modeli), PPAR, agonistinin (pioglitazon) etkilerini incelemek amaci ile
enerji metabolitleri, ndron canlilik oranlart ve mitokondriyal fonksiyonlar,
norodejeneratif hastaliklarda alternatif tedavi seceneklerini degerlendirmek, amaciyla
arastirtlmistir. SH-SYSY (human noéroblastom-ATCC/CRL 2266) hiicre kiiltiirii
caligmalar1 yapildi. SH-SYS5Y, noéronal fonksiyon ve farklilasmanin in vitro
modellerinde kullanilan insan kaynakli bir hiicre hattidir. %80 Oraninda konfluent

olmus noron hiicre kiiltiirlerine, ortamin glukoz yogunluklar1 degistirilerek kontrol ve
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aclik beslenme modelleri uygulanmistir (34). Deneyler; ortama ayr1 ayr1 ve birlikte
keton ve pioglitazon ilave edilerek yapilmistir. Pioglitazon liyofilize idi ¢dziinme
asamasinda ¢oziinmedi, literatiir taramas1 yapildi. Daha sonra pioglitazon (Sigma
Aldrich, E6910) temin edilerek 3.2.1.5’te bahsi gecen PPAR gamma agonisti i¢eren
soliisyonun/besiyerinin hazirlanist protokolii uygulandi. Kontrol grubunun sonuglari
ile glukoz yoksunlugu uygulanan néron grubu hiicrelerin glukoz, keton, laktat, laktat
dehidrogenaz degerleri karsilastirma amaci ile kaydedildi. Ayrica; canlilik oranlari,
hiicre populasyonu iki katina ¢ikma siireleri, sitrat sentaz enzimi aktiviteleri de

kaydedilip karsilastirildi.

Daha oOnceki ¢alismalarda, anti-epileptik ilaglara direngli epilepsi hastalarinda
ketojenik diyetin etkinligi kanitlanmistir (1, 17). Ketojenik diyet uygulandiginda keton
cisimleri sentezlenir. Ketogenez, alternatif enerji kaynagi olarak keton cisimlerinin
tiretildigi bir metabolik yolaktir ve hiicre metabolizmasi lizerine pozitif katkilart vardir
(15). Yapilan literatiir arastirmasinda, ketojenik diyet bilesenlerinden dekanoik asidin
noron hiicrelerinde mitokondriyal sitrat sentaz enziminin ve kompleks I aktivitesinin
artisina neden oldugu gortilmiistiir (16). Ayrica, ketonlarin néron ve periferik
hiicrelerde lipit ve enerji metabolizmasini diizenleyen, tip II niikleer transkripsiyon
faktorii PPAR’1n, aktivasyonuna neden oldugu da diistiniilmektedir (17). Pioglitazon,
lipofilik yapisindan dolay1 kolaylikla hiicre ¢ekirdegine niifuz etmekte (62) ve burada
PPARY’ ya baglanip, aktivasyonunu saglayarak agonist 6zelligi gostermektedir (62).
PPAR’lar; mitokondriyal biyogenez, enflamasyon, antioksidan savunmasi ve
karbonhidrat-lipit metabolizmalar1 ile ilgili yolaklarin regiilasyonunda oldukga kritik

Oneme sahiptirler (18).

Pioglitazonun, oksidan- anti oksidan dengesini pozitif yonde etkileyerek oksidatif
stresi ve enflamasyonu 6nledigi belirtilmistir (22, 45, 82, 83) (Sekil 18). PPARYy,
adipogenez ve insiilin hassasiyetinde énemli rol oynamaktadir. PPARYy aktivasyonu,
farklilagsmis adiposit ve azalmis plazma glukoz konsantrasyonuyla birlikte artmis lipid-
karbonhidrat metabolizmasi ile de iligkilidir (84). PPARY' nin bloke edilmesinin

embriyonik olarak 6liimciil oldugu gosterilmistir (54, 85). Pioglitazonun, PPAR gama
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aktivasyonu artirarak ve beyin hiicrelerinde miyelin gen ekspresyonunu regiile ederek
de anti enflamatuvar etki gosterdigi kanmitlanmistir (86). Pioglitazonun; p-
Drp1(Ser616) ekspresyonunu baskiladigi, oksidatif stresi azalttigi, bunlarla birlikte
apoptotik siirecin azaldigindan bahsedilmektedir. Bdylece hipokampal CAl alt
bolgesindeki TGI / reperfiizyon néronal hasarin tersine dondiigiine isaret edilmektedir
(87). Yiiksek dozda alkol verilen sicanlarla yapilan bir calismada, pioglitazonun
norodejenerasyonu azalttigina isaret edilmektedir. Proenflamatuvar sitokinlerin alkol

.....

ogrenme becerilerindeki kayiplar1 dnledigi gosterilmistir (88).

p— —
Inflamasyon
Azalmis Mikroglial
Aktivasyon
Oksidatif
/ Stres Dopaminerjik
PPAR- Mitokondriyal Néiron
Y »  Mitokondriyal . —
agonisti Bioenerii Fonksiyon Restrasyonu Kavhnda
\ - Azalma
Insulin x
Duvarlilasmast Azalmig Norotoksinler
( 0O . NO, Silukinlcr)
Glukoz
Metabolizmasi

Sekil 18. PPAR-y agonistinin ndrodejenerasyonda ki etki mekanizmalar1 (22, §9).
PPAR-y’nin ¢esitli yolaklara etki etmek sureti ile dopaminerjik néron kaybinda

azalmalar saglamasi.

Beyinin degisik kisimlarinda, PPARy’nin anlatiminin yapildig:i bilinmektedir.
Bazal gangliyonlardaki dopaminerjik hiicreler dahil olmak {izere merkezi sinir
sisteminin farkli alanlarinda yiiksek diizeyde PPARy ekspresyonu gozlemlenmistir

(90, 91). Ayrica, pioglitazon tedavisi ile kan-beyin bariyerinin gelismesine destek olan
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astrositlerin arttigindan da bahsedilmektedir (92). Norodejeneratif fare modelleri ile
yapilan bir ¢alismada; pioglitazon uygulamasi ile mikrogliyosiz, astrogliyosiz ve
noronal kayipta ciddi anlamda diisiisler olduguna isaret edilmektedir (93). PPARy
agonistlerinin enflamasyon sonucu meydana gelebilecek noérolojik dejenerasyonu
Onleyebileceginden bahsedilmektedir (22, 94). PPARy ve pioglitazon’un
norodejeneratif enflamasyon {izerinde ki etkileri hakkindaki tiim bu bilgiler ve
calismamizdaki bulgular, pioglitazonun nérodejeneratif hastaliklarin tizerinde de etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizla uyumlu olarak, pioglitazon ile regiile
edilen PPAR- gama aktivitesi sonucunda, alzheimer hastalarinin merkezi sinir
sisteminde goriilen amiloid B peptitlerde azalma oldugu tespit edilmistir (95). Wang
ve arkadaglar1 tarafindan pioglitazon ve diyabetik fare modelleri ile bir ¢alisma
yapilmistir. Bu calismada, kan beyin bariyerinde ve hipokampiiste amiloid plak
birikimi azaldigindan hafizanin iyilestiginden bahsedilmektedir (14, 23, 96).
Alzheimer hastalifi modeli farelerle yapilan c¢aligmada; pioglitazonun kortikal
noroenflamasyona, ndérometabolizmaya ve norovaskiiler sisteme etki ettigi
anlatilmaktadir. Bu etkiyi, NO yolaklar1 aracilig1 yaparak noronal aktiviteyi arttirdigi
diistiniilmektedir. Boylece, hastaligin bir¢ok agamasinda patolojinin iyilestigi ve yasa
bagl 6grenme kayiplarinda 6grenmenin geri kazanildigindan bahsedilmektedir (97).
Bir baska norodejeneratif hastalik olan Parkinson ile yapilan ¢aligmalarda ise PPAR
gama agonistlerinin parkinson hastaliginin neden oldugu tipik hareketlerde ve
davranigsal parametrelerde diizelmeler, ayrica dopamin sentezinde artisa neden oldugu

gosterilmistir (98, 99).

Status Epileptikus (SE) modeli olusturulan siganlarda rapamisin protein
kompleksinin memeli hedefi (mTOR) yolaginin PPARYy agonisti ile inhibe ederek anti
enflamatuvar etki gdsterdigine isaret edilmektedir (100). Ozellikle bu ¢alisma,uzun
stireli aclik sirasinda inhibe edildigi bilinen mTOR yolaginin, PPARY agonisti ile de

inhibe edildigini gostermesi agisindan dnem kazanmaktadir.

Calismamizda, 16 Saat ilgili besiyerlerinde inkiibe edilmis hiicre gruplarina

canlilik oranlarin1 kiyaslamak amaci ile MTT testi uygulanmistir. Pioglitazonla
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birlikte keton uygulanan hiicrelerin canlilik oranlarinin daha yiiksek oldugu 6l¢iildii
(Sekil 15). Bu bulgular, bize acglik ile bozulan hiicre canliligini korumada
pioglitazonun ketonla birlikte yardimei olabilecegini diisiindiirtmiistiir. Ayrica, hiicre
populasyonun; 24. , 48. ve 72. saatlerde iki katina ¢ikma siireleri hesaplandiginda da
uzamis aglik uygulanan hiicrelerin, iki katina ¢ikma siirelerinin pioglitazonla birlikte
keton uygulamasi ile kisaldigi gozlemlendi (Sekil 16a, 16b). Bu sonuglar,
pioglitazonun ketonla birlikte hiicre kaybini1 6nledigi gibi hiicrelerin daha kisa siirede
cogalmalarini sagladig1 seklinde yorumlanmistir. Bu bulgular, Zhu ve arkadaslarinin
2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, pioglitazonu, néronlarin hayatta kalmasmi ve
apoptotik hiicre Oliimlerinden korunmasint 6nemli Sl¢lide indiikledigi bilgisi ile

uyumludur (101).

Ilgili besiyerlerinde inkiibe edilen hiicre gruplarinin, inkiibasyon oncesi ve
sonrast fotograflart cekildi (Resim 3a, 3b). Pioglitazon ve keton uygulanmis
hiicrelerle, kalori kisitlamasi/uzamis aglik uygulanan hiicrelerin fotograflar
karsilastirildi. Pioglitazon uygulanmis hiicrelerin daha konfluent-saglikli oldugu,
aksonlarinin daha uzun oldugu ve akson baglantilarinin daha sik1 oldugu gézlemlendi.
Bu goriintiiler bize pioglitazonla birlikte keton uygulanan hiicreler arasi iletisimin daha

1yi olabilecegini diisiindlirtmiistiir.

llgili besiyerlerinde inkiibe edilen hiicre gruplarinin, 16 saat inkiibasyon
Oncesi/sonrasi glukoz, keton, laktat, laktat dehidrogenaz olgtimleri yapildi (Tablo 8 ).
Hiicrelerin besiyerine keton ilavesi ile metabolik parametrelerinin ve canlilik
oranlarinin tiimiinde anlamli olarak pozitif yonde degisiklik gézlemlendi (Tablo 8,
Sekil 15). Aclik gruplarinda keton igeren ortama pioglitazon (FBP) eklendiginde;
laktat, LDH seviyeleri (hiicre hasar1 gostergesi) F ve FB gruplarina gore anlamh
derecede diisiiktii ve noronlar PPARy agonisti varliginda ketonlar1 daha verimli
kullandigi tespit edilmistir (Tablo 8). Bu bulgular; néronlarin besiyerine pioglitazon
eklendiginde, = mitokondrilerini  daha  verimli  kullanmig  olabilecegini

diisiindiirmektedir. Ayrica, pioglitazonla birlikte keton uygulanan hiicrelerin daha az
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glukoz kullandiklar1 goézlemlendi. Bu bulgular, pioglitazonla birlikte keton

uygulamasinin néron hasarinin 6nlenmesinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

K, KB, KBP, F, FB, FBP noron hiicre gruplarinin, mitokondriyal fonksiyonlarini
karsilastirmak amaci ile mitokondri sayisinin ve aktivitesinin dolayli olarak gostergesi
olan sitrat sentaz testi uygulandi. Sitrat sentaz, krebs dongiisiiniin sadece
mitokondriyal matriksinde yer alan ilk enzimidir. Bir hiicre homojenatindaki sitrat
sentazin aktivite 6l¢timleri, hiicresel toplulugun mitokondriyal kapasitesini gosterdigi
kabul edilir (16). Bulgularimiz, pioglitazon varliginda néronlarin mitokondrilerini
daha etkin bir sekilde kullandigini 6ngérmemizi saglamistir. (Sekil 17). Artan kanitlar,
birgok ©Onemli norodejeneratif ve ndroenflamatuvar bozuklugun patogenezinde
mitokondriyal disfonksiyonun rol oynadigini gostermektedir. Bahsi gecen islev
bozuklugu; mitofajidaki, mitokondriyal islevlerdeki, elektron tasima zinciri
aktivitesindeki azalmalar ve artan mitokondriyal kaynakli oksidatif stres gibi
kusurlarla iligkilidir (14). Bu nedenle; mitokondriyal islevi, antioksidan savunmayi
artirmak ya da reaktif oksijen tiirlerini (ROS) azaltmak i¢in gelistirilecek farmakolojik
yaklasimlar bu hastaliklarin tedavisi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu calismada elde
ettigimiz sonuglar, glukoz ac¢isindan kisitlanan hiicrelerin azalan mitokondriyal
aktivitelerinin pioglitazonla birlikte keton uygulamasi ile her iki agidan da iyilestigi
yoniinde agiklanabilmektedir (Sekil 17). Sonuglarimiz, Ding ve arkadaslarinin 2015
yilinda gerceklestirdikleri g¢alismada, pioglitazonun mitokondriyal defektleri ve

mitokondriyal ag1 onardigini vurgulayan c¢alisma ile uyumludur (102).

PPARy agonistinin néron canlilig1, enerji metabolizmasi, mitokondriyal
fonksiyonlar tizerindeki olumlu etkileri ve bu etkilerin ortamdaki keton varligiyla daha
da arttig1 gosterilmistir. Calismamizla uyumlu olarak Miglio ve arkadaslari, PPARYy
agonistlerinin glukozdan yoksun ndronlarda mitokondri biyogenezini arttirdigini

gostermislerdir (103).
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Tez ¢alismamiz, néronlar lizerinde pioglitazonun ketonlarla sinerjik olarak olumlu
etkilerini gosteren ilk caligmadir. Yukarida belirtilen tiim bu bilgiler ve sonuglarimiz
1518inda, PPARy agonistlerinin ve ketonlarin néron korumasinda sinerjik olarak
hareket edebilecegini sdyleyebiliriz. Noronal hiicrelerin uzun stireli aglik kisitlamasi
uygulamasi  sonucu  bozulan metabolik  parametrelerinde, mitokondriyal
fonksiyonlarinda, hiicre proliferasyonunda ve canlilik oranlarinda pioglitazonla

birlikte keton tatbiki sonucu iyilesmeler kaydedilmistir.

Bulgularimiz literatiirle paralellik gostermistir. Uzamis aglikta, PPARy
agonistlerinin terapdtik ajanlar olarak umut vaat ettiginden bahsedebiliriz. Bu bilgiler
1s181nda, pioglitazonun yeniden konumlandirilmasi ile nérodejeneratif hastaliklarin

tedavisine ketonla birlikte yeni bir umut olabilecegi yontlindedir.
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6 SONUC

Yaptigimiz ¢alisma; daha once yapilan calismalarla ortiismiis ve farkli noktalara
aciklik kazandirmistir. Uzun siireli aglik modeli uygulanan hiicrelere PPAR gama
agonisti eklendiginde noron hasarlarinda iyilesmeler gozlenmistir. PPAR gama
uygulanan ndron hiicrelerinde mitokondriyal sitrat sentaz aktivitesindeki degisiklikler,
laktat miktarinda azalma ve LDH diizeylerindeki degisim literatiirde daha Once

gosterilmemistir. Bu yonliyle ¢alismamiz literatiire katki saglamaktadir.

Calismamiz Sonucunda Gelecekte Yapilmasi Ongoriilen Calismalar:

Pioglitazonun norodejeneratif hastaliklarin tedavisindeki rolii ve ketonlarla
entegrasyonu; 1) fonksiyonel ¢aligmalar, 2) genetik haritalama ve harita analizleri, 3)
DM ve epilepsi hayvan modeli deneyleri, 4) mTOR, enflamasyon, glukoneogenez ve
keton yolaklar1 bloke edilerek yapilacak yeni deneyler, 5) Beta hidroksi butirat ve
pioglitazonun birlikte yer aldigi farmakolojik yaklasimlar ile yapilacak klinik

caligmalar ile sonuglarimizin konfirme edilmesi degerli olacaktir.
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Abstract

Objectives: Peroxisome proliferator activated receptor
gamma (PPARy) agonists used for the treatment of Dia-
betes Mellitus (DM), has important roles on the regulation
of metabolism including ketogenesiz in fasting and low
glucose states. Recently PPARy was proven to have anti-
oxidant and anti-inflammatory effects on neuronal cells.

Methods: In the present study, effects of pioglitazone
(PPARy agonist) on cell survival, energy metabolism and
mitochondrial functions were investigated in glucose
deprived fasting model applied SH-SY5Y (ATCC/CRL 2266)
cell lines. Before and after pioglitazone treatment; energy
metabolites (glucose, lactate, ketone (BOHB), lactate
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dehydrogenase activity), mitochondrial citrate synthase
activity and cell viability were investigated.

Results and Conclusions: PPARy agonist addition to
glucose deprived, ketone added neurons provided positive
improvements in energy metabolites (p<0.01), mitochon-
drial functions (p<0.001) and survival rates (p<0.01).
Changes in mitochondrial citrate synthase activity, lactate
and LDH levels of neuronal cells treated with PPARy
agonist have not been previously shown. Our results sug-
gest, pioglitazone as an effective alternative for the treat-
ment of neurodegenerative diseases especially with the
presence of ketone bodies. By clarifying the mechanisms of
PPARy agonists, a great contribution will be made to the
treatment of neurodegenerative diseases.

Keywords: fasting; ketone bodies; neuron cultures; pio-
glitazone; PPARy.

Ozet

Genel Bilgiler: Diabetes Mellitus (DM) tedavisinde kulla-
mlan Peroxisome Proliferatir ile aktive edilen Reseptor
Gamma (PPARy) agonistleri, achk ve diisiik glukoz durum-
lannda ketogenez dahil metabolizmamn dizenlenmesinde
dnemli rollere sahiptirler. Son zamanlarda PPARy'nim niron
hiicreleri tizerinde anticksidan, anti enflamatuvar etkilere
sahip oldugu gisterilmistir.

Amag: Bucahsmada; pioglitazonun (PPARy agonisti) hiicre
canhhg, enerji metabolizmas1 ve mitokondriyal fonksi-
yonlar iizerindeki etkileri, SH-SY5Y (ATCC/CRL 2266) hiicre
hatlanna uygulanan glikozdan yoksun achk modelinde
arastimlmstr,
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International License.
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Ek 1: Makale (devam)

2 = Pinarbas et al.: Effects of PPARY

Materyal ve Metot: Pioglitazone uygulanmasimdan dnce
ve sonra; enerji metabolitleri (glukoz, laktat, keton (BOHE),
laktat dehidrogenaz aktivitesi), mitokondriyal sitrat sentaz
aktivitesi ve canlihk oranlan aragtinldi.

Bulgular ve Tartisma: Glukozu azaltlms, keton ilave edil-
mis (Achk modeli) néron kiiltiirlerine PPARy agonisti eklen-
mesi; metabolik parametrelerde (p<0.01), mitokondriyal
fonksiyonlarda (p<0.001) ve canlhk oranlannda (p<0.01)
pozitif yonde iyilesmelere neden oldu. PPARy agonist
uygulanan ndronlarda mitokondrival sitrat sentaz aktivitesi,
laktat ve LDH seviyelerindeki degisiklikler daha once goste-
rilmemistir. Sonuclanmz, pioglitazonun ozellikle keton
cisimciklerinin varhginda norodejeneratif hastaliklann teda-
visinde etkili bir alternatif oldugunu disiindirmektedir.
PPARy agonistlerinin etki mekanizmalanmn agikhga kavus-
turulmasi, nirodejeneratif hastaliklann tedavisine biiyiik
katki saglayacaktr.

Anahtar Kelimeler: Achk; Keton Cisimcikleri;
Kiiltiirleri; Pioglitazone; PPARy.

Noron

Introduction

In recent years, effects of calorie restriction (CR) and pro-
longed fasting on brain functions have been studied in
experimental and clinical studies. In both cases, since
there is a glucose restriction, brain uses ketone bodies as
an alternative energy source. It is known that ketogenic
diet is strongly effective in epileptic patients who are
resistant to anti-epileptic drugs [1]. Ketogenic diet primar-
ily consists of high-fats, moderate-proteins, and low-
carbohydrates which leads the body to synthesize ke-
tones as a result of low glucose in blood. Our group is
working on the effects of the prolonged fasting model, an
alternative to ketogenic diet, and ketone bodies in humans
and neuronal cells.

The present study is inspired by the newly discovered
positive effects of peroxisome proliferator-activated re-
ceptor (PPAR) gamma agonists (PPARy), used for the
treatment of Diabetes Mellitus (DM), on neuron and mito-
chondrial damage [2, 3]. Ketogenic diet is shown to activate
PPARy by many mechanisms (2, 4. In prolonged fasting
ketone bodies, secreted in high concentrations, can also
activate PPARy pathways.

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) are
proteins belong to superfamily of nuclear hormone factors,
that are nuclear receptors and ligand dependent transcrip-
tion factors. Structurally, PPARs are similar to steroid or
thyroid hormone receptors and are stimulated in response to
small lipophilic ligands. It is shown that they hawve critical
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role on the regulation of mitochondrial biogenesis, inflam-
mation, anti-oxidant defense and pathways related to car-
bohydrate and lipid metabolisms [5]. PPARs have three
isotypes (PPARo, PPARS and PPARy) and play an essential
role in the energy metabolism; however, they differ in the
spectrum of their activity and tissue distribution; PPARy
regulates energy storage, whereas PPARa is expressed pre-
dominantly in the liver, muscle, heart and bone and PPARS
is ubiquitously expressed in whole body regulating the en-
ergy expenditure [3].

Thiazolidinediones (TZDs) are widely studied PPARy
ligands. Acting as sensors of hormones, vitamins,
endogenous metabolites, and xenobiotic compounds,
PPARys are nuclear receptors which control the expres-
sion of a very large number of genes. PPARy has been
known to regulate adipocyte differentiation, fatty acid
storage and glucose metabolism, which makes it a target
of antidiabetic drugs [6-8]. PPARy agonist improves in-
sulin resistance by opposing the effect of TNF-a in adi-
pocytes [9]. Moreover, PPARy agonists are shown to have
effects in Parkinson, Alzheimer disease and brain injury.
They are thought to act on microglial cells inhibiting their
activation. Recently, PPARs have been shown to modulate
inflammation by inhibiting the production of proin-
flammatory molecules by glial cells. In vivo oral admin-
istration of the PPARy agonist pioglitazone reduced glial
activation and the accumulation of AR-positive plagues in
the hippocampus and cortex (2, 3].

All these information about the effects of PPARy on
neurodegenerative damage made us think that, PPARy
agonist pioglitazone may also be effective on neuronal
mitochondrial functions together with ketone bodies. Our
aim was to investigate if pioglitazone can be an alternative
in the treatment of neuron damage together with ketone
bodies. In our study, SH-5Y5Y (human neurcoblastoma-
ATCC/CRL 2266) cell cultures were performed and glicose
deprived fasting model was applied to these neurons. In
physiological conditions, fasting is accompanied by ketone
bodies so neurons were treated by beta-hydroxybutyrate
and further by pioglitazone to investigate the effects on the
energy metabolites, mitochondrial functions and viability of
the cells.

Materials and methods

Cell cultures

During our study, SH-5Y5Y (human neuroblastoma-ATCC/CRL 2266)
cell line was purchased from ATCC. Frozen cells were thawed as
indicated in the ATCC booklet. Cells were seeded at 2 » 10° cells/cm?
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density into in 25 Eul‘ﬂasksandg‘mwn in media containing Dulbecco’s
modified Eagle’s Medium/Ham’s F-12 Nutrient mixture {DMEM/F-12)
(1:1) containing L-glutamine and 10%: fetal bovine serum (FBS) at 37 °C
and 5% C0y + 95% 0y air atmosphere. When cells were 80-%0%
confluent, they were detached with trypsin and taken into new flasks/
plates in order to perform the experiments. Cells were passaged to
75 cm® flasks when expected confluency was reached and the total
media volume was made up to 10 mL before incubating at afore-
mentioned conditions. Growth medium was replaced in every two
days and doubling time studies showed up to be approximately 29 h.
Experiments were performed in 75 cm® flasks and early passages of
cells (P4-8 after purchase) were used.

Experimental groups and cell treatment conditions

Six groups were planned in the study (Table 1): control group (N), cells
were incubated with normal medium which contained 300 g/dL
glucose (DMEM/F12 + 10% FBS) (DMEM/F12, Gibco-11330057; FBS,
Giboo-26140079). Glucose deprived fasting model group (F): Earls
balanced salt solution (EBSS, Sigma-E2888) + 109 FES medium was
used in this group (containing 100 g/dL glucose). Two sub-groups
were formed by adding 5 mM ketone (Beta-hydroxy butyrate-fOHE,
Sigma Aldrich-H3408) to the aforementioned two groups in order to
simulate the physiological fasting conditions (FK) and ketone control
group (NK). And finally for pioglitazone (Sigma Aldrich, E6910),
(PPARy agonist) added media, the abbreviation P is added to be NKP
and FKP (Table 1). These latter groups were designed specifically to
observe the behaviors of cells when only ketone presence and both
ketone and pioglitazone presence in the media.

Betahydroxy Butyrate (BOHB, Sigma Aldrich-H9908) medium:
BOHE was used in the experiments since it is the most potent ketone
body. Calculations were made from JOHB (126.09 g/fmol) to have a
total of 5 mMin a 10 mL medium. Eriefly, 0.630 mg BOHB weighed and
dissolved in 50 mL sterile PBS, filtered with a 0.22 pm syringe to pre-
pare the sterile stock solution. All the ketone-added media were pre-
pared to have a final concentration of 5 mM BOHB.

Preparation of PPARy Agonist medium; For a final concentration
of 5 uM pioglitazone (Sigma Aldrich, E&910), 5 pL pioglitazone stock
solution was added to 5 mL of the experiment media [10, 11].

Table 1: Experimental groups and media content.

Medium FBS POHE PPARyagonist Glucose content,
mg/dL

N DMEM/F12 10% O L] 300
NK DMEM/F12 10% 5mM O 300
NKF DMEM/F12 10% 5mM 5pM 300
F EBSS 10% 0 1] 100
FK EBSS 10% 5SmM 0 100
FKP EBSS 10% SmM  5pM 100

Mormal (N) and fasting (F) media were used as control groups, they
consist neither ketone (BOHB) nor pioglitozone (PPARy agonist). NK
and FK groups were used as control groups of pioglitazone added
groups (NKP and FKP). DMEM/F-12, Dulbecco’s modified Eagle's
Medium fHam"s F-12 Nutrient mixture; EBSS, Earl’s balanced salt
solution; FBS, fetal bovine serum.
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Experiments

When cells were 80% confluent, normal media were
withdrawn, flasks were washed with 2 mL of sterile phos-
phate buffered saline (PBS) and experiment media were
added. 1 mL of the unused media were allotted for the
measurements of energy metabolites (glucose, lactate,
POHE and Lactate dehydrogenase — LDH) before the ex-
periments (initial values, i). Experiments were started the
day before, and ended after 16-h incubation next morning.
Experiment media were removed, 1 mL of them were
allotted for the metabolic measurements again (end
values, e). Cells were removed with Trypsin/EDTA and the
viability rates were controlled with trypan blue. Then cells
were homogenized for citrate synthase activity. In addi-
tion, microscopic pictures were taken (initial and after the
experiment) for morphological examinations. Experiments
were repeated 7 times under the same conditions.

Cell viability

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl}-2,5-diphenyltetrazolium-bro-
mide (MTT) assay is a cytoxicity experiment that is used to
demonstrate the viability of cells numerically under certain
conditions. MTT dye is metabolized by living cells and
gives color at 595 nm wavelength, white color formation is
not observed in dead cells. Color formation intensity is
directly proportional to the cell viability. MTT Kit (Cat.
Number 11465007001-Roche-Germany) was used in the
experiments.

Analysis of metabolic parameters

Abbot precision-Xtra POCT device (California, USA) was used
to measure ketone (BOHB) concentrations of the media before
and after the experiments. 10 plL of each medium was intro-
duced to ketone probe and measurements were performed.
Glucose, lactate and LDH levels in the culture media were
measured in ADVIA 1800 (Siemens-Germany) biochemistry
auto-analyzer. Analytic range of the glucose measurement
method was 1-700 mg/dL. For lactate measurements, the
analytic range of the method was 2-50 mg/L. Lactate dehy-
drogenase activity was assessed by measuring the decrease
in the optical density resulting from the oxidation of NADH at
340 nm using pyruvate as a substrate. Analytic range of the
LDH activity measurement was 5-750 U/L.
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Citrate synthase activity measurements

Citrate synthase is the first enzyme of the tricyclic acid cycle
inthe mitochondria matrix. The activity of citrate synthase is
frequently used as a biochemical marker for the mitochon-
drial content and functions of a cellular homogenate, Citrate
synthase activity measurement kit (Abcam-USA) was used
for the enzyme activities in accordance with the experi-
mental plan. Briefly, according to the protein concentra-
tions, homogenates were diluted with the buffer solution to
the expected protein concentration. Samples were added to
a 96-well plate in a volume of 100 pL and incubated for 3 hat
room temperature. Absorbances were measured in the
ELISA reader and color changes were recorded at 412 nm for
30 min. Activity graphs were drawn and the time for Vmax of
the enzymes was calculated as minutes for each group.

Data analysis

Our data are presented as mean # standard deviation (SD)
from seven independent experiments. Our results were eval-
uated statistically by one-way ANOVA, followed by Tukey's
multiple-comparison test. Differences with a probability
(p) less than 0.05 were considered statistically significant.

Results

Optimization studies

Metabolic parameters and cell viability with the vehicle
Final concentration of 5 pM pioglitazone was added to the
neurons that were incubated with normal (N) and fasting
(F) medium in order to see the effects of piaglitazone on

metabolic parameters and viability of the cells and no
statistically significant effect was detected on the cells

Table 2: Comparison of metabolic parameters in optimization studies.
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(Table 2). According to these data, experiments were car-
ried out without NP and FP groups.

Fasting model optimization studies

To determine the incubation period for glucose deprivation
model, 10° cells were planted in 12-well flasks, each with an
area of § cm’, in the 6th passage and when the density was
80% normal growth media were removed and experiment
media were added in three different groups: normal (N,
fasting (F) and no glucose (G0). These media were added ina
total volume of 2 mL according to the flask plan and cells
were incubated in the aforementioned media for 4, 8, 12, 16,
and 20 h. Media were collected from the wells at the
beginning and at the end of each incubation, and the
amount of glucose, lactate, LDH were analyzed (data not
shown) together with cell viability (Figure 1). This experi-
ment was repeated three times and 16 h of incubation period
was decided by comparing all the results obtained. This
decision was based on the LDH levels of the media, viability
of the cells and the simulation of fasting for more than 12 h.

un

mN
mF
G0

Call Wiakiliny [3)

iz
Howurs

16 20

Figure 1: Cell viabilities in the normal and glucose deprived model
optimization studies (n=3). N, cells were incubated with DMEM/
F12 + 10% FBS. F, cells were incubated with EBS5 + 10% FBS. GO
(DMEMO + 10% FBS, glucose-free medium), *p«<0.01 when compared
to the first & h of the same group.

n=3 Lactate; mg/dL Lactate,, mg/dL Glucose;, mg/dL Glucose,, mg/dL LDH; UfL LDH, UL Viability,, %
N 146+ 1.3 221 +0.92 294+ 13 249111 18817 7.9+ 26 95
NP 13.9:0.94 20.7 + 0.83 299+ 17 256+ 16 17.4+2.8 2941 1.7 98
F 147 + 1.1 361+1.8 98+ 13 72112 16.3 £+ 0.73 325129 82
FP 14.2 = 0.83 I76+1.3 Q6+ 9 TE+13 18217 279+ 1.6 80

Walues are shown with "7 before the experiment and with "e™ after the experiment. N, cells were incubated with DMEM/F12 + 10% FBS. NP, cells
were incubated with DMEM/F12 + 10% FBS + 5 pM PPARy agonist (pioglitazone). F, cells were incubated with EBSS + 10% FBS. FP, cells were
incubated with EBSS + 10% FBS + 5 pM PPARy agonist (pioglitazone). Incubation period was 16 h.
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Experimental energy metabolites

All cells consumed glucose during the 16 h experimental
conditions, but cells incubated with ketone added media
also used POHB simultaneously, and their glucose utili-
zation decreased compared to other cells (Table 3). In
addition, lactate formation was reduced in ketone-added
cells compared to other media together with LDH levels.
Moreover, pioglitazone seemed to help the cells use their
mitochondria to get energy rather than the anaerobic
glycolysis. Lactate dehydrogenase enzyme activity mea-
surements are one of the indicators of cell damage [12] and
LDH levels of cells that were incubated with ketone and
picaglitazone added media were lower.

Cell viability

Cellular viability was assessed by the MTT assay. Cell
survival was expressed as percentage neuroprotection
compared with normal group at 100% (Figure 2).
Viability rates were not different in neurons incubated in
the normal media with or without ketone and PPARy
agonist. However, viabilities of ketone and PPARy
agonist treated fasting group cells were higher (p<0.01,
Figure 2).

Citrate synthase activity

In our experiments, citrate synthase activity was measured
in cells after 16 h of incubation with the experiment media.
From the activity graphs, the time when the enzyme rea-
ches the highest speed (Vmax) was calculated in minutes
and is given in Figure 3. Cells incubated with normal
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Figure 2: Cell viability is assessed with MTT assay. Data are
expressed as mean + 5D (n=7). N, (normal) control group (DMEM
F12 + 10% FBS-300 mg/dL glucose containing medium), MK, ketone
added to normal medium (DMEM F12 + 10% FBS = 5 mM BOHE), NKP,
PPARy agonist added to NK medium (DMEM F12 + 10% FBS + 5 mM
BOHBE + 5 uM PPARy agonist) F, glucose deprived media (EBSS + 10%
FBS, 100 mg/dL glucose containing medium), FK, ketone added
glucose deprived media (EBSS + 10% FBS, +5 mM 80HEB), FKP (PPARy
agonist added to FK medium (EBSS + 10% FBS, +5 mM BOHE + 5 pM
PPARy agonist). *p<0.01, when compared to normal (N).

medium reached the Vmax value fastest. It was observed
that enzyme was working slowly as medium glucose con-
tent was decreased (Figure 3). In cells with the normal
media, enzyme activity did not change significantly
although mean wvelocity was slightly increased in cells
containing both ketone and PPARy agonist together
(Figure 3). Enzyme velocity was found to be statistically
increased in media containing ketone and further PPARy
agonist (Figure 3) in the fasting group. Additionally,
enzyme activity observed to be faster in FK and FKP group
than the F group which suggests in the deprivation of
glucose, cells use ketone efficiently and may restore
mitochondrial energy pathways in the presence of PPARy.

Table 3: Energy metabolites before and after the experiments in the cell media.

Glucose;, mg/dL Glucose., mg/dL Lactate;, mg/dL Lactate., mg/dL B0OHB; mmolfL B0HB. mmolf/L LDH,U/L  LDH. U/L
] 305 + 16 231 £ 14" 14.3 0.9 216+ 1.6 0 0 17+21  23:27"
HK 301 + 18 270 + 28+ 13.1+1.2 22.5+1.2% 53503 39+05 16+3.6 24421+
NKP 298 +12 282 £ 11% 129+ 1.5 19,5+ 1.1° 51+0.7 32+ 0.7 17441 20+ 2.64F
F 99 113 63+ 9 14.2 + 31 30.6 + 2.8 0 0 18+1.4 32409
FK 10229 7T+ 6 13.912.2 24,3 £ 1.7 48108 2.1+09"° 17:21 23+ 1.7
FKP 99.1 +11 79 + 71 149+ 21 193 £ 1.3+ 5.1:0.9 21+0,7% 18423 191156

Values are shown with “i" before the experiment and with “e™ after the experiment. Data are expressed as mean + SD (n=7). N, (Normal) contral
group. NE, ketone added to normal medium. NKP, PPARy agonist added to NK medium. F, glucose deprived media. FK, ketone added to glucose
deprived media. FKP, PPARy agonist added to FK medium. *p<0.01 when compared to M, tp(il.t]ll when compared to the same group without
BOHE. "p<0.01 when compared to the values before the experiment at initial (), p<0.01 when compared to the same group without pioglitazone.
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Citrate Synthase Activity (t at Vmax)
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Figure 3: Citrate synthase activity was assessed after 16 h
incubation with the experimental media. The time, when the enzyme
reaches at the highest speed (Vmax) is calculated in minutes and
given in the graphic (*p<0.01, when compared to normal). Data are
expressed as mean £ SO (n=7). M, (normal) control group (DMEM
F12 + 10% FB5-300 mg/dL glucose containing madium), NK, ketone
added to normal medium (DMEM F12 + 10% FBES + 5§ mM R0OHE), NKP,
PPARy agonist added to NK medium (DMEM F12 + 10% FBS + 5 mM
ROHE + 5 pM PPARy agonist) F, glucose deprived media (EBSS + 10%
FBS, 100 mg/dL glucose containing medium), FK, ketone added
glucose deprived media (EBSS + 10% FBS, +5 mM B0HB), FKP (PPARY
agonist added to FK medium (EBSS + 10% FBS, +5 mM BOHE + 5 pM
PPARy agonist).

Discussion

In the present study, effects of peroxisome proliferator
activated receptor gamma (PPARy) agonist (pioglitazone)
on glucose deprived, ketone added (fasting model) neuron
cultures in terms of neuron viability, energy metabolism
and mitochondrial functions were investigated in order to
evaluate alternative treatment options in neurodegenera-
tive diseases.

SH-5Y5Y (human neuroblastoma-ATCC/CRL 2266) cell
line was used in the study. SH-5Y5Y is a human derived cell
line used in vitro models of neuronal function and differ-
entiation. The original cell line was isolated from a bone
marrow biopsy taken from a four-year-old female with
neuroblastoma. Normal nutrition and fasting models were
applied to the 0% confluent cultured neurons by chang-
ing the glucose concentrations of the media [13]. Experi-
ments were catried out by adding ketone and pioglitazone
separately or together to the media.

When pioglitazone is added to the normal (N) and
fasting (F) media alone it does not cause any statistically
significant difference in metabolic parameters and cell
viability in neurons (Table 2). However, when we simulate
physiologic fasting conditions with ketone addition to the
media (F and FK vs. FKP), metabolic parameters and

DE GRUYTER

cell survival rates were all changed in a positive manner
(Table 3 and Figure 2). In the fasting group when pioglitazone
was added to ketone containing medium (FKF), lactate and
LDH levels were significantly lower than the F and FK
group. Additionally neurons used ketones more efficiently
in the presence of PPARy agonist (Table 3). These findings
made us think that, when pioglitazone added to the media,
neurons might have used their mitochondria more effi-
ciently (Figure 3). So we have conducted an other study
with citrate synthase activity of the cells. Since citrate
synthase is the first enzyme of Krebs cycle which takes
place only in the mitochondrial matrix, activity measure-
ments of citrate synthase in a cell homogenate, is accepted
to show the mitochondrial capacity of a cellular commu-
nity [14]. Growing evidence suggests the involvement of
mitochondrial dysfunction in the pathogenesis of many
major neurodegenerative and neuroinflammatory disor-
ders. This dysfunction is associated with defects in
mitophagy, bioenergetics, mitochondrial functions such as
electron transport chain activity reductions and increased
mitochondrial-generated oxidative stress [2]. Therefore,
pharmacological approaches to enhance mitochondrial
function, reduce reactive oxygen species (ROS) or enhance
antioxidant defence are essential for the new therapeutic
approaches to neurodegenerative and neuroinflammatory
diseases.

It is shown that, knockout of PPARy is embryonically
lethal [15, 16]. Moreover, PPARy activation is associated with
increased lipid and carbohydrate metabolism together with
adipocyte differentiation and reduction of plasma glucose
concentration [17]. PPARy agonists are currently in clinical
use for the management of type 2 diabetes and pioglitazone,
one of the most frequently used PPARy agonists, was also
been proven to have anti-inflammatory effects by PPARy
activation and regulating myelin gene expression in brain
cells [18]. 1t is known that, PPARy is expressed in different
parts of brain. High levels of expression of PPARy have
been found in discrete areas of the central nervous system
(CNS), including the dopaminergic cells in the basal ganglia
[19, 20]. PPARy, is also thought to regulate inflammatory
response by suppressing the expression of more than one
proinflammatory genes [21]. Moreover it is shown that
inhibiting mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway
with PPARy agonists had an anti-inflammatory effect on
status epilepticus models in rats [22]. mTOR pathway inhi-
bition is one of the major mechanisms of fasting in humans
leading to ketogenesis [23].

In the present study, we have showed positive effects
of PPARy agonist on neuron survival, energy metabolism
and mitochondral functions which were enhanced with
ketone body (BOHBE) presence in the media. Changes in

68




Ek 1: Makale (devam)

DE GRUYTER

mitochondrial functions and survival rates had been
studied with PPARy agonists, pioglitazone and rosiglita-
zone on differentiated SH-5Y5Y neuroblastoma cells before
[24]. Miglio et al. [24] showed PPARy agonists promoted
biogenesis of mitochondria in glucose deprived neurons
while did not significantly change mitochondrial mem-
brane potential. Howewver, to our knowledge this is the first
study showing positive effects of pioglitazone on neurons
can be synergistically increased by ketones.

Ketone body supply and metabolism is essential in the
brain. Ketolysis accounts for 70% of the energy supply
during prolonged fasting (the majority is from BOHE), and
the rest, comes from glucose derived from different sour-
ces: glycerol, amino acids, lactate and pyruvate catabolism
[23]. Apart from their roles in the fasting metabolism, more
recently, ketone bodies have been shown to have direct
signaling capabilities [1]. There are multiple mechanisms
through which ketone bodies have been thought to affect
cellular signaling by modulating the activity of histone
deacetylases (HDACs) [2, 23]. Ketone bodies, particularly
POHE, also shown to have anti-inflammatory effects by
reducing inflammatory cytokine production, which may
further limit neuronal cell loss and facilitate tissue regen-
eration following injury. With these aforementioned find-
ings and in the light of our results we can suggest that
PPARy agonists and ketones may act synergistically in
neuron protection. It has been shown that PPARy agonist
(pioglitazone) treated rats had increased B-oxidation [25]
which can enhance ketogenesis explaining the synergistic
effects of these two on neuron protection.

There are certain limitations of this study. The present
study is performed in secondary cell cultures with neuro-
blastoma cells which can have some differences in the
regulation of metabolic pathways hence our results must
be confirmed by primary neuron culture studies. Second
limitation is, we have used POHB as key ketone body in the
treatments and did not test acetoacetate which is another
ketone body synthesized by the liver. Another limitation is
although it is shown that pioglitazone as the main mole-
cule affects the metabolism, its metabolite hydrox-
ypioglitazone is shown to be effective in vivo [25]. We have
not tested its effects in the experiments. Finally mito-
chondrial functions were measured with metabolic pa-
rameters and citrate synthase activity in the present study
that need to be confirmed with other investigations such as
flowcytometric membrane potential analysis.

However, PPARy agonist addition to glucose deprived
and ketone added (fasting model applied) neurons caused
positive improvements with metabolic parameters, mito-
chondrial functions, and survival rates. Changes in
mitechondrial citrate synthase activity, lactate and LDH
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levels of neuronal cells treated with PPARy and BOHB
have not been previously pointed out in the literature.
Based on all these findings; we can conclude that im-
provements in neuron damage were recorded after pio-
glitazone (PPARy agonist) treatment especially in the
presence of ketones. We suggest that the PPARy agonists
in fasting states show significant promise as therapeutic
agents in neurological diseases and repositioning of pio-
glitazone may be a new approach for the treatment of
neurodegenerative diseases. However, the role of piogli-
tazone in the treatment of neurodegenerative diseases
and the integration with ketones should be further
investigated by functional genetic pathway analysis and
clinical studies.

Competing interests: The authors have no conflict of
interest.
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