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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basilt
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet
haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale, kitap, lisans
ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarmim haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazil1 izin
alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini
Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina iligkin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince
YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erigime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir (V

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karar1 ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir ®

11.09.2024
(imza)

Necati Alp COSKUN

“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigime Acilmaswa Iliskin
Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma stirecinin
devam etmesi durumunda, tez danismaninin dnerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii tizerine enstitii veya
fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya
patent gibi yontemlerle korunmamug ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz
kazang imkanm olusturabilecek bilgi ve bulgular: iceren tezler hakkinda tez damismaninin onerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayr
asmamak iizere tezin erisime agilmast engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar: veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve
giivenlik, saglik vb. konulara iligkin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigt kurum tarafindan verilir
* Kurum ve kuruluslarla yapilan igbirligi protokolii cergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iligkin gizlilik karari
ise, ilgili kurum ve kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu
tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karar: verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik
kurallari ¢ercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldirilmast halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danmismanminin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu caligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda &zgiin oldugunu, Prof. Dr. Fahriye Duygu CETINKAYA
danismanhiginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Y 6nergesi’ne gore yazildigini beyan ederim.

Necati Alp COSKUN
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca degerli diisiinceleriyle bana yol gdsteren, beni
stirekli motive eden, tecriibesiyle ve bilgisiyle ufkumu genisleten ve bu zorlu siireci
bana sevdiren, her daim giiler yiizlii ve kibar olan, tez danigmanim ve ¢ok degerli
hocam Saym Prof. Dr. Fahriye Duygu CETINKAYA’ya sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Bu siirecte gerek laboratuvar ortaminda gerekse laboratuvar disinda bana yol
gosteren, fikir veren, beni destekleyen, bana abla/kardes olan ekip iiyelerim, basta
ikinci danismanim Dr. Ogr. Uyesi Cansu OZDEMIR SAKA olmak iizere, ¢ok degerli
mentorum, kurtaricim Bihter MURATOGLU’na ve Beyza TURGUT’a tesekkiir

ederim.

Farkli bir alandan gelmeme ragmen bana kok hiicre bilimini sabirla anlatan,
yeni yaklagimlar sunan ve bu bilimi sevdiren saygideger Kok Hiicre Anabilim Dali

hocalarima tesekkiir ederim.

Her zaman bana destek veren, yardimei olan ve bir sorum/sorunum oldugu
zaman yardimima kosan 6gretim gorevlisi hocalarim basta olmak iizere tiim bdliim

arkadaslarima ve boliim ¢alisanlarina tesekkiir ederim.

Bu zorlu dénemde birlikte sevinip birlikte {iziildiiglim, bir sorun oldugunda
birlikte ¢dziim iirettigim, dostum ve meslektasim olan Ali Berk ALISAN’a ve lisans
egitimimden beri beni her konuda destekleyen ve bana kardes olan Berke Can

DEMIRCIOGLU na tesekkiir ederim.

Son olarak tezimi, bana en zorlu donemlerde destek olan ve manevi destegini
asla esirgemeyen ailem; Leyla COSKUN ve Gokhan COSKUN’a, kardesim Tuana
Goksu COSKUN’a ve hayat ortagim, ilham perim ve diinyamin en giizel varlig1 Giilru

KARAAHMETOGLU’na adamak istiyorum.

Ek olarak 2211-Yurt i¢i Lisansiisti Burs Programi kapsaminda beni
destekledikleri icin TUBITAK Bilim Insam1 Destek Programlari Baskanligi’na
(BIDEB) ve bu tez ¢alismasi kapsaminda verdikleri maddi destekten dolay1 Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne (BAP-Proje No:

TYL-2022-20617) tesekkiir ederim.
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OZET

COSKUN N.A, Stres Uyaranlarn ile Kosullandirilmis insan Astrositlerinin
Fenotipik ve Metabolik Profilinin Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2024
Astrositler, enerji metabolizmasini diizenleyerek, iyon dengesini koruyarak ve
ndrotransmitter seviyelerini modiile ederek ndronlara temel metabolik destek saglar.
Ancak, stres maruziyetine bagli olarak astrositler néron koruyucu 6zellikleri yerine
norotoksik bir fenotipe gegerek nérodejenerasyona katkida bulunabilir. Bu ¢alismada,
astrositlere farkli uyaranlar uygulanmis, ¢evresel toksinlere ve stres faktorlerine
hiicresel yanitlar1 ile aracilik ettigi bilinen Aril Hidrokarbon Reseptorii (AhR)
sinyalizasyonu ile iliskileri arastirilmustir. Oliimsiizlestirilmis insan astrositleri 24 saat
boyunca farkli ajanlar ve dozlarina (TNF-a 10,100 ng/mL, LPS 100 ng/mL, TGF-$1
2,5,10 ng/mL, AhR agonisti 6-Formylindolo[3,2-b] carbazole/FICZ 100,1000 nM;
AhR-antagonisti 1,5 pM Stem Regenin-1 /SR1) maruz birakildiktan sonra molekiiler
ve metabolomik (GC-MS) analizler gergeklestirilmistir; RT-qPCR kullanilarak
noroprotektif/ndrotoksik astrositler ve AhR'ye 6zgii gen ifadeleri analiz edilmistir.
TNF-a ve LPS gruplarinda inflamatuvar gen ifadelerinin arttigi, TGF-B1 grubunda ise
azaldigr gozlemlenmistir. Tim gruplarda norotoksik/noroprotektif genlerin
ifadelerinde anlamli degisiklikler goze carpmistir. Hiicre kiiltiir ortamlarinin
metabolom analizleri sonucunda TNF-a, LPS, SR1 ve diisiik doz TGF-B1 gruplarinda
ornitin seviyelerinde yiikseklik ve enerji metabolitlerinin seviyelerinde diisiis
goriilmiis, ornitinin ndrodejenerasyonda potansiyel bir terapdtik hedef olabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu bulgularla birlikte, astrositlerin AhR agonist (FICZ) ve antagonist
(SR1)leri ile uyarilmasi sonucu astrositlerin hem Al hem de A2 fenotipine 6zgii

genlerde degisiklikler olmasi astrositlerin bir ara fazina igaret etmistir.

Anahtar Kelimeler: Astrosit, stres, norotoksik/néroprotektif fenotip, AhR

sinyalizasyonu, ndrodejenerasyon.

Bu ¢alisma HU-BAP (Proje no: TYL-2022-20617) ve kismen TUBITAK (Proje
no: 220S759) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

COSKUN N.A, Investigation of Phenotypic and Metabolic Profiles of Human
Astrocytes Conditioned with Stress Stimuli, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences Stem Cell Program Master Thesis, Ankara, 2024
Astrocytes provide essential metabolic support to neurons by regulating the supply of
energy substrates, maintaining ion balance, and modulating neurotransmitter levels;
however, under conditions of metabolic stress, their dysfunction can contribute to
neurodegeneration by shifting from a neuroprotective to a neurotoxic phenotype. This
study investigates the effects of stress factors applied on astrocytes and their
relationship with Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) signaling, which is known to
mediate cellular responses to environmental toxins and stressors. Immortalized human
astrocytes were treated for 24 hours with various agents and doses: TNF-a 10,100
ng/mL, LPS 100 ng/mL, TGF-B1 2,5,10 ng/mL, AhR agonisti 6-Formylindolo[3,2-b]
carbazole/FICZ 100,1000 nM; AhR-antagonisti 1,5 uM Stem Regenin-1 /SRI.
Metabolome analyses of the supernatants (conditioned medium) were performed using
GC-MS. RT-qPCR was used to analyze seventeen genes involved in neuroprotective
and neurotoxic astrocyte responses and AhR-signaling. Increased expression of
inflammatory genes was observed in the TNF-o and LPS groups and decreased
expression in TGF-B1 group. Significant changes in the expression of both neurotoxic
and neuroprotective-specific genes were noted in all groups. Metabolome analysis
revealed higher ornithine levels and lower level of energy metabolites in the TNF-a,
LPS, SR1, and low-dose TGF-B1 groups suggesting ornithine as a potential therapeutic
target in neurodegeneration. Together with these findings, AhR agonist FICZ- and
antagonist SR1- induced alterations in expression of the astrocyte Al and A2 genes

suggested the presence of an intermediate phase in astrocytes.

Keywords: Astrocyte, stress, Neurodegeneration, neurotoxic/neuroprotective

phenotypes, AhR-signaling

This work was supported by the HU-BAP (Grant no: TYL-2022-20617), and
partially by the TUBITAK (Grant no: 220S759)
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SEKIiLLER

Embriyonik nérogenezde boliinme ve farklilagsmalar. (SB=
Simetrik Boliinme, AB= Asimetrik Boliinme F= Farklilagsma.,
Biorender)

Noron ve glial hiicrelerin olusumu ((1-3) kaynaklarindan ve
Biorender sablonlarindan iiretilmistir.)

Astrosit Metabolizmasi ((10, 16, 17) numarali kaynaklardan
esinlenerek Biorender iizerinden ¢izilmistir.)

AHR Sinyalizasyonu ((60) kaynagindan esinlenerek Biorender
iizerinden c¢izilmistir.)
WST-1"de kullanilan dozlar.

Astrosit hiicrelerine uygulanan farkli TNF-o dozlarinin canlilik
iizerine olan etkisi.

Astrosit hiicrelerine uygulanan farkli TGF-B1 dozlarinin canlilik
iizerine olan etkisi.

Astrosit hiicrelerine uygulanan farkli SR1 dozlarinin canlilik
iizerine olan etkisi.

Astrosit hiicrelerine uygulanan farkli FICZ dozlarinin canlilik
iizerine olan etkisi.

Doz uygulanmayan (KONTROL) kuyucuklarin 0.saat (t0) ve
24 saat (t24) morfolojik goriintiileri (20x).

TNF-o uygulanan kuyucuklarin 0.saat (t0) ve 24.saatteki (t24)
morfolojik gortintiileri (20x).

2,5 ng/mL TGF-B1 uygulanan kuyucuklarin 0.saat (t0) ve
24 saatteki (t24) morfolojik goriintiileri (20x).

1,5 uM SR1 uygulanan kuyucuklarin 0.saat (t0) ve 24.saatteki
(t24) morfolojik goriintiileri (20x).

100 nM FICZ uygulanan kuyucuklarin 0.saat (t0) ve 24.saatteki
(t24) morfolojik goriintiileri (20x).

1000 nM FICZ uygulanan kuyucuklarin 0.saat (t0) ve 24.saatteki
(t24) morfolojik goriintiileri (20x).

Astrosit Hiicrelerinde TNF-a ve LPS dozlarinda kontrol grubuna

kiyasla A) VIM, B) GFAP, C) SRGN, D) IL-6, E) FBLNS ve F)
FKBPS5 gen ifade analizleri.

TNF-a ve LPS dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) PDL-1, B)
IL-8, C) S100B, D) S100A10, E) BDNF ve F) STAT3 gen
ifadeleri.

Xiv

Sayfa

22
26

33

34

34

35

36

36

36

37

37

37

38

39
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4.14

4.15

4.16

4.17
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4.21

4.22

4.23

4.24

4.25

4.26

TNF-a ve LPS dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) COL1A1,
B) IL-10, C) CYP1A1, D) CYP1BI ve E) AHR gen ifadeleri.

TGF-B1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) VIM, B) GFAP,
C) SRGN, D) IL-6, E) FBLNS ve F) FKBPS5 gen ifadeleri.

TGF-B1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) PDL-1, B) IL-8,
C) S100B, D) S100A10, E) BDNF ve F) STAT3 gen ifadeleri.

TGF-B1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) COL1A1, B) IL-
10, C) CYP1A1, D) CYPIBI1 ve E) AHR gen ifadeleri.

FICZ ve SR1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) VIM, B)
GFAP, C) SRGN, D) IL-6, E) FBLNS ve F) FKBPS gen
ifadeleri.

FICZ ve SR1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) PDL-1, B)
IL-8, C) S100B, D) S1I00A10, E) BDNF ve F) STAT3 gen
ifadeleri.

FICZ ve SR1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) COL1A1,
B) IL-10, C) CYP1A1, D) CYPIBI ve E) AHR gen ifadeleri.

Kontrol hiicrelerinin bulundugu ortamin, hiicresiz ortama kiyasla
metabolit karsilastiriimasi.

24 saat boyunca TNF-a 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla PLS-
DA A) Skor Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot
karsilastirmalari.

24 saat boyunca TNF-a 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla
metabolit farkliliklarinin zenginlestirilmis seti.

24 saat boyunca TNF-a 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla PLS-
DA A) Skor Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot
karsilagtirmalari.

24 saat boyunca TNF-a 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla
metabolit farkliliklarinin zenginlestirilmis seti.

24 saat boyunca TNF-a 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, 24 saat boyunca TNF-a 10 ng/mL dozu
uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortama kiyasla PLS-DA A)
Skor Plot ve B) VIP Plot karsilagtirmalari.

24 saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla ile
PLS-DA A) Skor Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot
karsilagtirmalari.
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24 saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla
metabolit farkliliklarinin zenginlestirilmis seti.

24 saat boyunca TGF-B1 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla ile
PLS-DA A) Skor Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot
karsilastirmalart.

24 saat boyunca TGF-B1 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla
metabolit farkliliklarinin zenginlestirilmis seti.

24 saat boyunca TGF-B1 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, 24 saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL dozu
uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortama kiyasla ile PLS-DA A)
Skor Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot karsilastirmalari.

24 saat boyunca TGF-B1 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, 24 saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL dozu
uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortama kiyasla metabolit
farkliliklarinin zenginlestirilmis seti.

24 saat boyunca LPS 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol grubu hiicrelerinin bulundugu
ortama kiyasla ile PLS-DA A) Skor Plot, B) VIP Plot ve C)

Volkan Plot karsilagtirmalari.

24 saat boyunca LPS 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla
metabolit farkliliklarinin zenginlestirilmis seti.

24 saat boyunca SR1 1,5 uM dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol grubu hiicrelerinin bulundugu
ortama kiyasla ile PLS-DA A) Skor Plot, B) VIP Plot ve C)

Volkan Plot karsilagtirmalari.

24 saat boyunca SR1 1,5 uM dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla
metabolit farkliliklarinin zenginlestirilmis seti.

24 saat boyunca FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol grubu hiicrelerinin bulundugu
ortama kiyasla ile PLS-DA A) Skor Plot, B) VIP Plot ve C)
Volkan Plot karsilagtirmalari.

24 saat boyunca FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla
metabolit farkliliklarinin zenginlestirilmis seti.

24 saat boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol grubu hiicrelerinin bulundugu
ortama kiyasla ile PLS-DA A) Skor Plot, B) VIP Plot ve C)

Volkan Plot karsilagtirmalari.
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4.39

4.40

4.41

5.1

5.2

24 saat boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla
metabolit farkliliklarinin zenginlestirilmis seti.

24 saat boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, 24 saat boyunca FICZ 100 nM dozu
uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortama kiyasla ile PLS-DA A)
Skor Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot karsilastirmalari.

24 saat boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, 24 saat boyunca FICZ 100 nM dozu
uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortama kiyasla metabolit
farkliliklarinin zenginlestirilmis seti.

Ornitin yolag1 (74) (Heinrich Wiesinger, Arginine metabolism
and the synthesis of nitric oxide in the nervous system,2001).

Metabolom sonuglarina gére SR1 1,5 pM dozu uygulanan hiicre
kiiltiir ortam1 ile FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicre kiiltiir
ortamlarimin karsilastirmasi
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1. GIRIS

Yaglanan diinya niifusuna paralel olarak Alzheimer, Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklarin artan insidansi ve yapay zeka, derin 6grenme konulari ile
norobilim alan1 gliniimiiziin 6nde gelen bilim alanlarinin basinda gelmektedir.
Norodejeneratif hastaliklarin tedavisi bulunmamakta, hasta ve ailelerin yasam
kalitesini azaltmakta, topluma agir sosyal ve ekonomik yiik getirmektedir. Buradan
hareketle, beyin sagliginin korunmasi ve iyilestirilmesi toplumlarin gelisimi/refah1 i¢in
oncelikli konudur. Beyin fonksiyonlarmin iyilestirilmesi ve terapdtik stratejilerin
gelistirilmesi i¢cin noérodejenerasyona sebep olan bozukluklarin patogenezinin
anlasilmasi, olumlu, olumsuz uyaranlarin ortaya ¢ikarilmasi yoniinde her gegen giin

daha fazla aragtirma yapilmaktadir.

Noronal mikrogevre noéronun biiylimesini, gelismesini, farklilagsmasini ve
kaderini etkileyen ortamdir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda nérodejenerasyonda
néron fonksiyonlarmin bozulmasindan 6nce noronal destek hiicreleri olan glial
hiicrelerde bozulmalar gdze carpmistir. ilk olarak glial hiicre tiplerinden biri olan
mikroglialarin stres halinde ndrotoksik ve néroprotektif fenotipe farklilagabilecegi
gosterilmistir. Daha sonra yapilan c¢aligmalarda ise diger bir glial hiicre tipi olan
astrositlerin de mikrocevre kosullarina bagl olarak ayni mikroglialar gibi nérotoksik
(A1) ve noroprotektif (A2) fenotipe farklilagabilecegi ortaya atilmistir. Astrositler,
beyin enerji metabolizmasinin diizenlenmesi, santral sinir sistemi fonksiyonlarinin
yuriitiilmesinde temel role sahip hiicreleridir. Astrositler ile néron hiicreleri arasinda
siirekli dongii halinde bir norotransmitter gegisi bulunmaktadir. Noronal iletim
fonksiyonunun yiirlitiilmesinde kritik olan norotransmitter
(glutamat/GABA/glutamin) dongiisii astrosit metabolizmasi ile diizenlenmektedir.
Norodejeneratif hastaliklarda astrosit metabolizmasi ve fenotipinde Onemli
degisiklikler bildirilmis, ancak halen ilk olarak hangi hiicrelerin fonksiyonlar
bozuluyor ve hangi hiicreler arasi iletisim/iletisimsizlik, hastalik patolojisinin
ilerlemesine sebep oluyor bilinmemektedir. Diger taraftan, ¢evresel kirliligin hizla
artmakta oldugu giiniimiizde olumsuz g¢evresel etkenler/kirleticiler/zenobiyotiklerin,
basta santral sinir sistemi (SSS) olmak {izere insan sagligi iizerine etkilerinin

arastirilmasi da kritik bir konu halini almaktadir.



Bu tez calismasinda, astrositler (Izmir Biyotip ve Genom Merkezinden temin
edilen Olimsiizlestirilmis insan astrosit hatti) 24 saat boyunca TNF-a, LPS gibi
inflamatuvar faktorler yaninda TGF-f1 ve zenobiyotik/dioksin reseptorii olarak
bilinen Aril hidrokarbon reseptor (AhR) agonist (6-Formylindolo[3,2-b]
carbazole/FICZ) ve antagonist (Stem Regenin-1 /SR1) uyarimlarina maruz
birakildiktan sonra morfolojik, molekiiler ve metabolik analizler yapilmistir. Bu
amacla, literatiirde yer alan 17 tane Al ve A2 astrosit spesifik genler ile AhR
sinyalizasyonu ile iliskili gen ifadeleri RT-qPCR ile Ol¢iilmiis, hiicre kiiltiirlerinin
slipernatantlar1 ise gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) ile incelenerek

metabolomik analizleri yapilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Santral Sinir Sistemi (SSS)

2.1.1. Santral Sinir Sisteminin Olusumu

Insanlarda santral sinir sisteminin (SSS) olusumu embriyonik 3.haftanin
baslarinda noral tiipiin olusumuyla baslamaktadir. Noral tiipi olusturan hiicrelere
noroepitel hiicreler (NEC/neuroepithelial cells) adi verilmektedir. Bu hiicreler noral
kok hiicreler (NSC/neuronal stem cells) olarak da bilinmektedir. Bu hiicreler apiko-
bazal polariteye sahiptir ve simetrik boliinerek ve kalinlasarak ventrikiiller bolgeyi
(VZ/ventricular zone) olusturmaktadir (1-3). Daha sonra NEC’ler farklilagarak radyal
glial hiicreleri (RGC/radial glial cells) olusturmaktadir. RGC’lerin apikal ¢ikintilar
VZ’deyken bazal ¢ikintilar1 beynin dis kismina kadar uzanir. RGC’lerin apikal/bazal
eksendeki bu ¢ikintilar1 yeni olusan néronlarin gocii ve farklilagsmasi i¢in bir kilavuz
gibi davranmaktadir. RGC’ler NEC’lerden farkli olarak hem asimetrik hem de simetrik
boliinme gegirebilmektedir. Asimetrik boliinme sonrast bir RGC ve bir néron veya bir
ara progenitor hiicre (IPC/intermediate progenitor cell) (baz1 kaynaklarda nIPC olarak
gegmektedir.) meydana getirmektedir (1-3). IPC’ler VZ tizerinde sayilarini arttirarak
Subventrikiiler Bolge(SVZ/subventricular zone) olusturmaktadir. (4)

aRGe

nnnnn

Sekil 2.1: Embriyonik norogenezde bolinme ve farklilagmalar. (SB= Simetrik
Boliinme, AB= Asimetrik Boliinme F= Farklilagma., Biorender)



Noérogenezin basinda kok hiicre havuzunu genisletmek icin NSC’ler simetrik
boliinmeye baslar. Ancak zamanla asimetrik béliinerek bir aRGC bir NEC olusturur.
Daha sonra aRGC'ler simetrik boliinerek, havuzunu genisletebilirken veya iki tane
IPC olustururlarken ; asimetrik boliinerek bir adet aRGC, bir adet IPC veya bir adet
bRGC bir adet aRGC olusturabilirler. Olusan IPC ler noron iiretmek i¢in tekrardan
simetrik béliiniirler. bBRGC ler ise simetrik béliinerek iki bRGC; asimetrik béliinerek

bir bRGC bir noron olusturabilirler. (4)
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Farklilagma

RGC'ler asimetrik boliinerck

RGC + néron/IPC olugturur

NEC'ler RGC'lere tarklilasir

X
NN
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sonrasmda da glial hilerelere

Larklilagir.
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N&roepitelyal
Hicreler aRGC bRGC Noron Astrosit Oligodentrosit

Sekil 2.2: Noron ve glial hiicrelerin olusumu ((1-3) kaynaklarindan ve Biorender
sablonlarindan tretilmistir.)

Embriyonik donemin ge¢ donemlerinde ve/veya postnatal donemde gliogenez
baslamaktadir. Bu sirada RGC’ler tarafindan astrosit IPC (aIPC) ve oligodentrosit IPC
(oIPC)’ler ve son olarak da glial hiicreler farklilagmaya baslamaktadir (2, 3).



2.1.2. Santral Sinir Sistemi Bilesenleri ve Noral Mikrocevre

Bir hiicrenin mikrogevresi, fiziksel, mekanik ve biyokimyasal mekanizmalar
yoluyla hiicresel fenotipini, kaderini, farklilasmasin1 ve potansiyelini etkileyen
ekstraseliiler matriks (ECM), hiicreler ve interstisyel sivinin organize bir
kombinasyonudur (5). Yapilan c¢alismalarda néron mikrogevre elemanlarinin hem
embriyonik nérogenezde hem de yetiskin nérogenezde néron gociinii, farklilagsmasini,
yapismasini etkiledigi goriilmiistiir (3). Santral sinir sisteminde bir¢ok yap1 ndrona

destek vermekte ve ndron mikrogevresini olugturmaktadir. Bu yapilar:

e Beyin-Omurilik Sivist (BOS) iiretiminde gorev alarak nodronlart dis
darbelerden koruyan, noérona enerji saglayan, ndrotransmitter trafigini
diizenleyen, immiin yanit olusumuna destek veren ve ¢esitli bliylime faktorleri
ve sinyallerle nérogenezi destekleyen choroid plexus (3),

e Norona besin tasiyan, atiklarin uzaklastirilmasini saglayan, homeostazi
saglayan ve norogenezde 6zellikle RGC’lerin gelisiminde aktif gorev alan kan
damarlari (3),

e Beyni ve dolayisiyla ndronlar fiziksel etkenlere karsi koruyan, BOS akisini
saglayarak noronlara dolayli destek saglayan, noral gog ve farklilasmada gorev
alan meninksler (3),

e Norona yapisal destek saglayan ve farklilasmasi, morfolojisi, proliferasyonu,
gbcli gibi fonksiyonlarin gergceklesmesi icin gerekli ortam olan ECM (3),

e Kan-Beyin Bariyeri (Blood Brain Barrier/BBB) olusumunda gorev alan,
damarlanma saglayan ve g¢esitli biiylime faktorleriyle norogeneze katki
saglayan perisitler (3) ve son olarak

e (Glial hiicreler olarak bilinen mikroglialar, astrositler ve oligodentrositlerdir (3).

Beyin hiicrelerinin yaklasik %35ini olusturan glial hiicreler makroglialar (astrosit,

oligodentrosit, vb.) ve mikroglialar olarak iki ana kategoriye ayrilmaktadir.

Mikroglialar, merkezi sinir sisteminin makrofaj hiicreleridir. Mikroglialar,
gelisim sirasinda sinaptik yeniden modelleme, BBB gecirgenligini kontrol etme,
metabolik iirtinlerin ve hasarli hiicrelerin temizlenmesi, hastalik durumlarinda Amiloid

B (AP) plaklarinin, viriis ve bakterilerin par¢alanmasi, miyelinasyonun diizenlenmesi,



vaskiiler biitiinliiglin saglanmast ve kontrol edilmesi, sinaptik plastisitenin
diizenlenmesi, eksitotoksisitenin (asir1 norotransmitter salinmasi) Onlenmesi ve
norogenez/gliogenezde gorev alma gibi onemli gorevleri iistlenerek saglikli bir
beyinde norona destek saglamaktadir. Ayrica bir diger glial hiicre olan astrositlerle
stirekli iletisim halinde olarak astrosit aktivitesinin de diizenlenmesinde gorev

almaktadir.

Oligodentrositler ise aksonlar1 sarip elektrik sinyallerini hizli ve etkili bir
sekilde iletilmesini saglayan myelin kilif liretiminde gorev alan glial hiicrelerdir. Ek
olarak immiin modiilasyonda rol oynar, aksonlara metabolik ve trofik destek

saglamaktadir (6).

Son olarak astrositler, BBB olusumunda, beyne oksijen ve besin iletiminde,
sinaptik tasimanin diizenlenmesinde, ndronlara metabolik destek saglanmasinda, iyon
homeostazinda, nérotransmiter metabolizmasinda, oksidatif stres yanitinda ve zararl
molekiillerin aritilmasinda, inflamatuar ve immiin yanit liretmesinde ve ¢esitli biiyiime
faktorlerinin salgisinda gorev alan yildiz sekilli glial hiicrelerdir (7, 8). Ayrica
norogenezi diizenlemekte ve yiikksek noOronal aktivite sirasinda ndrona enerji
saglamaktadir (9). Astrosit metabolizmasindaki bazi degisiklikler noron saghigini

dogrudan etkilemektedir.
¢ Enerji metabolizmasi yoniinden astrositler:

Astrositler, ¢evresindeki noronlara enerji saglamak i¢in kan damarlarindan
glikozu GLUT1 araciligiyla alir. Astrositlere alinan glikoz, glikoz-6-fosfata (G6P)
dontigiir ve ardindan glikolize ugrar veya Pentoz-Fosfat-Yolagina (PPP) girer.
Glikolize giren G6P, piriivata doniiserek Krebs Dongiisii'ne (TCA) girebilir, laktata
dontigebilir ya da asetil koenzim A’ya doniiserek amino asitlerin, fosfolipitlerin, keton

cisimlerinin ve diger substratlarin sentezi i¢in bir dncii gérevi gorebilir.

Glikoliz yan iirlinii olarak olusturulan laktat, astrositler tarafindan disar1 salinir
ve oksidatif metabolizmay1 desteklemek i¢in ndronlar tarafindan alinir. Ardindan
noronlarda tekrar piriivata ¢evrilir ve enerji liretmek i¢in mitokondriye tasinir. Bu
olayin ger¢eklestigi mekanizma astrosit-ndron laktat mekigi (ANLS/ astrocyte neuron

lactate shuttle) olarak adlandirilmaktadir (10). Ancak néronun ne gibi durumlarda



laktat1 kullandig1, enerji substrati olarak glikozu mu yoksa laktati m1 tercih ettigi
bilinmese de tahminlere gore laktat diisiik glikoz durumlarinda astrositlerin noronlara

sagladig1 enerji destegi olarak goriilmektedir (10-12).

PPP’ye giren GO6P ise, Ribuloz-5-Fosfata (R5P) doniiserek oksidatif stresi
baskilayabilir ve/veya niikleotid biyosentezinde gorev alabilir. PPP, néronlari oksidatif
strese karsi koruyan bir mekanizma olarak gorev almaktadir (10). Hipoksi kosullar
altinda astrositlerde PPP’ye giren glikoz orami arttigi; ndronlarda ise azaldigi
goriilmektedir (13). Bu durum astrositlerin noronlara antioksidan savunma saglayarak
néron Sliimiinii engelledigini gostermektedir (10). Ihtiyag duyulmadigi zaman G6P

glikojene dontistiiriilerek depolanmaktadir (14).
e Aminoasit metabolizmasi yoniinden astrositler:

Astrositler, glutamat ve y-aminobiitirik asit (GABA) gibi norotransmiterleri
alabilir ve bunlar1 glutamine cevirerek tekrar noronlara aktarabilmektedir. Bu
mekanizma Glutamat/GABA-Glutamin Dongiisii olarak bilinmektedir (10). Noronlar
tarafindan salinan GABA, astrositlere alinarak TCA dongiisiine girmekte ve tekrardan
glutamata ve glutamine doniistiiriilebilmektedir. Glutamin enerji metabolit destegi
olarak astrositlerden noronlara salinmaktadir ve bozulmus TCA doéngiisii, astrositler
tarafindan glutamin sentezini bozarak bu destegi olumsuz etkilemektedir. Ek olarak
GABA, astrositlerde putresin kullanilarak sentezlenebilmektedir ve GABA

norotransmiter dengesinin saglanmasinda 6nemli roller almaktadir (10).

Ek olarak yag asitleri astrosit metabolizmasinda TCA’y1 ve oksidatif
fosforilasyonu desteklemeye yardimci olabilir. Enerji kit oldugunda yag asitleri -
hidroksibutirat (BHB)’ye doniistiiriiliir. BHB tekrardan ya asetil-CoA'ya doniisiir ya
da enerji liretmek icin TCA dongiisiine girer (10). Astrositler BHB’yi noronlara da
aktarabilmektedir. Noronlara aktarilan BHB yine ayni astrositlerdeki gibi TCA’ya

girerek ndrona enerji destegi saglayabilir (10).

Glutatyon (GSH), antioksidan savunmay1 saglayan bir tripeptittir. Glutatyon
sistein, glisin ve glutamik asit tarafindan olusturulur ve santral sinir sisteminde

oksidatif strese karsi hiicreyi korumada gorev almaktadir. Bozulmus GSH sentezi,



hiicre sinyallemesinin bozulmasina ve ndrolojik hastalik riskinin artmasima yol

acgabilmektedir (10, 15).

Glikoliz sirasinda ortaya ¢ikan L-serin de astrositler tarafindan sentezlenmekte
ve ilk olarak D-serine sonrasinda da piriivat sentezi i¢in noronlara taginabilmekte ve

boylelikle norona enerji destegi saglayabilmektedir. (10).

Bir diger aminoasit metabolizmasi ise Triptofanin Kiniirenine pargalanmasini
icermektedir. Ilk olarak Kiniirenine pargalanan triptofan, sonrasinda kinolinik asit,
pikolinik asit, asetil-CoA ve NAD'a donistiiriilerek enerji metabolizmasini
desteklemektedir. TNF-a ve lipopolisakkarit (LPS) gibi bazi inflamatuar faktorler, bu
metabolizmay1 aktive ederek immiin yamiti uyarabilmektedir. Ancak bu
metabolizmanin bozulmasi asir1 kiniirenik asit olusumuna sebebiyet vererek reaktif
oksijen tiirleri iiretebilmekte, BBB'yi bozabilmekte, tau fosforilasyonunu tesvik

etmekte ve otofajiyi bozabilmektedir (10).
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Sekil 2.3: Astrosit Metabolizmasi ((10, 16, 17) numarali kaynaklardan esinlenerek
Biorender tizerinden ¢izilmistir.)

Glial hiicrelerin, Ozellikle de astrositlerin kiiltiir ortamimin yetiskin

norogenezinde ve gliogenezinde aktif rol oynadigi literatiirde gosterilmistir. (18) Bu



calismada embriyonik giin 14’ten alinan korteks kaynakli NSC’ler astrosit kiiltiir
ortamiyla beslenmis ve NSC popiilasyonunun c¢ok kiiclik bir kismi noronal
farklilasmaya giderken biiylik bir kismmin astrosit farklilasmasina gittigi
gozlemlenmistir (18). Yine bir baska ¢alismada ise glutamat, GABA, monoaminler ve
TGF-f ailesinin kok hiicre farklilagmasini, gogiinii ve proliferasyonunu etkileyerek
kaderini degistirebileceginden bahsedilmistir (19). Ek olarak SVZ’deki ndron
progenitor hiicrelerinin GFAP pozitif olup astrositik 6zellik gosterdigine deginilmistir
(20). Ek olarak yetiskin parankimal astrositlerinin bir stres/yaralanma aninda
ndronlara farklilagarak néron havuzunu olusturdugu literatiirde goriilmektedir (21,
22). Sonug olarak astrositler noronlarla ayni soydan gelen, salgilartyla ndrona destek
vermekle kalmayip ayni1 zamanda noron/astrosit farklilasmasini kolaylastiran ve bazi
durumlarda ihtiya¢ aninda ndrona farklilasabilen hiicrelerdir. Bu da nérodejenerasyon
durumunda astrositlerin hem yapict hem onarict bir gorev istlenebildigini

gostermektedir.

Noron mikrogevresi, norona siirekli destek saglamakta ve koruyucu rol
oynamaktadir. Ancak bazi durumlarda néron mikrogevresi yetersiz kalmakta ve
sonucunda geri doniisii olmayan néron oliimii gerceklesmektedir. Ozellikle stres
aninda mikroglialardaki ve astrositlerdeki degisimler néron nisinin sadece koruyucu
ozelliginin zayifladiginit degil néron nisinin de hastalik patolojisinin ilerlemesine
sebep olabilecegi ihtimalini kuvvetlendirmektedir. (Bkz. Norodejenerasyonda Noron

Mikrogevresinin Rolii)

2.2 Norodejenerasyon ve Norodejeneratif Hastahklar

Norodejenerasyon, bazi problemlerden dolay1 beynin belli bolgelerindeki
yavas yavasg ve siirekli ilerleyen, ndron yap1 ve fonksiyonunun bozulmasi durumudur
(23). Bu sekilde gerceklesen hastaliklara ndrodejeneratif hastaliklar denir. Bu
hastaliklar Alzheimer Hastalig1 (AD), Parkinson Hastalig1 (PD), Frontotemporal
Demans (FTD), Amyotrofik lateral skleroz (ALS), Huntington Hastaligi (HD) ve
Prion Hastaliklaridir. Diinya iizerinde 55 milyondan daha fazla insan Alzheimer ve
diger demans hastaliklarindan biriyle yasamaktadir (Alzheimer Association). Bu say1
2018 yilinda 50 milyon olarak belirtilmektedir (23). Ayrica yine ayni1 yil, risk grubu

kisiler 65 yas ve {istii olarak belirtilmistir ancak bu sayinin ilerleyen zamanlarda 45
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yas ve lizeri olarak gilincellenecegi diisiiniilmektedir (Alzheimer’s Association).
Tahminlere gore gelecek 30 yil icerisinde 65 yas iistii popiilasyon 2 katina ¢ikacak ve
dolayisiyla nérodejeneratif hastaliklara sahip birey sayisi artacaktir (WHO). Bu
derece yaygin ve dliimciil olan nérodejeneratif hastaliklarin hala bir tedavi
yonteminin olmamasinin sebebi ndronlarin ileri 6zellesmis bir hiicre grubu olmasi,
post mitotik olmasi ve patofizyolojiye yonelik sinirli bilgi birikiminden
kaynaklanmaktadir. Asagida noérodejeneratif hastaliklarin gelisim basamaklar1 detayli

olarak 6zetlenmistir.
2.2.1. Alzheimer Hastahig1 (AD/Alzheimer Disease)

1901 yilinda Dr. Alois Alzheimer tarafindan, g¢esitli yanilsamalar, hafizada
azalma, giinliik islerde dikkatsizlik ve yetenek kaybi, konusma ve yazmada sorun
yasama, yon duygusu kaybi ve uykusuzluk sikayetlerine sahip hastanin uzun siire
semptomlar1 incelenmis ve hastanin 1906 yilinda hayatini kaybetmesini takiben
hastanin beyin dokusu incelenmeye baslanmis, serebral korteksin inceldigi, hafizay,
dili, muhakemeyi ve diisiinmeyi kontrol eden beyin bdlgelerinin 6nemli 6l¢iide
dejenere oldugu goézlemlenmistir. Detayli incelemelerde noéronlarda senil plaklar

olustugu ve sinir liflerinde diigiimler oldugu gosterilmistir. (23, 24).

AD, biligsel islemlerde bozulma, davranigsal ve psikolojik bozukluklarla
sonuclanan, siirekli ilerleyen bir norodejeneratif bir hastaliktir. Demansin ana
nedenlerinden biri olup (demans vakalarinin %60-80°1), bulundugumuz yiizyilin en
6liimciil ve pahal1 hastalig1 haline gelmistir (23, 24). Hastalik kendini hipokampiis ve
neokorteksteki dejenerasyon sonucu hafiza ve biliste azalmayla gosterir, ssmptomlarin
goriilmesinden hastanin 6liime kadar ortalama 8 yil siirer ancak bazi vakalarda 20 yil

stirdligli de gozlemlenmistir (23).

AD, 2013 yilinda diinyada 35 milyon kiside goriiniirken, bu say1 2018’de 50
milyon, giinlimiizde 55 milyon ve tahminlere gore 2050 yilinda 152 milyon civarinda
olmasi1 beklenmektedir (23-25). Genellikle 65 yas istiini daha ¢ok etkilese de
vakalarin %1-%2’lik kism1 (Auguste Deter vakasi gibi) daha erken baglar (23, 24). 45
yas ve lizeri her bes kadindan birinde AD’ye yakalanma riski bulunmaktayken bu say1

erkeklerde onda birdir (Alzheimer’s Association)
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Semptomlarin goriilmesinden 25 yil dnce birikmeye baslayan amiloid beta
(AP) ve ndron kaybiyla bolge ve zaman olarak iligkili olan ve AP birikiminden ¢ok
daha sonra ger¢eklesen Tau birikimi ile karakterizedir (23-25). Yapilan arastirmalara
gore AP birikimi patojenik olarak hastalig1 baslaticisi; tau ise norodejenerasyonun
nedenidir. Diger bir patolojik olay ise, noron Sliimiine ve/veya ndron fonksiyon

kaybina neden olan veya bunu siddetlendirebilen néroinflamasyondur (23, 26).

Genetik olarak AD, erken baslangich (ailesel) ve gec¢ baslangich (sporadik)
olarak ikiye ayrilmaktadir. Ailesel erken baslangicli AD, AD vakalarinin %5’lik bir
kismini olusturmaktadir ve ii¢ gende otozomal baskin yanlis anlamli mutasyon bolgesi
bulunmaktadir: Amiloid B-protein onciisii (APP), presenilin-1 (PSENT) ve presenilin-
2 (PSEN2). APP, AP peptitinin Onciisii olan uzun bir proteindir. B-sekretaz ve vy -
sekretazin fonksiyonlari sonucunda AP peptitine pargalanmaktadir (23, 27, 28).

Prenisilin ise, AP liretiminde gorev alan y-sekretazin katalitik bilesenidir.

Sporadik ge¢ baslangicli AD’de ise 6nemli olan gen, bir kolesterol tasima
proteinini kodlayan APOE genidir. APOE geninin E4 varyanti1 AD i¢in riski arttirirken,
E2 varyanti azaltir, E3 varyanti ise notrdiir (23). Bagisiklik hiicresi reseptorii olan
triggering receptor expressed on myeloid cells 2 (TREM2) genindeki bir yanlis anlaml
mutasyon da geg¢ baslangicli AD riskini arttirir (23).

2.2.2. Frontotemporal Demans (FTD)

Frontotemporal demans (FTD), siklikla subkortikal beyin alanlarinin
dejenerasyonu ile, frontal ve temporal loblarin korteksindeki norodejenerasyonla
iligkili klinik bir hastaliktir (29, 30). Klinik semptomlar1 dil yetenegindeki azalma,
hareket bozukluklari, dramatik kisilik degisiklikleri ve kompulsif davranislardir.
Dejenerasyon oOncelikle beynin frontal ve temporal loblarinda meydana gelir.
Demansin en yaygin {igiincii, 65 yas altt demansin (erken baslangicl) en yaygin ikinci
nedenidir (23, 30, 31). Vakalarin yaklasik %40'min ailesel kokenlidir ve %13,4’1
otozomal baskin kalitima sahiptir (23, 31).

Goriilme siklig1 40-49 yaslari arasinda yiiz binde 2, 50-59 yaslar1 arasinda yiiz
binde 3, 60-69 yaslar1 arasinda ise yliz binde 9 olarak belirlenmistir (31). Artan yagh
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niifusla orantili olarak bu sayilarin da artacagi ongoriilmektedir. Erkek ve kadinlarda

esit oranda goriilmektedir (31).

FTD vakalariin yiizde ellilik bir kisminda tau negatif, ubiquitin pozitif protein
birikimleri gézlemlenmistir (23, 31). Bu birikimler RNA baglayici protein olan TDP43
proteininin anormal kiimelesmesi sonucu olugmaktadir. Normalde niikleer bir protein
olan TDP-43, sitoplazmaya taginir ve frontal ve temporal lobdaki néronlarda toplanr.
TDP-43 ayn1 zamanda c¢ogu ALS vakasinda bulunan motor ndronlar igindeki
birikimlerin ana bilesenidir ve bu ve diger kanitlar FTD ve ALS'nin TDP-43
proteinopatileri spektrumunun farkli uglarindaki iligkili hastaliklar olabilecegini
diisiindiirmektedir (23, 32). Vakalarin yiizde kirk beslik bir kisminda anormal tau
birikimden olusan ndrofibriler yumaklar bulunmustur. AD’den farkli olarak AP
birikimininden bagimsiz olusan tau birikimi, FTD’yi AD’den ayirmakta ve AB’ nin,
Tau birikimi sebeplerinden yalnizca biri oldugunu gostermektedir (23, 31, 32). Geriye
kalan yilizde beslik kisima ise tiimoérle iliskili proteinlerin (TAP/tumor associated

proteins) sebebiyet verdigi goriilmiistiir (31).

FTD’nin genetik nedenlerinin arastirilmasi sonucu mikrotiibiille iliskili tau
proteinindeki (MAPT) mutasyonlar goze carpmaktadir (23, 32). Bu mutasyonlar
cogunlukla protein birikimine yol agan nokta mutasyonlardir. Tau-negatif ubiquitin-
pozitif protein birikimli vakalarda ise MAPT geninin on yedinci kromozomuyla ayni
bolgede yer alan progranulin (PRG) genindeki fonksiyon kaybi1 mutasyonlari
goriilmiistiir. FTD'ye yol agan baskin olarak kalitsal mutasyonlarin bir baska ana
bolgesi, bu genin promotdriinde bir hekzaniikleotid tekrarinin genislemesinin neden
oldugu c9orf72(chromosome 9 open reading frame 72)'dir ve bu da RNA transkriptinin

norotoksik bir roliinii diistindiirmektedir (23, 33, 34).
2.2.3. Parkinson Hastalig (PD)

Parkinson Hastalig1 65 yas lizerindeki insanlarin yiizde birini etkileyen en
yaygin norodejeneratif hareket bozuklugudur (23, 35). Hastaligin semptomlari
uzuvlarda ve ylizde titreme, bradikinezi (hareket yavaslamasi), uzuvlarda ve gévdede
sertlik ve postiiral bozukluktur. Bu semptomlar, orta beyindeki substantia nigra'nin

pars kompaktasindaki ndronlarin, yani bazal gangliyonlarin istemli hareketle ilgili
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alanlarin1 kontrol eden devrelere entegre olan noronlarin dejenerasyonundan
kaynaklanmaktadir. Dejenere olan noronlarin dopaminerjik olmast uzun siiredir
dopamin Onciisii olan L-DOPA ile semptomlarin Oniine gecmeyi saglamistir ancak
norodejenerasyonun Oniine gecemediginden dolay1 bir tedavi metodu degildir. Teshis

konulduktan sonra yasam siiresi yedi ila on bir y1l aras1 degigsmektedir (23, 36).

Niifusun binde bir veya ikisini etkileyen bu hastaligin gelecekte yaslanan
niifusla birlikte artacagi diisiiniilmektedir. Son yirmi yilda 6zellikle erkeklerin bu
hastaliga yakalanma siklig1 daha da artmistir. Elli yas ve altinda goriilmesi oldukca

nadir olup 65 ve iistii hastalarda goriilme siklig1 pik yapmuistir.

PD, noronal hiicre gévdelerinde Lewy cisimciklerinin varlig1 ve substantia
nigra'nin pars kompakta bolgesinde noron kaybi ile karakterize edilir. Lewy
cisimcikleri, a-siniiklein protein birikimidir ve dejenere olan ndronlar dopaminerjiktir,
bazal ganglionlari innerve eder ve motor islevler i¢in kritik 6neme sahiptir. A veya
tau birikimi, kisi ayn1 zamanda demans bulgular1 gostermedigi siirece PD’de tipik

olarak goriilmez (23, 37-39).

Ailesel PD ile iliskili genler arasinda bir E3 ubiquitin ligazi olan Parkin ve
mitokondriyal iliskili bir kinaz olan PTEN-indiiklii kinaz 1 (PINK1) yer alir. Bu iki
proteinin, hasarli mitokondriyi otofaji ile par¢alama isleminde yani mitofaji de birlikte
calistigr bilinmektedir. Bu iki gende goriillen mutasyonlar hasarli mitokondrinin
onarilmasini engelleyerek PD’ye yol agmaktadir. Bu da substantia nigra néronlarinin

mitokondriyal fonksiyon bozukluguna duyarli oldugunu gostermektedir (23).

PD’de karakterize Lewy cisimciklerini olusturan a-siniiklein kodlayan gendeki
genetik mutasyonlar da ailesel PD’ye sebebiyet verir. Leucine-rich repeat kinase 2
(LRRK?2) proteinini kodlayan gendeki ve ndronlar1 oksidatif stresten koruyan DJ-1
genindeki mutasyonlar da PD’ye sebep olmaktadir (23).

2.24. Huntington Hastalhig1 (HD)

Huntington Hastalig1 %100 kalitsal olan tek norodejeneratif hastaliktir (23, 40).
Hastalik genellikle bir hareket bozuklugu olarak kabul edilir ve semptomlar arasinda

koordinasyon bozuklugu ve bilissel gerilemenin yani sira, depresyon ve sinirlilik gibi
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davranis bozukluklar1 da yer alir. Hastaligin baslangici herhangi bir yasta
goriilebilirken, genellikle orta yaslardir. Hastaligin seyri genellikle 10-20 yil siirer ve
tiim ilerleyici norodejeneratif hastaliklar gibi 6liimciildiir. Erken asamada etkilenen
alanlar arasinda motor koordinasyon, bilis, 6diil ve motivasyonla ilgili olan striatum
ad1 verilen bazal ganglionlarin bir kismi yer alir. Etkilenen diger alanlar arasinda

substantia nigra, serebral korteksin bazi kisimlart ve hipokampiis bulunmaktadir (23).

HD, kalitsal oldugu i¢in her yiiz bin insanin bes ila yedisinde sabit bir prevalans
gostermektedir. Hastalik, Asya kitasinda diger kitalarin %10’u oraninda (0.5/100.000)
goriilmektedir (23, 40).

Beyinde, 6zellikle basal gangliada sitoplazmik agregatlar ve niikleer kalintilara
rastlanmistir. Bu birikmelerin en Onemli bileseni, N terminalinde poliglutamin
bolgesinin genislemesine neden olan bir mutasyona ugramis Hungtintin (Htt)
proteinidir. Normalde, tekrar sayisi 10 ila 35 arasinda degisen Htt geninin ekzon
I'indeki CAG triniikleotid tekrarinin, 36 tekrar ve Otesinde genislemesi proteinin

birikerek HD'ye yol agmasini saglar (23, 40, 41).

2.2.5. Amyotrofik lateral skleroz (ALS)

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), beyin ve omurilikteki motor ndronlar
etkileyen ilerleyici bir ndrodejeneratif hastaliktir ve yetiskinlerde en sik gdriilen motor
noron hastaligidir (23, 42). Sonucunda kaslarin azalan innervasyonu kaslarin
erimesine yol acar ve lateral omurilikteki aksonlarin yarali gériinmesine neden olur.
ALS nispeten nadir bir hastaliktir. Hastaligin ilerlemesi genellikle ¢ok hizlidir; 6liim,
taninin konulmasindan yaklagik 3-5 yil sonra gelir, ancak baz1 vakalarda ¢ok yavas
ilerleyebilir. Hastaligin ortalama baslangi¢ yas1 55'tir, ilk belirtiler1 uzuvlarda veya
konusma ve yutma ile ilgili kaslarda hafif kramp veya zayiflik seklinde ortaya cikar.

Sonugta hastalik iskelet kaslarinin felce ugramasina kadar ilerler (23, 42).

ALS'nin kiiresel insidans1 yilda yaklasik yiiz bin kisi bagina iki vakadir ve
prevalans yaklasik yiliz bin kisi basina alti vakadir. Bu degerler tarih boyunca bir¢ok
kez azalip artsa da son yillarda ALS kaynakli 6liimlerin arttig1 goriilmektedir (42, 43).
Erkeklerde kadinlara oranla %20 daha fazla goriilmekle birlikte yas ilerledik¢e bu oran

esitlenmektedir. Vakalarin %90’1inda herhangi bir genetik risk faktorii bulunmayan
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kisilerdir; kalan %10’luk kisim ise hastalikla baglantili bir genin mutasyonu sonucu
kalitsaldir. (ALS Association) ALS gériilme orani1 gazilerde daha yiiksektir. Ozellikle
Korfez Savasi ve sonraki 8 yillik donemde insidans normal saymin 5 katina kadar

cikmustir (42, 43).

Ik kez karsimiza FTD’de ¢ikan TDP43 ayni zamanda ¢ogu ALS vakasinda
motor noronlar i¢cindeki birikimlerin ana bilesenidir (Vakalarin %95°1) ve bu durum
FTD ve ALS'nin TDP-43 proteinopatilerinin farkli uglarindaki iliskili hastaliklar
olabilecegini diisiindiirmektedir (23, 43). Siiperoksit dismutaz 1 (SOD1) ve TDP-43
ile ilgili bir RNA baglayici protein olan Fused in Sarcoma (FUS) gibi diger proteinlerin
noronal birikimleri, ALS'nin nadir genetik formlarinda bulunabilir. Birgok ALS
vakasinda c9orf72 geninin hekzaniikleotid tekrar bolgesinin genislemesini iceren
transkriptlerinden olusan RNA odaklart da bulunur (23). C90orf72’ deki hekzaniikleotid
tekrar genislemesi ailesel vakalarin %25'ini ve sporadik vakalarin ise %10unu
olusturur (23, 32, 44). ALS’ye neden olan diger iki sebep de TAR DNA-binding
protein (TARDBP), ve TANK-binding kinase 1 (TBK1) proteinlerinde gerceklesen
mutasyonlardir (43).

2.2.6. Prion Hastaliklar:

Prion hastaliklari, Kuru, Creutzfeldt-Jakob Hastaligi (CJD), Gerstmann-
Striussler-Scheinker Sendromu (GSS) ve fatal familial insomniay1r (FFI) iceren
oliimciil nérodejeneratif bozukluklardir. Farkli semptomlar ve néropatolojilerle ortaya
cikabilmektedir, ancak tamami Prion adi verilen bir protein ajanindan
kaynaklanmaktadir. Prion hastaliklariin tiimii uzun bir kulugka dénemi igerir ve
bagladiktan sonra hizli bir ilerleme gosterir. Postmortem analizlere gore Prion
hastaliklar1 stingerimsi bir patolojiyi ve PrP'nin yogun plak birikimini ortaya
koymaktadir. Prion hastaliklar1 ayn1 zamanda ineklerde (s1g1r siingerimsi ensefalopati
veya deli dana hastalig1), koyunlarda (scrapie) ve geyiklerde ve elklerde (kronik
zayiflama hastaligi) de goriilmektedir (23, 45).

CID ilk olarak 1920'erin basinda tanimlanmustir. Insan prion hastaliklarinin
baskin alt tipi olan sporadik CJD (sCJD), her iki cinsiyette de esit olarak goriiliir ve en
yiiksek baglangi¢ yasit 60 ila 69 yas arasindadir. Gorme ve beyincik fonksiyon



16

anormalliklerinin eslik ettigi ilerleyici demans, miyokloni, piramidal ve
ekstrapiramidal fonksiyon bozuklugu semptomlari arasinda yer almaktadir. Hastalarin
%78,5'1 baglangictan sonraki bir yil icinde 6lmektedir. (27) sCJD vakalarinda yasla
birlikte artan yakalanma oranmi1 goriilmektedir. sCJD vakalarinin %10"u, prion protein
geninin (PRNP) otozomal dominant kalitsal mutasyonlari ile iliskilendirilmistir (45,

46).

Kuru Hastaliginin ise, Papua Yeni Gine’de etnik grubun Olen aile tiyeleriyle
temas ve/veya beyinlerinin yutulmasii igeren ritiieller sonucu yayildig1 tespit
edilmistir. Daha sonra ¢evredeki insanlarla etkilesimler hastaligin yayilmasina olanak
saglamigtir. Hastalik baslangicindan itibaren bir yildan kisa bir siire i¢inde dliime yol

agmaktadir.

PrD, stinger formlu bir patolojiyle birlikte yogun plak birikimi gosterir. Bu
plaklarin birincil bileseni, beyin boyunca topaklanma ve yayilma yetenegine sahip
cesitli konformasyonlar1 ve glikozilasyon modellerini {istlenebilen PrP'dir (23). Bu
cesitli konformasyonlarin ve glikozilasyonlarin PrP’nin bulasici formlarina yol agtig1
diisiiniilmektedir. Bir proteinin tek basina hastalik aktarma ve hatta farkli enfeksiyon
tiirlerini kodlama yetenegi, Dr. Stanley Prusiner'e 1997'de Nobel Odiilii'nii kazandiran
ve paradigmalari degistiren bir kesiftir. Prion hastaliklari, proteinli bulasic1 parcaciklar
yoluyla bulasabilmeleri bakimindan benzersizdir. Bununla birlikte PrP'yi kodlayan PrP
genindeki genetik mutasyonlardan da kaynaklanabilir. Bu mutasyonlar beyinde protein
birikmesine ve plak olusumuna yol acar. Farkli mutasyonlar, farkli proteaz direnci

modellerine, ndrodejenerasyonlu farkli beyin bolgelerine yol agabilir (23).

2.2.7. Diger Norodejeneratif Hastaliklar

Coklu sistem atrofisi (MSA/multiple system atrophy), klinik olarak
parkinsonizm, serebellar bozukluklar, otonomik ve motor disfonksiyonlarin
kombinasyonu ile karakterize edilen, nadir goriilen, hizli ilerleyen, o6limciil bir
norodejeneratif hastaliktir. Fibriller o-siniiklein (aS)'nin anormal birikimi ile
karakterizedir. Bilinen ndropatolojik 6zelligi oligodentrositlerdeki aS inkliizyonlaridir

(47, 48).
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Multipl skleroz (MS), santral sinir sisteminin kronik inflamatuar ve
norodejeneratif bir hastaligidir. MS'in baskin 6zelligi, beyin, optik sinir ve omuriligin
beyaz cevher bolgelerinde goriilen fokal inflamatuar ve demiyelinizan lezyonlarin
gelismesidir. Inflamatuvar demiyelinizasyon ve bozulan iyilesme aksonal

dejenerasyona ve sonucunda ndron liimiine yol agmaktadir (49).

Lewy cisimcikli demans (DLB), yaygin bir demans nedenidir ve gorsel
haliisinasyonlar, bilissel dalgalanmalar ve REM uyku davramis bozuklugu ile

karakterizedir. Hem norobiyolojik hem klinik 6zellikleri bakimindan PD ile ortiisiir.

2.3 Norodejeratif Hastaliklarin Molekiiler Gelisim Ozellikleri

Bir¢ok ndrodejeneratif hastaligin altinda yatan ortak nedenler; anormal protein
dinamikleri (Yanlis katlanma, bozunma, proteazomal islev bozukluklari, protein
agregasyonu vb.), oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, Golgi aygitinin parcalanmasi, aksonal

taginmanin bozulmasi, nérotrofin fonksiyon bozuklugu, néroinflamasyondur (50).

Yanlis katlanmis proteinlerinin hiicre i¢i ve hiicre dis1 birikmesiyle
sonuglanan etkilesimleri ¢ogu norodejeneratif hastalikta ortak olarak goriilmektedir.
Normalde ¢oziilebilir olan bu proteinler, cesitli anormallikler ve yanlis katlanma
sonucunda ¢ozlinemeyen biiyiik protein agregatlarina doniisiir. Bu durum ise néronal

ve glial hiicrelerin fonksiyonunun bozulmasini ve hatta 6liimiinii tetikler (23, 50).

Tablo 2.1: Norodejeneratif Hastaliklar ve Biriken Proteinler.

NORODEJENERATIF HASTALIK BIRIKEN PROTEIN
Erken asamada Af;
Alzheimer Hastalig1
Geg asamada hiperfosforile Tau
Frontotemporal Demans TDP-43, Tau
Parkinson Hastalig1 a-sintiklein
Huntington Hastalig1 Poliglutamin genislemeli Huntingtin
Amyotrofik lateral skleroz TDP43

Prion Hastaliklar1 Prion Proteini (PrP)
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AD’de normal ¢oziilebilir olan AP oligomerleri hiicre i¢inde ve disinda artig
gosterir. Yapilan g¢alismalarda A tiirlerinden bazilarinin toksik etkisinin oldugu
bazilariin ise toksik etkiden uzak oligomerler olarak toplandigi bulunmustur (50).
Artan AP sayisi ve/veya toplanmasi bilissel islevsizlik ile dogru orantilidir ve tau
proteininin hiper fosforilasyonuna sebebiyet vererek tau birikimine de katki saglar.
Boylelikle hastaligin ilerlemesine hem dogrudan hem de dolayli olarak sebebiyet
vermektedir (23, 50). AP birikiminin baskilanmasi ise AD patolojisinde uzun vadeli
azalmaya yol acar (50). Yiiksek oranda ¢6ziilebilen a-siniiklein oligomerleri ise yanlis
katlanmaya oldukga elverislidir ve bunun sonucunda ¢oziinemeyen agregatlara/Lewy

cisimciklerine yol acabilir.

Protein agregasyonu, fonksiyonel bir proteinin yapisal degisikligine yol agan
yanlis katlamanin bir sonucu olarak meydana gelir ve ¢esitli molekiiller tarafindan da
protein agregatlarmin olusumunu indiiklenir. Progresif hiicre i¢i protein birikimi;
anormal sentez ve/veya katlanma, diger proteinlerle anormal etkilesim, protein
bilesenlerinin asir1 iiretimi, bozulmus degradasyon, proteinlerin translasyon sonrasi
modifikasyonlari, protein oksidasyonu, niikleik asit kaynakli yapisal degisimler,
anormal proteolitik boélinme, uygunsuz ifade veya degistirilmis gen eklenmesi,
yetersiz molekiiler saperon aktivitesi ve proteinlerin hiicre i¢i tasinmasinda bozulma
nedenlerinden kaynaklanabilir (50). Protein bazli bu hatalarin engellenmesi igin
protein olusumu, katlanmamis protein yaniti (UPR), heatshock tepkisi, ubikuitin
proteazom sistemi (UPS) gibi protein sentezini, katlanmasini, trafigini, toplanmasini,
parcalanmasint ve bozulmasini kontrol eden yollar1 igeren bir sistem tarafindan
korunmaktadir (51). Ek olarak saperonlar da yanlis protein katlanmasinin, amiloid
plak olusumunun ve oksidatif stresin baskilanmasinda gorev alarak bu sisteme
yardimci olur. UPR, salgi proteinlerinin transkripsiyonunu asag1 yonde diizenleyerek
katlanmamis proteinlerin birikimini engellemeye calisir ve ER ile iligkili bozunma
(ERAD) veya lizozomal bozunma yoluyla yanlis katlanmis proteinlerin
uzaklastirilmasini saglar (23, 52). UPS ise, gen ifadeleri, DNA onarimi, niikleer kalite
kontrolii, hiicre dongiisii ve sinyal kontroliinii kontrol eden ATP'ye bagimli bir
proteolitik sistemdir (50). Ancak sozii edilen bu sistemler yaslanma, metabolik

ve/veya gevresel stres sonucu bozulabilir (23, 50).



19

Oksidatif stres (OS), serbest radikallerin ve iirlinlerinin liretiminin kontrol
disina ¢ikarak antioksidan savunma mekanizmasii asmasindan kaynaklanir. OS,
biyolojik molekiiller zarar verir, mitokondriyal solunum fonksiyon bozukluguna,
eksitotoksisiteye ve hiicresel fonksiyon bozukluguna sebep olarak hiicreyi 6liime
stiriikleyebilir. Ayrica asir1 nitrik oksit ve ROS {iretimi, proteinin yanlig katlanmasina
aracilik edebilir ve bu yiizden norodejeneratif hastalik patolojisinin altinda yatan
onemli sebeplerden biri haline gelir. OS, AD’de AP proteininin makro otofajisini ve
bunu takip eden apoptozu indiikler, PD’de ise aSyn protofibrillerinin olusumunu
uyarir. Bu nedenle hastalik patolojisini ilerleterek noérodejenerasyonun en onemli
nedenlerinden biri ve ayni1 zamanda olas1 tedaviler icin terapotik hedef haline gelir

(50).

Hiicrenin enerji tiretim merkezi olan mitokondriler, reaktif oksijen tiirlerinin
hem hedefi hem de 6nemli bir kaynagidir. Hasarli ve fonksiyon bozuklugu olan
mitokondrilerde ROS firetiminin arttig1 goriilmiistiir. OS ve yaglanma sonucu bozulan
mitokondriyal enerji metabolizmasi, aksonal fonksiyon kaybina sebebiyet verir, ATP
tiretimini azaltir, noronlardaki iyon dengesini bozar ve noronlar1 dejenerasyona karsi

savunmasiz hale getirir (23, 50, 52).

2.4 Norodejenerasyonda Noron Mikrocevresinin Rolii

Norodejenerasyon sirasinda noron mikrogevre hiicresel bilesenlerinin,

ozellikle glial hiicre fonksiyonlarinda degisimler meydana gelmektedir.

Mikroglialar: Olas1 bir noroinflamasyon, enfeksiyon, nérodejeneratif hastalik
durumunda mikroglialar uyarilarak dinlenme durumundan aktif duruma gecer. Aktif
hale gecen mikroglialarda iki farkli fenotip goriilmektedir: M1 pro-inflamatuar fenotip
ve M2 anti-inflamatuar fenotip (53). MI aktivasyonu interferon- y (IFN-y) ve
lipopolisakkarit (LPS) tarafindan indiiklenir. Ardindan tiimor nekroz faktorii alfa
(TNF-a ), interlokin (IL)-6, IL-1B, IL-12 ve CC kemokin ligand1 (CCL) 2 gibi
inflamatuar sitokinler ve kemokinler {iretir, hiicre ici ROS seviyelerini arttirarak néron
hasarma yol acar (53). M2 aktivasyonu ise IL-4 ve IL-13 gibi anti-inflamatuar
sitokinler tarafindan indiiklenir. Ardindan IL-10, TGF-B1 gibi anti-inflamatuar

sitokinleri, insiilin benzeri biiytime faktorii-1 (IGF-1), fibroblast biiytime faktorii
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(FGF) gibi biiylime faktorlerini, sinir biiyiime faktorii (NGF), beyin kaynakli
norotrofik faktdr (BDNF), norotrofinler ve glial hiicre kaynakli norotrofik faktor
(GDNF) gibi norotrofik biiylime faktorlerini salgilar, hasarli dokularin ve yanlis
katlanmis proteinlerin fagositozunu saglar. Doku onarimini ve ndronal sagkalimi
arttirir. Yani mikroglialar bir stres karsisinda merkezi sinir sistemini hem koruyan hem

de sinir sistemimize saldiran “iki u¢lu kili¢” gibi davranir (53).

AD’de mikroglialar, AP plaklarinin taninmasinda ve temizlenmesinde gorev
almaktadir. Ancak herhangi bir stres ile birlikte azalan ve/veya degisen mikroglial
aktivite sonucunda AP plaklarinin temizlenmesi sekteye ugrar, AP iiretim ve birikimi
artig gosterir. Yapilan calismalarda AD’li farelerden alinan mikroglialarda Ap-
fagositik ve AP yikici enzimlerin ifadelerinde azalma goriilmiis, proinflamatuar sitokin
tiretme yetenekleri korunmustur (53, 54). Sirekli AB-mikroglia etkilesimi, erken
sinaps kaybina, asir1t ROS iiretimine ve sonugta ndrotoksisiteye sebep olmaktadir. Ek
olarak, M1 mikroglialar tarafindan salgilanan pro-inflamatuar sitokinler tau
fosforilasyonunu arttirarak hastaligin ilerlemesine yol acabilir. Hemen hemen benzer
olaylar diger ndrodejeneratif hastaliklarda da goriilmektedir. PD’de aSyn fibrillerini
temizleyememe, MS’de mikroglial ROS salgilanmas1 ve mikroglialarin reaktif T
lenfositlerini toplayarak ndronlarda toksisiteye sebep olmasi, HD’de IL-6 ve TNF-a
ifadelerini arttirarak norodejenerasyonu siddetlendirmesi, ALS’de artan mikroglial
mSOD1 ifadesinin norotoksisiteye sebep olmasi, Prion hastaliginda mikroglial ROS
tiretimi hastalik patolojisini ilerletmistir (54). Genel olarak yapilan calismalarda,
sagliklt beyinde ve hastaligin erken safhalarinda néron koruyucu ve direng arttiric
gorev Ustlenen mikroglialarin yerini islevini kaybeden ve hatta ndéron o6ldiriici
kimlikli mikroglialarin aldig1 gosterilmistir. Birgok hastalik modelinde beyinde M1

mikroglialarin bulunmasi da bu genellemeyi dogrular niteliktedir.

Oligodentrositler: ~ Norodejenerasyon  sonucunda  oligodentrositlerde

bozulmalar gozlemlenmistir. Bu da ndron iyon dengesini bozarak oksidatif strese ve
sonucunda ndron Oliimiine yol a¢maktadir (55). Ancak oligodentrositlerin

norodejenerasyondaki rolii hakkinda heniiz yeterli veri bulunmamaktadir.

Astrositler: Normalde dinlenme durumunda olan astrositler(A0), mikroglialar

tarafindan salgilanan Clq, TNF-a, IL-1 tarafindan norotoksik (Al) fenotipine
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indiiklenir. Ardindan sinaptogenez kaybina, oligodendrositlerin uyarilmasina ve néron
6liimiine yol agabilir. Ancak travmatik beyin hasar1 sonucunda yine mikroglia-astrosit
iletisimi sonucunda ndéroprotektif (A2) fenotipine donilislip ndronlarin sinaptik

onarimini, biilytimesini ve hayatta kalmasini destekleyebilmektedir (7).

AD’de A plaklarinin birikimi ve ileri siiregte ApoE4, astrositleri A1 fenotipine
dontstiirerek proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve ROS iiretmesine sebebiyet
vererek noron hasarina neden olur. Ancak yine bu siirecte aktive edilen astrositler, A
plaklarinin etrafin1 sararak birikimi engelleyebilmekte ve noroprotektif rol
oynayabilmektedir (7, 8). Bozulmus astrosit fonksiyonu ayni AD’de s6z edildigi gibi
diger norodejeneratif hastaliklarin da ilerlemesine sebep olmaktadir. Bozulan glutamat
homeostazisi eksitotoksisiteye yol agarken potasyum kanallarindaki fonksiyonunu
kaybeden astrositler sonucunda PD ve HD ilerleyebilir (9, 56, 57). Ayrica astrosit-
noron laktat transferindeki bozulmalar néronlarin enerjisiz kalmasina sebep olabilir.
Stres altinda astrositlerde putresinden GABA sentezi géze ¢arpmistir. GABA sentezi
baslangigta ndron sag kalimini destekliyor olsa da, GABA sentezi i¢in monoamin
oksidaz B (MAO-B) ifadesindeki artis, durumu kotiilestirebilecek yliksek hidrojen
peroksit tiretimine neden olabilir (10). Yine bozulmus glutamin sentezi, noronlart

enerjisiz birakarak norodejenerasyona katki saglayabilmektedir (10).

Astrositlerdeki bu ikili fenotip ve fenotipler arasi gecis bircok calismada
terapotik hedef olarak gosterilmistir ancak hala somut bir sonug ortaya ¢ikmamustir.
Yapilan bir ¢alismada SMA hastalarindan elde edilen uyarilmis pluripotent kok
hiicreden (induced pluripotent stem cell/ uPKH) motor ndron sayilarinda bir diisiis
gozlemlenmedigi, ancak yine SMA uPKH ‘den elde edilen astrositlerin hiicre kiiltiir
ortaminin hem saglikli motor néronlarda hem de SMA uPKH’den elde edilen motor
noronlarda dliimlere yol agtigini gostermistir (58, 59). Bu sonugla birlikte bozulmus
astrositlerin ve hatta astrosit kiiltiir ortamimin bile saglikli néronlarda sagkalimi

etkiledigi gozlemlenmistir.

Al ve A2 astrositleriyle ilgili yapilan calismalarda A1 fenotipine ve A2
fenotipine 6zgii genler belirtilmistir (9, 56, 57). Bu calismalarda LPS uygulanmis ve
orta serebral arter tikaniklifi olusturulmus fare modellerinin beyinlerindeki gen

ifadeleri kontrol grubuna gore karsilastirilmis ve en ¢ok degisen genler listelenmistir.
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2.5 Aril Hidrokarbon Reseptor (AhR) Yolag: ve Norodejenerasyon

Norodejenerasyonun en biiyiik nedenlerinden biri de yaslanma ve yaslanma
sonucu olusan hiicresel fonksiyon kayiplaridir. Insan émriiniin uzamasiyla birlikte
artmasi Ongoriilen norodejeneratif hastaliga sahip birey sayisi, yaslanma karsiti
terapotik hedef aranmasina yol agmaktadir. Son zamanlarda adindan ¢okga s6z edilen,
yaslilik ve yasla ilgili hastaliklarla iliskili AHR bu hedeflerden biridir (60). AhR,
toksik kirleticiler (ksenobiyotikler) tarafindan aktiflesen, PAS (Per-ARNT-Sim)
ailesine ait bir proteindir. AhR proteini ligand bagimli olarak aktive olan, sitoplazmik
bir proteindir. Ligandin baglanmasim1 takiben, AhR proteini sitoplazmik
partnerlerinden ayrilir ve nukleusa lokalize olur, Niikleusta ARNT ile dimerize olarak,
XRE (Xnebiotic responce element) promotor dizisine baglanir ve hedef gen
transkripsiyonu aktif hale gelir. AhR sinyalizasyonu aktivasyonunda 6&zellikle
CYP1A1l, CYPIBI (sitokrom p450 ailesi {iyeleri) transkripsiyonunda artis
beklenmektedir. Bu nedenle CYP proteinleri AhR yolak aktivasyonunda belirteg

olarak analiz edilen genlerdir (61).
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Sekil 2.4: AHR Sinyalizasyonu ((61) kaynagindan esinlenerek Biorender
iizerinden c¢izilmistir.)
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En ¢ok bilinen AhR ligandi olan 2,3,7,8-Tetraklorodibenzodioksin (TCDD)'ye
ve ilgili kimyasal bilesiklere maruz kalma sonucunda meydana gelen AhR’nin CYP
enzim ailesini uyarimi ile birlikte toksisite goriilmekte, bunun yaninda farkl
ligandlarla AhR uyariminin bagisiklik tepkileri, inflamasyon, nérolojik gelisim, beyin
gelisimi gibi fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde de rol aldigi bilinmektedir
(60, 62, 63). AhR sinyal olaylarinin, mitokondriyel toksisite, glial hiicrelerin
aktivasyonu, inflamasyon gibi nérodejenerasyona sebep olan olaylarla iliskili oldugu
diisiintilmektedir (62). AhR aktivasyonunun beyinde oksidatif stres olusumuna sebep
oldugu gosterilmisti.  AhR aktivasyonu, CYP1Al ve CYPIBl'in ifadesini
indiiklemekte, norodejenerasyona sebep olabilen H202 salinmasina yol agip sonug
olarak ROS seviyelerini arttirabilmektedir (64, 65). Mikroglialarda AhR’nin,
inflamasyon sirasinda NF-kB yolagini baskilayarak reaktif astrositlerin aktivasyonunu
azalttigr gozlenmis, norodejeneratif hastaliklarda AhR’nin koruyucu roliine isaret
etmistir. LPS araciligryla AhR aktivasyonu, proinflamatuar ve norotoksik faktorleri
indiiklerken, LPS'nin endojen AhR ligandi olan 6-formilindolo(3,2-b) karbazol (FICZ)
ile birlikte aktivasyonu, anti-inflamatuar olan mikroglial aracili bir bagisiklik tepkisini
indiikledigi goriilmiistiir (66). AD otopsilerinde beyindeki AhR seviyelerinin saglikli
kontrollere gore yiiksek oldugu bildirilmis, ancak AD’de AhR’nin glial fonksiyon
tizerindeki etkileri hakkinda bilgiler kisithidir. Diger taraftan AhR sinyalizasyonu ile
norodejeneratif hastaliklar konusunda literatlir bilgileri c¢eligkilidir. HD’de AhR
baskilanmasinin davranigsal ve ndrolojik iyilesmeyi sagladig1 gozlemlenmistir. PD’de
noron koruyucu bir fonksiyon {istlenerek a-siniiklein bozulmasini sagladigi
gozlemlenmistir. ALS’de eksojen ve endojen ligandlar tarafindan aktivasyonu TDP-
43 seviyelerini arttirirken bu etkinin AhR antagonistleri tarafindan tersine ¢evrildigi
gbézlemlenmistir (60, 62). Ayrica AhR’nin, reaktif astrositleri A2 fenotipine
yonlendirerek inflamasyonunu simirlayabildigi bildirilmistir (60). Sigara, alkol gibi
bazi etkenlerin ise AhR baskilayicilarinin demetilasyonu yoluyla AhR sinyallerinin
baskiladig1 ve boylelikle hastalik patolojisinin ilerlemesine sebep oldugu bildirilmistir

(60).
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Bu tez ¢aligmasinda oncelikli olarak noron hiicre fonksiyonu tizerinde 6nemli
bir role sahip olan astrositlerin ¢esitli stres faktorleri ile uyarilarak astrosit stres
modellerinin olusturulmasi hedeflenmektedir. Ardindan stres uygulanan hiicrelerde
gen ifadeleri ve metabolit diizeylerinin analizleri yapilarak astrositlerin ve astrosit
metabolizmasinin ~ ndérodejenerasyondaki  rolii  hakkinda  bilgi  edinmek

hedeflenmektedir.

Ayrica literatiirde AhR yolaginin nérodejenerasyon gelisim basamaklarinda
ve/veya hastaligin patofizyolojisinin bir sonucu olarak siirece katki sagladigina dair
sinirli sayida farkli niteliksel verilere sahip ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu noktadan
yola c¢ikarak, astrosit hiicrelerinde AhR agonist ve antagonistleri ile uyarimlar
saglanarak, AhR sinyalizasyonunun astrosit hiicre biyolojisi iizerine olan etkileri Al
ve A2 astrosit kosullandirmasi gergeklestirilen deney gruplart ile karsilastirmali olarak
analiz edilmis olup, AhR sinyalizasyonunun astrosit hiicrelerinde pro-inflamatuar ve
anti-inflamatuar fenotipik gegciste ne gibi bir etkisi oldugu hem gen ifadesi hem de

metabolik regiilasyon yoniinde arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Glial Hiicre Kiiltiirii ve Optimum Stres Dozlarimin Belirlenmesi

Tez ¢alismasinda kullanilan 6liimsiizlestirilmis insan astrosit hiicre hatt1, Izmir
Biyotip ve Genom Merkezi (IBG)’nde gérev yapan Saym Dr. Ogr. Uyesi Yavuz
OKTAY tarafindan laboratuvarimiza hediye edilmistir. Astrosit hiicreleri 5000
hiicre/cm? olacak sekilde T75 kiiltiir kaplarina ekilmis ve {izerine 10 mL DMF10 (%10
oraninda fetal si8ir serumu (FBS, Gibco), %1 penisilin/streptomisin (Serana) ve %]l
L-glutamin (Serana) igeren DMEM-High Glucose (Biowest, Kat no: L0102)) hiicre
kiiltiir ortam1 eklenerek 37°C, 5% CO; igeren humidifiye inkiibatorlerde kiiltiire
edilmistir. Hiicre yogunlugu her giin kontrol edilmis, {i¢ glinde bir hiicre kiiltiir ortami
degistirilmis ve %80 yogunluga ulastiginda 5000 hiicre/cm® olacak sekilde

pasajlanarak hiicrelerin ¢ogaltilmasi saglanmistir.

3.2 Stres Faktorlerinin Belirlenmesi

e Astrositlerin stres faktorleri ile kosullandirilmasi i¢in mikroglialar tarafindan
astrositleri A1 fenotipine doniistiiren ti¢ faktdrden biri olan TNF-a, (Bkz.
Boliim 2.4),

e Inflamasyon sirasinda immiin yanit: uyararak ve sagkalimi arttirarak
astrositleri A2 fenotipine doniistiiren TGF-$1,

e Inflamasyon olusturup A1 fenotipine déniistiirmek i¢in LPS,

e Ek olarak AHR sinyal yolag1 degisimlerinin astrosit biyolojisi tizerine olan
etkilerini incelemek icin AHR agonisti olarak FICZ, antagonisti olarak ise

SR1 kullanilmistir.

3.3 WST-1 Testi

Belirlenen, stres faktorlerinin, uygulama dozunun belirlenmesi icin WST-1
(Sigma Aldrich) analizi yapilmistir. WST-1 testinde kullanilan Tetrazolyum tuzlari
hiicrelerle etkilesime girer, hiicresel enzimler tarafindan formazana doniisiir. Canli
hiicre sayisinin artmasi mitokondriyel dehidrogenazin artmasina dolayisiyla olusan
formazan boyasinin miktarinin artmasia neden olur. Boylelikle olusan renk (dalga
boyu) degisiminin spektrofotometre ile 6l¢iilmesi ile ilgili ajanlarin hiicresel canlilik

tizerine olan etkileri analiz edilerek uygun doz degeri belirlenebilmektedir.
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Tez calismas1 kapsaminda hiicreler 96-kuyucuklu plakaya kuyu basina 3000
hiicre olacak sekilde 100 pL astrosit hiicre kiiltiir ortamiyla ekilmis ve hiicrelerin %90
yogunluga ulagmasi i¢in 37°C %5 CO2’li etiivde kiiltiir islemine devam edilmistir.
Uygun hiicre yogunluguna ulagilmasini takiben belirlenen dozlar 100 pL hacimde
olacak sekilde hiicrelere uygulanmistir. (Bkz. Sekil 3.1) 24 saatlik inkiibasyon
stiresinin sonunda kuyucuklara 10 uL. WST-1 ajanm1 eklendi ve hiicreler inkiibatore
kaldirilmistir. 37°C, 2 saat inkiibasyon sonunda orneklerin absorbans degerleri
microplate okuyucuda (Tecan, Isvigre) 450 nm dalga boyunda okunmustur. Ardindan

Excel (Microsoft Office) tizerinden analizleri yapilip veriler grafik haline getirilmistir.

® s
SR-1 FICZ

Untreated Untreated
0,75 uM 1uM
1,5uM 10uM
3uM 50 uM
5uM @ wowm

@ ow . 1000 uM

Sekil 3.1: WST-1"de kullanilan dozlar.

3.4 Morfolojik Analiz

Stres faktorleri uygulanan astrositlerin morfolojik degisimlerinin incelenmesi
i¢in literatiirde kullanilan dozlar astrositlere uygulanmis ve morfolojik olarak analiz
edilmistir. Bu kapsamda 12 kuyucuklu hiicre tabakalarina kuyu bas1 1 ml kiiltiir ortam
igerisinde 3x10° hiicre ekilip hiicrelerin kiiltiir kabina tutunmasi igin bir gece inkiibe
edilmistir. Ardindan stres faktorii uygulanmadan once fotograflar ¢ekilmistir. Fotograf

cekildikten sonra kuyucuklardaki kiiltiir ortami1 uzaklastirilarak stres faktorleri
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eklenmistir. Stres faktorii uygulandiktan 24 saat sonra fotograflari g¢ekilerek, ilgili

dozlarmn hiicre morfolojisi iizerine olan etkileri analiz edilmistir.

3.5 RNA Izolasyonu, cDNA Sentezi ve Ger¢ek zamanh q-PCR Olciimleri

Astrosit hiicreleri 5000 hiicre/cm? olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir
plakalarina ekilmistir. Canlilik testleri sonucu belirlenen dozlar hiicrelere uygulanarak
24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda kuyucuklardaki hiicre kiiltiir ortami1 1,5 mL
tiiplere aktarilarak metabolom testleri i¢in -80 °C’ye kaldirilmistir. Kuyucuklarda
kalan hiicreler 1X PBS ile bir kez yikandiktan sonra iizerine 500 uL Trizol (ABP
Bioscience, Kat no: FP312) eklenmis ve pipetaj ile hiicreler 1,5 mL tiiplere
aktarilmistir. Tiipler izolasyonun gerceklestirilecegi giine kadar -80 °C’de
saklanmustir. I1zolasyon baslatilacag: giin, 6rnekler ¢zdiiriildiikten sonra iizerlerine
ceker ocak altinda 100 pL kloroform eklenmistir. Tiipler 5 saniye vortekslenmistir.
Vortekslenen tiipler 3 dakika oda sicakliginda bekletilmistir (Vortekslenen hiicrelerde
acik pembe renk goriildii.) 3 dakika sonunda +4°C, 12000 xg de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Kloroform ve santrifiij yardimiyla olusturulan faz ayrimu ile iist fazda RNA,
orta (bulutsu) fazda proteinler, en alt fazda ise tuzlar, Trizol, kloroform elde edilmistir.
Ust faz, faz ayrim1 bozulmadan yeni 1,5 mL santrifiij tiiplerine alinmis, ardindan iist
fazin hacmi kadar 2-izopropanol eklenmistir. Tiipler yeniden vortekslenmis ve
ardindan -20 °C, gece boyu (yaklasik 16 saat) bekletilmistir. Ertesi giin bekletilen
tiipler +4°C, 12000 xg de 15 dakika santrifiij edilmis ve supernatant uzaklastirilmistir.
Ardindan pelet iizerine yine -20°C’den ¢ikarilan 1 mL %75 EtOH eklenmis, +4°C,
7500 xg de 10 dakika santrifiij edilerek yikanmis ve supernatant uzaklastirilmistir. Bu
asama iki kez tekrarlanmistir. Ardindan etanol pelete dokunulmadan tiiplerden
uzaklastirllmistir. Kalan etanolii de uzaklastirmak icin tliplerin agz1 agik olacak sekilde
ceker ocak altinda etanoliin ugmast saglanmis ve ardindan tam kuruma saglanmasti i¢in
daha onceden 56°C’ye getirilen 1s1 bloguna kapaklar agik bir sekilde tiipler
yerlestirilmis ve 7 dakika boyunca tutulmustur. Boylelikle saf RNA elde edilmesi
amaclanmistir. Daha sonra tiiplere 15 pL niikleaz icermeyen su konulmus ve peletin
¢Ozlilmesi icin vortekslenmistir. Son olarak Ornekler buza alinarak RNA

konsantrasyonlart NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, ABD)
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spektrofotometrede Olgiim yapilarak ve kalitesi A260/280 ve A260/230 degerleri

belirlenerek 6l¢iilmiistiir.

RT-qPCR igin 1 pg RNA’dan cDNA sentezlenmistir. Ureticinin protokoliinde
uygun olarak 10 pLL RT, 2 uL Enzim Mix, 1 pL OligoDT, 1 pL Random Hekzomer
(Nepenthe cDNA Synthesis Kit, Kat no: NP041011610) ilave edilmistir. Daha sonra
her 6rnek icin 1 pg RNA miktar1 ve toplam hacim 30 pL’ye tamamlanmak iizere
niikleaz igermeyen su ilave edilerek cDNA sentez reaksiyonu BIORAD T2400
Thermal Cycler cihazi ile gergeklestirilmistir. cDNA’ler 60 puL hacimde olacak sekilde

niikleaz i¢ermeyen su ile sulandirilmistir.

Tablo 3.1: cDNA sentez reaksiyon dongiileri, dereceleri ve siireleri.

Dongii Zaman Derece °C
1 4 dakika 95
30 saniye 94
35 30 saniye 57
30 saniye 72
1 5 dakika 72

Literatiir taramas1 sonucu “A1 astrocyte spesific genes”, “A2 astrocyte spesific
genes”, “Astrocyte spesific genes” ve “AhR-related genes” hakkinda en ¢ok atif alan

makalelerden 17 gen secilmistir. (L Zamanian,2012 ve A Liddlelow,2017)



Tablo 3.2: Secilen genler, fonksiyonlar1 ve iliskili olduklari grup.
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Genler Fonksiyon Grup
Hiicre baglanmasi, hiicre gogii ,
VIM Hem A1 hem A2 Iliskili
ve yapisal destek
Yapisal destek ve astrosit .
GFAP o Hem A1 hem A2 Iliskili
belirteci
Inflamatuvar yanit ve biyoaktif ,
SRGN Al-Iliskili
molekiil salgisi
IL-6 Inflamatuvar yanit Al-Tliskili
Yapisal destek, hiicre yapisma .
FBLNS P yapis Al-Iliskili
ve hiicre gogli
Stres yanitinin diizenlenmesi, .
FKBP5 ] Al-Iliskili
inflamatuvar yanit
Inflamatuvar yanitin .
PDL-1 ) Al-Iliskili
diizenlenmesi
Immiin yanit, notrofil .
IL-8 ] Al-Iliskili
aktivasyonu
Kalsiyum sinyalizasyonu ve .
S100B 4 y Y Al-Tliskili
ndrotrofik etki
Hiicre gogii, adezyonu ve ,
S100A10 A2-Tliskili
vezikiil tagmimi
Norotrofik destek ve sinaptik )
BDNF o A2-Tliskili
plastisite
STAT3 Immiin yanit A2-liskili
COL1Al Yapisal destek A2-liskili
IL-10 Immiin yanit, doku onarimi A2-liskili
Zararlt maddelerin
CYPIA1 detoksifikasyonu ve metabolik AHR-1ligkili
yan iirlinlerin iglenmesi
Detoksifikasyon, biyoaktif ,
CYP1BI1 AHR-Iligkili
metabolitlerin {iretim
Cevresel toksin ve endojen .
AHR AHR-Iligkili
sinyal molekiillerine yanit

Secilen genlerin forward ve reverse primerleri NCBI Primer Designing Tool

kullanilarak tasarlandi. Asagida ilgili genlerin forward, reverse primer dizileri

sunulmustur.



Tablo 3.3: Tasarlanan genler ve forward/reverse dizileri.
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Gen Ad1 Primer Dizisi (5'->3")
F: GGAATAAAACACCCGCGAGC
STAT3
R: ATTCGTGCACTGTGCCTGT
F: ACCGCTTTGCCAGCTACATC
GFAP
R: TTCATCCTGGAGCTTCTGCCT
L8 F: AGAGCCAGGAAGAAACCACC
R: CCTTGGCAAAACTGCACCTTC
F: GCGGCGACAGGTTCTCTA
FKBP
R: TGTCTCCAATCATCGGCGTT
F: ATCAAGAAGTTGGCGTGCAG
SRGN
R: TCCGCGTAGGATAACCTTGAAC
F: GGAATAAAACACCCGCGAGC
FBLNS5S
R: ATTCGTGCACTGTGCCTGT
b 0R F: GGTGAGACAAGGAAGAGGATGT
R: TGATGAGCTCCTTCAGTTCGG
F: CACGTACTAAGGAAGGCGCA
S100A10
R: TGTGGTCCGTTGAAGCCTTG
F: ATCCGAGGACAAGGTGGC
BDNF
R: CCGAACTTTCTGGTCCTCATC
p F: AGACAGCCACTCACCTCTTCAG
IL-
R: TTCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG
1 F: CAGGGCACCCAGTCTGAGAAC
IL-
R: TGGCAACCCAGGTAACCCTTAAA
F: GTCCCATATCCGAATGATTAAGAC
AHR
R: GTAAATGCTCTGTTCCTTCCTC
F: AGGGCTCCAACGAGATCGAGA
COL1A1
R: TACAGGAAGCAGACAGGGCCA
F: AAGAGGAGCTAGACACAGTG
CYP1A1
R: TTTACAAAGACACAACGCCC
F: CACAGAGCCTCGCCTTTGC
ACTB
R: ATATCATCATCCATGGTGAGCTGG
VIM F: AGGCGAGGAGAGCAGGATTT
R: AGTGGGTATCAACCAGAGGGA
. F: TGCAGGGCATTCCAGAAAGA
PDL
R: ACCGTGACAGTAAATGCGTTC
F: AACGTACCGGCCACTATCAC
CYP1B1
R: CTCGAGTCTGCACATCAGGA
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Gergek zamanli PCR’da 384 kuyucuklu plaka, kuyu bas1 10 pL olacak sekilde,
5 uL Nepenthe Sybr Green Mix (2x) (RefNo:NP041010210), 1 pL forward primer, 1
uL reverse primer, 1 pL niikleazdan bagimsiz su ve 1 pL ¢cDNA olacak sekilde
reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Gergek zamanli PCR, Roche LightCycler 480 11
cihazinda asagidaki kosullarda gergeklestirilmistir.

Tablo 3.4: RT-qPCR asamalari, sicakliklar1 ve siireleri.

[k denatiirasyon asamasi 95°C ,2 dakika

Denatiirasyon i¢in 95°C, 10

saniye

Amplifikasyon agsamasi : : 45 Dongii
Annealing 60°C, 1 dakika
Elongasyon 72°C,
Melting Curve analizi 60- 95°C arasi, siiresiz

Ardindan Ct degerleri ve erime egrileri kontrol edilerek bir Excel dosyasinda
toplanmustir. Normalizasyon icin ACTB geni kullamlmistir. Daha sonra 2- 24t metodu
(67) ile gen ifadeleri analiz edilerek GraphPad 10 yardimiyla istatistiksel analizi i¢in
2-way ANOV testi uygulanmis ve grafik olusturulmustur.

3.6 Metabolom Analizleri

Ornekler igin 33 tane, kalite kontrolleri (QC) i¢in 6 tane ve hiicre kiiltiir ortami
i¢in 3 tane 2 mL santrifiyj tlipleri etiketlenmigstir. Her bir 6rnege ait 600 pL hiicre kiiltiir
ortam1 etiketlenen tiiplere aktarilmistir. Ayrica, her bir 6rnekten 66 pL alinarak kalite
kontrol havuzu olusturulmus ve 600°er uL QC etiketli tiiplere aktarilmistir. Tlim tiipler
ucurma islemi i¢in 25 °C’ye ayarli (LABCONCO, refrigerated centriVap
Concentrator) cihazina yerlestirilmistir. Bir gece boyunca ugurulan 6rnek peletlerine
9:1 h/h oraninda MeOH: H>O karigimi 900 pL eklenmistir. Ardindan her tlip onar
saniye vortexlenmis ve 12.000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz aliarak
siselere konulmustur. Tiiplerin ceperinde tuz ¢dozeltileri kalintilarina degmeden
slipernatant ayni etiketli yeni tiiplere aktarilmis ve tekrar ucurma islemi
gerceklestirilmistir. Tiirevlendirme deney asamasi gelene kadar drnekler -80 °C de

saklanmistir. GC-MS metabolomik analiz hazirli§1 ugurulmus 6rneklerin {izerine esit
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hacimde eklendigine dikkat edilerek taze hazirlanmig 20 pL 20 mg/mL Methoxyamine
hydrochloride (ALDRICH, Kat no: 226904-25G): pridin ¢ozeltisi eklenmis ve 6rnek
basina 45 sn vorteks uygulanmistir. 37 °C calkalamali etiivde 30 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon bitiminde 6rnek basina 50 uL. MSFTA (Sigma, 69478-1 ML-F-
KC) tiirevlendirme ajani eklenmis ve drnek basina 30 sn vorteks uygulanmistir. GC-
MS viallerine insert eklenerek ve insert icerisine pelete degmeden siipernatantin
tamami aktarilmistir. Vialler GC-MS cihazina yerlestirilmistir (SHIMADZU, GC-MS-
QP2010 Ultra) ve analiz gerceklestirilmistir.

3.7 Metabolom Verilerinin degerlendirilmesi

Analizler i¢in MSDIAL4, METLIN gibi araglar kullanilmistir. Metabolomik
analizler icin MetaboAnalyst 6.0 (www.metaboanalyst.ca/) programi kullanilarak
Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) ve Variable Importance in
Projection (VIP) grafikleri, ikili karsilastirmalarda degisen metabolitlerdeki kat
degisimlerinin incelenmesi i¢in volkan grafikleri ve en ¢ok degisen metabolitler i¢in

de 1s1-haritasi olusturulmustur. Yolak analizleri de tamamlanmuistir.
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4. BULGULAR

4.1 WST-1 Analizleri

3.4 kisminda gercgeklestirilen WST testlerinin 6l¢iim sonuglar1 Excel’e
gecirilmistir. Ardindan her stres faktorii i¢in kontrol grubu ortalamalar1 aliip, farklh
dozlardaki sonuglar, kontrol grubu ortalamasiyla oranlanmistir. Bdylelikle kontrol
grubu hiicre canlilig1 1 olmus, diger gruplarda ise kontrol grubuna kiyasla canliligin
nasil degistigi gosterilmistir. Daha sonra canlilik degisimlerinin yiizdelik degisimlerini
gozlemleyebilmek icin tim gruplarin ortalamasi 100 ile g¢arpilmistir. Ardindan

degerler Excel lizerinden grafikle gdsterilmistir. (Bkn. Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3,
Sekil 4.4)

TNF-a

120

100

80

60

Canlilik %

40

20

CTRL 1 ng/mL 5ng/mL 25 ng/mL 75 ng/mL

DOz

Sekil 4.1: Astrosit hiicrelerine uygulanan farkli TNF-a dozlarinin canlilik tizerine
olan etkisi.

TNF-o uygulamasinmi takiben gerceklestirilen WST analizi sonucunda TNF-
a’nin 25 ng/mL doz degerine kadar %80 oraninda canliligin korundugu, bu degerin

tizerinde canlilik degerinin %50 kadar azaldig1 gézlenmistir.
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TGF-B1
140
120

100 /\//-\

80

Canlilik %

60
40

20

CTRL 0,25ng/mL 0,5 ng/mL 1 ng/mL 2,5 ng/mL 5ng/mL

DOz

Sekil 4.2: Astrosit hiicrelerine uygulanan farkli TGF-1 dozlariin canlilik tizerine
olan etkisi.
TGF-B1 uygulamasin takiben gerceklestirilen WST analizi sonucunda TGF-B1’in 5

ng/mL doz degerine kadar hiicre canliligi {lizerine olumsuz bir etkisi olmadigi

gbzlenmistir.

SR1
120
100

v o~

60

Canlilik %

40

20

CTRL  0,75pM  1.5pM 3uM 5uM 10 UM
DOZ
Sekil 4.3: Astrosit hiicrelerine uygulanan farkli SR1 dozlarinin canlilik {izerine olan
etkisi.
SR1 uygulamasimi takiben gerceklestirilen WST analizi sonucunda SR1’in
0,75-3 uM doz degerine kadar hiicre canliligin1 % oraninda olumsuz yonde etkiledigi

ancak 5 ve 10 uM degerlerinde canliligin kontrol grubu ile uyumlu olacak sekilde

korundugu goézlenmistir.
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FICZ

120

100 ——
80

60

Canlilik %

40

20

CTRL 1nM 10nM 50 nM 100 nM 1000 nM
DOz

Sekil 4.4: Astrosit hiicrelerine uygulanan farkli FICZ dozlarinin canlilik tizerine olan
etkisi.
FICZ uygulamasini takiben gergeklestirilen WST analizi sonucunda uygulanan FICZ

dozlarinin canliligin kontrol grubu ile uyumlu olacak sekilde korundugu gézlenmistir.

Tez calismasi kapsaminda secilen doz araliklar1 literatiir arastirmasi
kapsaminda referans alinan doz degerlerinin asagist ve yukarist olacak sekilde
secilmigtir. WST analizi ile doz degerlerinin insan 6liimsiizlestirilmis astrosit hiicre
hattinda 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliligina olan etkileri
aragtirtlmistir. Literatlir verileri ve WST analizi birlikte degerlendirildiginde ilgili
calisma kapsaminda; TNF-a i¢in 10 ng/mL ve 100 ng/mL, TGF-B1 i¢in 2,5 ng/mL ve
10ng/mL, FICZ i¢in 100 nM ve 1000 nM, SR1 i¢in 1,5 uM doz degerlerinin
uygulanmasi kararlagtirilmistir. LPS degeri ig¢in WST analizi yapilmamis olup,
literatiirde LPS ve astrosit 6zelinde gerceklestirilmis olan calismalar incelenmistir.
100ng/mL doz degerinin uygulanmasi kararlastirilmigtir. TNF-a, TGF-B1 ve FICZ i¢in
ikiser farkli doz degerinin se¢ilmesinin ana nedeni, 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
A1l ve A2 astrosit fenotipleri olusturulmaya calisilacak olup, diisiik ve yiiksek doz
degerlerinde beklenen fenotipik etkinin karsilanmasina yonelik bir strateji olarak

uygulanmistir.
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4.2 Morfolojik Analizler

Wst-1 analizi sonucunda secilen doz degerlerine ait morfolojik incelemeler
gerceklestirilmistir. Dozun uygulandigi an (t0) ve doz uygulamasindan 24 saat sonra
(t24) olacak sekilde mikroskop altinda 20x biiylitmede fotograflar ¢ekilmistir (Bkz.
Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10).

> By
Sekil 4.5: Doz uygulanmayan (KONTROL) kuyucuklarin 0.saat t0) ve 24.saatteki
(t24) morfolojik goriintiileri (20x).

Sekil 4.6: TNF-o uygulanan kuyucuklarin 0.saat (t0) ve 24 saatteki (t24)
morfolojik goriintiileri (20x).

Sekil 4.7: 2,5 ng/mL TGF-B1 uygulanan kuyucularln 0.saat (t0) ve 24.saatteki
(t24) morfolojik goriintiileri (20x).
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Sekil 4.8: 1,5 uM SR1 uygulanan kuyucuklarin 0.saat (t0) ve 24.saatteki (t24)
morfolojik goriintiileri (20x).

Sekil 4.9: 100 nM FICZ uygulanan kuyucuklarin 0.saat (t0) ve 24.saatteki (t24)
morfolojik goriintiileri (20x).

e 24.saatteki (t24)

AT oLk 28 XU dUw <
Sekil 4.10: 1000 nM FICZ uygulanan kuyucuklarin 0.saat (t0) v
morfolojik goriintiileri (20x).

Gergeklestirilen morfolojik analizler kapsaminda, ajan uygulanan gruplar
uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastirilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin
sonunda kontrol 6rneklerinde oldugu gibi hiicre sayisinda artis gerceklesmis olup,
hiicre morfolojilerinde hiicre canliligini olumsuz ydnde etkileyen herhangi bir

morfolojik degisimin olmadig1 gézlenmistir.
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4.3 Gercek Zamanh PCR Sonuclar
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Sekil 4.11: Astrosit Hiicrelerinde TNF-a ve LPS dozlarinda kontrol grubuna kiyasla
A) VIM, B) GFAP, C) SRGN, D) IL-6, E) FBLNS ve F) FKBPS5 gen ifade analizleri.

Sekil 4.11°de VIM (A) ve GFAP(B) ifadelerinde TNF-a dozlarinda degisme

gozlenmezken LPS dozunda diislis goriilmektedir. Artan TNF-a dozlarinda ve LPS

dozunda, KONTROL grubuna kiyasla SRGN (C) ve IL-6 ifadelerinde (D) anlamli bir

artis goriilmektedir. FBLNS (E) ifadesinde ise TNF-a dozlarinda KONTROL grubuna

ve LPS dozuna kiyasla diisiis goriilmektedir. FKBP5 geninde ise diisiik TNF-a dozuna

kiyasla LPS ifadelerinde artis géze carpmaktadir.
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Sekil 4.12: TNF-a ve LPS dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) PDL-1, B) IL-8, C)
S100B, D) S100A10, E) BDNF ve F) STAT3 gen ifadeleri.

Sekil 4.12°de artan TNF-a dozlarinda ve LPS dozunda, KONTROL grubuna
kiyasla PDL-1 (A) ve IL-8 (B) ifadelerinde artis goriilmekte iken S100B (C) ifadesinde
TNF 10 ng/mL dozunda KONTROL grubuna gore diisiis; LPS 100 ng/mL dozunda ise
kontrol grubuna ve TNF-a dozlarina kiyasla artig goriilmektedir. Diisiik TNF-o dozuna
kiyasla, yiiksek TNF-a dozunda ve LPS dozunda S100A10 (D) ifadesinin azaldigi
goriilmektedir. BDNF ifadesinde ise (E) TNF-a dozlarinda KONTROL grubuna
kiyasla diislis goze carparken; LPS dozlarinda TNF-o dozlarma kiyasla artig

goriilmiistiir.
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Sekil 4.13: TNF-a ve LPS dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) COL1A1, B) IL-
10, C) CYPIAL1, D) CYP1BI ve E) AHR gen ifadeleri.

Sekil 4.13’te TNF-a dozlarinda COL1A1 (A) ve CYPIBI (D) ifadelerinde
azalis goriilmekte iken; CYP1A1 (C) ifadelerinde yiiksek TNF-a ve LPS dozunda
diisiis; CYP1BI(D) ifadelerinde ise KONTROL grubuna kiyasla tiim uyaranlarin
ifadelerinde diisiis goriilmektedir. AHR (E) ifadesinde ise LPS dozunda diger gruplara

kiyasla artig goriilmektedir.
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Sekil 4.14: TGF-B1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) VIM, B) GFAP, C)
SRGN, D) IL-6, E) FBLNS ve F) FKBPS gen ifadeleri.

Sekil 4.14’te VIM(A) ifadelerinde TGF-B1 10 ng/mL dozuna ve KONTROL
grubuna kiyasla TGF-B1 2,5 ng/mL dozunda diisiis gortilmektedir. GFAP(B), IL-6 (D)
ve FKBP5(F) ifadelerinde ise KONTROL grubuna ve TGF-f1 2,5 ng/mL dozuna
kiyasla TGF-B1 10 ng/mL dozunda diisiis goriilmektedir. SRGN(C) ifadelerinde ise
her iki TGF-B1 dozunda diisiis goze ¢arpmaktadir.
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Sekil 4.15: TGF-B1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) PDL-1, B) IL-8, C)
S100B, D) S100A10, E) BDNF ve F) STAT3 gen ifadeleri.

Sekil 4.15°te TGF-B1 2,5 ng/mL dozunda, KONTROL grubuna ve TGF-1 10

ng/mL dozuna kiyasla PDL-1 (A) ifadelerinde anlamli bir artis goriilmektedir. TGF-
B1 10ng/mL dozunda KONTROL grubuna ve TGF-B1 2,5 ng/mL dozuna kiyasla IL-8
(B), S100A10(D), ifadelerinde de diisiis goriilmektedir. S100B(C) ifadelerinde

KONTROL grubuna kiyasla TGF-B1 2,5 ng/mL dozunda diisiis goriiliirken; TGF-B1

10 ng/mL dozunda ise artig goriilmektedir. Ancak, A2 fenotip doniisiimii icin

sectiimiz BDNF(E) ve TGF-B1 ’in asag: regiilatorlerinden olan STAT3(F) geninin

ifade degerlerinde artan TGF-B1 dozu ile ters orantili olarak diisiis gézlenmistir.
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Sekil 4.16: TGF-B1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) COL1A1, B) IL-10, C)
CYP1A1, D) CYPIBI1 ve E) AHR gen ifadeleri.

Sekil 4.16°da COL1A1(A) ifadelerinde KONTROL ve TGF-B1 10ng/mL
dozuna kiyasla TGF-B1 2,5 ng/mL dozunda diisiis goriilmektedir. IL-10(B) ifadesinde
ise TGF-B1 10ng/mL dozunda, diger gruplara kiyasla diisiis géze ¢arpmaktadir. AHR
yolag: ile iligkili genler olan CYP1A1(C) ve CYP1B1(D) ifadelerinde KONTROL
grubuna kiyasla her iki TGF-f1 dozunda da diisiis goriilmekte iken AHR ifadesinde
bir degisiklik goriilmemektedir.
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Sekil 4.17: FICZ ve SR1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) VIM, B) GFAP, C)
SRGN, D) IL-6, E) FBLNS ve F) FKBPS gen ifadeleri.

Sekil 4.17°de GFAP (B) ifadelerinde artan FICZ dozlarinda ve SR1 dozunda,

KONTROL grubuna kiyasla diisiis goriilmektedir. Ek olarak SRGN (C) ve FBLNS (E)

ifadelerinde KONTROL ve SR1 grubuna kiyasla FICZ dozlarinda anlamli bir diisiis

goriilmektedir. Ayrica IL-6 (D) ifadelerinde FICZ 100 nm dozunda SR1 dozuna kiyasla

artis; FKBPS (F) ifadelerinde ise SR1 dozunda KONTROL ve FICZ gruplarina kiyasla

artig goriilmektedir.
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Sekil 4.18: FICZ ve SR1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) PDL-1, B) IL-8, C)
S100B, D) S100A10, E) BDNF ve F) STAT3 gen ifadeleri.

Sekil 4.18’de PLD-1 (A) ifadelerinde KONTROL grubuna kiyasla FICZ ve
SR1 gruplarinda anlamli bir artis goriilmektedir. Ayrica FICZ 100 nM dozunda yine
PDL1 (A) ifadelerinde FICZ 1000 nM ve SR1 gruplarina gore anlamh artig; SR1
grubunda ise FICZ 1000 nM dozuna kiyasla anlamli artig goriilmustiir. IL-8 geninde
FICZ 1000 nM ve SRI1 dozunda KONTROL grubuna gore diisiis; S100B (C)
ifadelerinde ise KONTROL grubuna kiyasla diger gruplarda anlamh disiis
goriilmektedir. Ek olarak ST00A10 (D) ifadelerinde ise FICZ gruplarinda KONTROL

gruplarina kiyasla anlamli diisiis goriilmektedir.
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Sekil 4.19: FICZ ve SR1 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla A) COL1A1, B) IL-10,
C) CYP1A1,D) CYPIBI ve E) AHR gen ifadeleri.

Sekil 4.19’da IL-10 (B) ifadelerinde FICZ dozlarinda ve SR1 dozunda,

KONTROL grubuna kiyasla diisiis goriilmektedir. CYP1A1 (C) ifadelerinde

KONTROL grubuna kiyasla FICZ dozlarinda diisiis goriilmekte iken SR1 dozunda
FICZ dozlarina kiyasla ifadesi artmaktadir. CYP1B1 (D) ifadelerinde FICZ

gruplarinda KONTROL grubuna kiyasla artis;

SR1 ifadelerinde

ise dusis

goriilmektedir. FICZ 1000 nM dozunda AHR(E) geninin ifadesi FICZ100 nM ve SR

1,5 uM dozuna kiyasla diisiis gostermektedir.



4.4 Metabolom Analizleri
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Sekil 4.20: Kontrol hiicrelerinin bulundugu ortamin, hiicresiz ortama kiyasla

metabolit karsilastiriimasi.
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Sekil 4.20’de kontrol hiicrelerinin hiicre kiiltiir ortaminin, bos hiicre kiiltiir

ortammna kiyasla Prolin, Alanin, N-asetilglisin, Lizin, B-alanin ve Fumarat

seviyelerinin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.21 : 24 saat boyunca TNF-a 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla PLS-DA A) Skor Plot, B)
VIP Plot ve C) Volkan Plot karsilastirmalari.

Sekil 4.21°de 24 saat boyunca TNF-a 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamiyla kiyaslandiginda Skor Plot
analizinde farkli gruplandig1 goriilmektedir. Ek olarak Volkan analizinde ise 24 saat
boyunca TNF-a 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortamin, kontrol
hiicrelerinin ortamiyla kiyasla Ornitin, Feniletilamin ve Pipekolik Asit seviyelerinin
arttig1; Glutamin, Prolin, N-Asetilglisin, Lizin, Glutamat, Homoserin ve Fenilalanin

seviyelerinin ise azaldig1 goriilmektedir.
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Overview of Enriched Metabolite Sets (Top 25)
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Sekil 4.22: 24 saat boyunca TNF-a 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla metabolit farkliliklarinin
zenginlestirilmis seti.

Sekil 4.22°deki zenginlestirilmis sete gore ise anlamli degisikligi olan
metabolitlerin arginin ve prolin metabolizmasinda, nitrojen metabolizmasinda ve

glutatyon metabolizmasinda rol oynadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.23: 24 saat boyunca TNF-a 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla PLS-DA A) Skor
Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot karsilagtirmalari.

Sekil 4.23°te 24 saat boyunca TNF-o 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamiyla kiyaslandiginda Skor Plot
analizinde farkli gruplandig1 goriilmektedir. Ek olarak Volkan analizinde ise 24 saat
boyunca TNF-a 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortamin, kontrol
hiicrelerinin ortamiyla kiyasla Ornitin ve Fosfat seviyelerinin arttig1; Glutamin, Prolin,
N-Asetilglisin, Lizin, Glutamat, B-alanin, Sitramalat ve Glisin seviyelerinin ise

azaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.24: 24 saat boyunca TNF-a 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla metabolit farkliliklarinin
zenginlestirilmis seti.

Sekil 4.24°teki zenginlestirilmis sete gore ise anlamli degisikligi olan

metabolitlerin arginin ve prolin metabolizmasinda, nitrojen metabolizmasinda ve

glutatyon metabolizmasinda rol oynadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.25: 24 saat boyunca TNF-a 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, 24 saat boyunca TNF-a 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortama kiyasla PLS-DA A) Skor Plot ve B) VIP Plot karsilagtirmalari.

Sekil 4.25°te 24 saat boyunca TNF-a 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, TNF-a 10 ng/mL hiicrelerinin ortamiyla kiyaslandiginda Skor
Plot analizinde farkli gruplandig1 goriilmektedir. Ancak metabolit seviyeleri anlamli

¢tkmadigi i¢in Volkan Plot ve Zenginlestirilmis Set sonucu bulunmamaktadir.
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TGF-B1 2,5 ng/mL /KONTROL
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Sekil 4.26: 24 saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla ile PLS-DA A) Skor Plot,
B) VIP Plot ve C) Volkan Plot karsilastirmalari.

Sekil 4.26°da 24 saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL dozu uygulanan
hiicrelerinin bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamiyla kiyaslandiginda Skor
Plot analizinde farkli gruplandig1 goriilmektedir. Ek olarak Volkan analizinde ise 24
saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortamin,
kontrol hiicrelerinin ortamiyla kiyasla Ornitin, Fosfat ve Fruktoz seviyelerinin arttigz;
Glutamin, Prolin, N-Asetilglisin, Lizin, B-alanin ve Glisin seviyelerinin ise azaldig

goriilmektedir.
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Overview of Enriched Metabolite Sets (Top 25)
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Sekil 4.27: 24 saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla metabolit farkliliklarinin
zenginlestirilmis seti.

Sekil 4.27°de Zenginlestirilmis sete gore ise anlamli degisikligi olan
metabolitlerin arginin ve prolin metabolizmasinda, nitrojen metabolizmasinda ve

glioksilat/dikarboksilat metabolizmasinda rol oynadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.28: 24 saat boyunca TGF-B1 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla ile PLS-DA A) Skor Plot,
B) VIP Plot ve C) Volkan Plot karsilastirmalari.

Sekil 4.28°de 24 saat boyunca TGF-B1 10 ng/mL dozu uygulanan

55

hiicrelerinin bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamiyla kiyaslandiginda Skor

Plot analizinde farkli gruplandigi goriilmektedir. Ek olarak Volkan analizinde ise 24

saat boyunca TGF-B1 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortamin,

kontrol hiicrelerinin ortamiyla kiyasla Pipekolik Asit, PEA ve Fruktoz seviyelerinin

artt1ig1; Ornitin, Sitrulin, Glutamin ve Lizin seviyelerinin ise azaldig1 goriilmektedir.
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Overview of Enriched Metabolite Sets (Top 25}
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Sekil 4.29: 24 saat boyunca TGF-B1 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla metabolit farkliliklarinin
zenginlestirilmis seti.

Sekil 4.29’daki zenginlestirilmis sete goére ise anlamli degisikligi olan
metabolitlerin arginin biyosentezinde, nitrojen metabolizmasinda ve Fenilalanin

metabolizmasinda rol oynadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.30: 24 saat boyunca TGF-B1 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, 24 saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortama kiyasla ile PLS-DA A) Skor Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot
karsilastirmalari.

Sekil 4.30°da 24 saat boyunca TGF-B1 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, 24 saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamla kiyaslandiginda Skor Plot analizinde farkli gruplandig
goriilmektedir. Ek olarak Volkan analizinde ise 24 saat boyunca TGF-f1 10 ng/mL
dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortamin, 24 saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL
dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortama kiyasla Glutamin, $-alanin, Sitrik Asit,
Prolin, Fenilalanin seviyelerinin arttigi; Ornitin, Sitrulin ve N-Asetil-L-Aspartat

seviyelerinin ise azaldig1 goriilmektedir.
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Overview of Enriched Metabolite Sets (Top 25)
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Sekil 4.31: 24 saat boyunca TGF-B1 10 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, 24 saat boyunca TGF-B1 2,5 ng/mL dozu uygulanan
hiicrelerinin bulundugu ortama kiyasla metabolit farkliliklarinin zenginlestirilmis
seti.

Sekil 4.31°deki zenginlestirilmis sete gore ise anlamli degisikligi olan
metabolitlerin arginin biyosentezinde, Alanin/Aspartat/Glutamat metabolizmasinda ve

Glioksilat/dikarboksilat metabolizmasinda rol oynadigi goriilmektedir.
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Sekil 4.32: 24 saat boyunca LPS 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu
ortamin, kontrol grubu hiicrelerinin bulundugu ortama kiyasla ile PLS-DA A) Skor
Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot karsilastirmalari.

Sekil 4.32°de 24 saat boyunca LPS 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin

bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamiyla kiyaslandiginda Skor Plot

analizinde farkli gruplandig1 goriilmektedir. Ek olarak Volkan analizinde ise 24 saat

boyunca LPS 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortamin, kontrol

hiicrelerinin ortamiyla kiyasla Glutamin, Lizin, Alanin, B-alanin, Prolin seviyelerinin

azaldi81; artan metabolitin olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.33: 24 saat boyunca LPS 100 ng/mL dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla metabolit farkliliklarinin
zenginlestirilmis seti.

Sekil 4.33°teki zenginlestirilmis sete gore ise anlamli degisikligi olan
metabolitlerin Primidin metabolizmasinda, Nitrojen metabolizmasinda ve Biotin

metabolizmasinda rol oynadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.34: 24 saat boyunca SR1 1,5 uM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu
ortamin, kontrol grubu hiicrelerinin bulundugu ortama kiyasla ile PLS-DA A) Skor
Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot karsilastirmalari.

Sekil 4.34’te 24 saat boyunca SR1 1,5 pM dozu uygulanan hiicrelerinin

bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamiyla kiyaslandiginda Skor Plot

analizinde farkli gruplandigi goriilmektedir. Ek olarak Volkan analizinde ise 24 saat

boyunca SR1 1,5 uM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortamin, kontrol

hiicrelerinin ortamiyla kiyasla Ornitin ve Sistein seviyelerinin arttigi; Glutamin,

Fumarat, Glisin, Alanin, Prolin, Glutamat ve Serin seviyelerinin ise diistiigii

goriilmektedir.
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Sekil 4.35: 24 saat boyunca SR1 1,5 uM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu
ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla metabolit farkliliklarinin
zenginlestirilmis seti.

Sekil 4.35’teki zenginlestirilmis sete gore ise anlamli degisikligi olan
metabolitlerin Alanin/Aspartat/Glutamat metabolizmasinda, Arginin biyosentezinde

ve Glutatyon metabolizmasinda rol oynadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.36: 24 saat boyunca FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu
ortamin, kontrol grubu hiicrelerinin bulundugu ortama kiyasla ile PLS-DA A) Skor
Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot karsilastirmalari.

Sekil 4.36°da 24 saat boyunca FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamiyla kiyaslandiginda Skor Plot
analizinde farkli gruplandig1 goriilmektedir. Ek olarak Volkan analizinde ise 24 saat
boyunca FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortamin, kontrol
hiicrelerinin ortamiyla kiyasla Sistein, Fosfat, Palmitik asit, Fruktoz seviyelerinin
arttigl; Glutamin, Glisin, Lizin, B-alanin, Prolin seviyelerinin ise diistiigl

goriilmektedir.
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Sekil 4.37: 24 saat boyunca FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu
ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla metabolit farkliliklarinin
zenginlestirilmis seti.

Sekil 4.37°deki zenginlestirilmis sete gore ise anlamli degisikligi olan
metabolitlerin Alanin/Aspartat/Glutamat metabolizmasinda, Arginin biyosentezinde

ve Glutatyon metabolizmasinda rol oynadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.38: 24 saat boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu
ortamin, kontrol grubu hiicrelerinin bulundugu ortama kiyasla ile PLS-DA A) Skor

Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot karsilastirmalari.

Sekil 4.38’de 24 saat boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan hiicrelerinin

bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamiyla kiyaslandiginda Skor Plot

analizinde farkli gruplandig1 goriilmektedir. Ek olarak Volkan analizinde ise 24 saat

boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu ortamin, kontrol

hiicrelerinin ortamiyla kiyasla Glutamin, Fumarat, Lizin, B-alanin, Alanin ve Prolin

seviyelerinin ise diistiigii goriilmektedir. Metabolitler arasinda anlamli olarak artan bir

farklilik bulunmamaktadir.
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Sekil 4.39: 24 saat boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, kontrol hiicrelerinin ortamina kiyasla metabolit farkliliklarinin

zenginlestirilmis seti.

Sekil 4.39’daki zenginlestirilmis sete goére ise anlamli degisikligi olan

metabolitlerin Alanin/Aspartat/Glutamat metabolizmasinda, Arginin biyosentezinde

ve Arginin/Prolin metabolizmasinda rol oynadig1 goriilmektedir



67

FICZ 1000 nM /FICZ 100 nM

] o HEs 100
© HCL 1000
S
&
Rylic o HE
piz acio [ | ]
# . um
< [ [ ]
-
|
E [ 1]
g o 8 ° [ | ]
INEE B) . -
£ (o] - [ | ]
g o |
5 :: Len
< T
| e [ ||
[ [ ]
T T T T T T T
130 135 140 145 150 1585 180 185
24 VIP scores
T
] 4 2 0 2 4 6
T seore [1] (33,396
2.54 o)
2.04
Palmiti é%)
.FEstrone
Fructose i5-aminocimidaZole-4-ca amide
Xanthine
s FoldChange
T 7]
% Ir%ans-d—hydrc xy-|-proline . 05
E .
i
o
= o]
C 3 °
o]
2 1.0 o] -0.5
o o] e}
YRS
o OB o
[ee) ° ° ©
90 o
0.5 o o
O@ OOG 5 (o] (<] *
1 oo
° o
g0
o
0.0 %
0 z 3 H 8
log2(FC)

Sekil 4.40: 24 saat boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu
ortamin, 24 saat boyunca FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu
ortama kiyasla ile PLS-DA A) Skor Plot, B) VIP Plot ve C) Volkan Plot
karsilastirmalari.

Sekil 4.40’ta 24 saat boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan hiicrelerinin
bulundugu ortamin, 24 saat boyunca FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicrelerin
ortamiyla kiyaslandiginda Skor Plot analizinde farkli gruplandigi goriilmektedir. Ek
olarak Volkan analizinde ise 24 saat boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan
hiicrelerinin bulundugu ortamin, 24 saat boyunca FICZ 100 nM dozu uygulanan
hiicrelerin ortamina kiyasla Ksantin seviyelerinin arttig1; Fruktoz, Palmitik Asit ve

Ostron seviyelerinin ise diistiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.41: 24 saat boyunca FICZ 1000 nM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu
ortamin, 24 saat boyunca FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicrelerinin bulundugu
ortama kiyasla metabolit farkliliklarinin zenginlestirilmis seti.

Sekil 4.41°deki zenginlestirilmis sete gore ise anlamli degisikligi olan
metabolitlerin Yag Asidi biyosentezinde, Siikroz metabolizmasinda ve Fruktoz

metabolizmasinda rol oynadig1 goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, in-vitro kiiltiir ortaminda insan astrositlerinin stres uyaranlarina
verdigi biyolojik cevap arastirilmistir. Norodejeneratif hastaliklar sadece néronlarda
degil noronal mikrocevrede de degisim ve disfonksiyona neden olmaktadir.
Mikrogevrenin temel elemanlarindan olan astrositler SSS’nin en yaygin hiicre tipidir,
beyin saghginin korunmasi ve fonksiyonlariin ytriitiilmesi, noronlarin biiylimesi,
hayatta kalmasi, sinaptik ileti ve onarim, beyin enerji metabolizmasinin saglanmasi,
siirdliriilmesi, kan beyin bariyerinin korunmasi, oksidatif hasarin Onlenmesi,
noroinflamasyon ve sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde temel role sahip hiicrelerdir
(7, 9). Ancak patolojik durumlarda (ndrodejeneratif hastaliklar veya diger SSS
hasarlarinda) astrositler degisime ugrayarak norotoksik/pro-inflamatuar fenotip (A1)
kazanabilmekte, reaktif astrogliozis denilen yapisal lezyonlara yol acarak ndron
sagligin1 negatif yonde etkilemektedirler (7, 9, 56). Bu nedenle, norodejenerasyona
sebep olan bozukluklarin patogenezinin anlasilmasi, olumlu, olumsuz uyaranlarin
ortaya cikarilarak beyin fonksiyonlarinin iyilestirilmesi i¢in astrosit biyolojisinin
detaylariyla ortaya konmasi dnemlidir. Bu ¢alismada inflamatuvar uyaranlar yaninda,
cevresel etkenler/kirleticiler/zenobiyotiklerin SSS {izerine olumsuz etkileri goz
ontinde bulundurularak zenobiyotik/dioksin reseptorii olan AHR agonist ve antagonist

ligandlarinin da insan astrositleri iizerindeki etkileri arastirilmistir.

Astrositler, ndronlar, mikroglialar ve diger mikrogevre komponentleri ile yakin
interaksiyon “cross-talk” halindedir, noéron hiicreleri ile siirekli dongii halinde bir
norotransmitter gegisi bulunmaktadir. Noronal iletim fonksiyonunun yiiriitiilmesinde
kritik olan ndrotransmitter (glutamat/GABA/glutamin) dongiisii de astrosit
metabolizmasi ile diizenlenmektedir. Bu 6zelliklerinden yola ¢ikilarak bu ¢alismada,
gen ifadelerine ek olarak 24 saat farkli uyaranlara maruz birakilan astrositlerdeki
metabolomik degisimler de incelenmis, ndron yasamina olumsuz etki yapabilecek
kosullar ortaya konmaya calisilmistir. Giincel ¢alismalar, norodejeneratif hastaliga
sahip bireylerden gelistirilmis astrositlerin sekretomunun bile saglikli ndronlarin
yasamini olumsuz etkiledigini gostermis ve ndronal patolojilerin gelisiminde

astrositlerin baslatici/devam ettirici role sahip olabileceklerini gostermistir (59, 68).
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Bu bulgular da beyin sagliginin korunmasinda astrositlerin daha 6nce bilinenden daha

kritik 6nemini glindeme tagimistir.

Literatiirde bircok kaynakta astrositlerin ¢evre kosullarina bagli olarak bazal
AO durumundan nérotoksik/inflamatuvar/Al ve noroprotektif/nororegiilatér/ A2
fenotipine dondiikleri bildirilmekte, baz1 kaynaklarda ise yildizs1 ¢ikintilar, ince, uzun
hiicre uzantilar1 ile karakterize reaktif astrosit olarak adlandirilmaktadir. Bu tez
caligmasinda astrositleri A1 ve A2 fenotipine yonlendirmek ilizere sirayla, inflamatuvar
uyaranlar (TNF-a, LPS) ve TGF-B1 kullanilmis, ayrica AhR agonist ligand1 FICZ,
antagonist ligand1 SR-1 uyarimlar1 yapilmistir. Molekiiler yanitlarinin ortaya konmasi
amaciyla literatiirde in-vitro ve in-vivo deneysel ¢alismalarda A1 ve A2 astrositlerde
tespit edilen gen ifadeleri géz oniline alinmistir. Astrositlerle ilgili ¢alismalarin biiyiik
cogunlugu hayvan deneyleridir. Primer insan astrositleri ile ¢alismalar sinirlidir, otopsi
bulgularinda reaktif astrositlerin olusturdugu astrogliozis patolojisi tanimlanmistir.
Son yillarda noérodejeneratif hastaliklara sahip bireylerden gelistirilmis uyarilmis
pluripotent kok hiicre (uPKH-induced pluripotent stem cells/iPSC) teknolojilerinin
gelistirilerek bu hiicrelerin astrosit yoniinde farklilagtirma yontemlerinin olusturulmus
olmasi astrositlerin ndéron sagligina direkt etkilerini ortaya koymustur. Bu
calismamizda, astrositlerin stres cevabinin degerlendirilmesi amaciyla hiicrelerdeki
morfolojik degisimler, proliferasyon 6zellikleri, secilen genlerin ifade analizleri ve
hiicre kiiltiir ortamindaki metabolik degisimler incelenmistir. Ilgili tez ¢alismasinda,
literatiir arastirmasi sonucunda belirli bir doz aralig1 segilerek, sitotoksisite analizi
gerceklestirilmistir. Bu doz calismasinda, TNF-a dozlar arttik¢a hiicre canliliginin
azaldig1; TGF-B1 artan dozlarinin %100-%120 arasi1 degistirdigini; SR1 dozlarinin
canlilif1 %80-%100 aras1 degistirdigini ve FICZ dozlarinin canlilig1 degistirmedigi
goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4). WST-1 analizini takiben
secilen doz degerleri, 24 saat astrosit hiicrelerine uygulandiktan sonra morfolojik
analizler gergeklestirilmistir. Ancak, kosullandirma sonucunda, hiicre morfolojisinde
herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir. Astrositlerin fenotipik degisimleri ortamin
kosullarina, basta aktif mikroglialar olmak iizere hiicre-hiicre, hiicre-matriks
iligkilerine baghdir (56). Bu nedenle hiicre kiiltlirlinde in-vivo ortamda goézlenen

degisimler tam olarak ortaya ¢ikmamaktadir
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J. Zamanian, S. Liddlelow ve ark. nin c¢aligmalarindan yola ¢ikarak se¢mis
oldugumuz A1 spesifik (VIM, GFAP, SRGN, FBLNS5, FKBP5, S100B), A2 spesifik
(ST00A10, STAT3) genlere ek olarak A1, A2 ve AhR ile iligkili olan AhR, CYPIALI,
CYPIBI1 (AHR tarafindan diizenlenen, ilag, yag ve steroid metabolizmasinda goérev
alan genler) ve diger gen ifadeleri de arastirilmistir. Bunlar arasinda inflamasyon
iligkili IL-6, IL-8, PDL-1 (akut ve/veya kronik inflamasyonla ifadesi artar), BDNF(
astrositler tarafindan BDNF saliniminin ndéron sagkalimini ve fonksiyonlarinda
tyilesmeyi arttirir (69-71)), COL1A1 (Herhangi bir hasar durumunda scar-forming
astrosit olusturmada gorev olan 6nemli bir ECM elemani (72)), IL-10 (anti-inflamatuar
yanit olusturan bir sitokin) yer almaktadir. Kontrol gruplarina gore gen ifade
degisimleri ve 1s1 haritasi incelendiginde A1-iligkili uyaranlarda inflamasyon belirteci
olarak sectigimiz IL-6 ve IL-8 gen ifadelerinde kontrol grubuna kiyasla belirgin

yiikseklik oldugu goriilmektedir.

Yine inflamasyon belirteci olarak eklenen PDL-1’da TNF-a grubunda anlaml
bir degisiklik goriilmezken; LPS 100 ng/mL dozunda 15 katlik istatistiksel anlamli bir
artis goriilmistiir. Al-iligkili genler olarak bildirilmis olan SRGN seviyelerinde TNF-
a ve LPS grubunda anlamli artiglar goriiliirken; FKBP5 genlerinde ise KONTROL
grubuna kiyasla anlamli bir degisim goriilmemistir. Baz1 A1 genlerinin ifadelerinin
literatiirdekilerle celiskili olarak azaldigi bulunmustur. Segilen A2 genlerinde kontrol
grubuna kiyasla, artan TNF-o dozlarinda ve LPS dozunda anlamli azalma
goriilmektedir. AhR geninde ise TNF-a grubunda anlamli gériilmezken LPS dozunda
AHR ifadelerinin arttig1 goriilmiistiir. A2-iligkili uyaranlarda ise TGF-B1 2,5 ng/mL
dozunda, PDL-1 seviyelerinde hem kontrol hem de TGF-B1 10 ng/mL dozuna kiyasla
anlaml bir artis goriilmektedir. Al-iligkili genlerde artan TGF-B1 dozlarinda azalan
ifadeler géze ¢arpmaktadir. Ancak A2-iliskili genlerde de benzer azalma goriilmesi
beklenmedik bir gelismedir. AhR-iligkili genler olarak sectigimiz CYP1Al ve
CYP1BI1 seviyelerinde anlamli bir diisiis gortilmekte iken AHR ifadesi degismemistir.
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Tablo 5.1: Boliim 4.3’teki RT-qPCR PCR sonuglarinin 6zetlendigi, genlerin kontrol
grubuna kiyasla ifade degisimlerinin 1s1 haritasi.

Al-iliskili genler A2-iliskili genler AHR-iliskili genler

viM_ | GFAP | sReN | 6 | poit | s | eeins | rkees | s1008 | BDNF [ siocAso] sTAT3 | couwat [ i-to | cveiar [ cveibi [ AHR
TNF-A 10 ng/ml 0,66 073 153 | 1048 | 215 [ 3785 | 045 096 045 044 132 0,70 0,51 0,65 0,70 0,89
AlL-iligkili uyaranar [TNF-A 100 ng/ml_| 0,84 083 167 | 1846 | 094 | 9467 | 039 1,22 0,63 038 | 067 0,94 0,58 0,65 0,63 1,04

LPS 100 ng/m! 0,52 0,46 1,76 819 | 1504 | 1585 | 116 1,37 1,61 1,06 0,68 1,05 0,64 051 0,51 0,59 1,75

2.5kl uyaraniar |11 25 ng/ml_| 049 1,07 0,55 0,30 7,70 1,02 1,19 127 0,50 0,68 1,09 071 0,68 1,22 0,58 054 | 096
TGF-B110ng/ml | 098 038 | 052 039 048 0,58 1,02 043 1,41 0,33 0,63 055 1,18 0,40 0,46 0,63 0,97
FICZ 100 nM 1,08 0,32 0,38 1,30 932 081 041 111 039 0,89 045 0,99 0,82 038 043 3,17 1,17
IHR-liskili Z 1000 nM 0,84 043 1,00 5,06 057 0,29 0,51 0,73 036 0,88 0,69 308 | 075
SR1 1.5 uM 0,82 0,44 1,04 0,70 6,19 0,60 1,17 157 0,36 1,06 0,71 0,36 0,86 0,40 0,67 1,29

T

-ligkill genler ve skill genler ayn

“Stres uyaranlart ile 24 saat uyarilan astrositlerin ve hi¢chbir stres faktorii
tarafindan uyartlmamus (kontrol grubu) hiicrelerin ACTB Ct degerleri RT-qPCR ile
Olctilmiistiir. Ardindan yine RT-gPCR yontemi ile yukarida gosterilen genlerin Ct
degerleri 6lciiliip Excel’e (Microsoft Office) toplanmistir. Ilk olarak kontrol
grubunda yukaridaki genlerin Ctsi, ACTB Ctsinden ¢ikarilarak her bir gen i¢cin ACT
degeri hesaplanmistir. Avdindan stres faktorii uyarilan astrositlerde de ayni islem
tekrarlanmistir. Daha sonra kontrol grubu hiicrelerinin ACT degeri, stres faktorii ile
uyarimuis astrositlerdeki ACT degerinden ¢ikarilarak her bir gen icin AACT degeri
hesaplanmistir. Kontrol grubu i¢in AACT hesaplamast gen Ctlerinden ACT
degerinin ¢ikarilmasiyla elde edilmistir. Sonra yine her bir gen icin 2 44T degeri
hesaplanarak kontrol grubu hiicrelerinin gen ifadelerine kiyasla (=1) stres
faktoriiyle uyarilmis astrositlerin gen ifade degisimleri (FC) bulunmustur. Ardindan
FC degerleri Excel’de (Microsoft Office) tablo haline getirilmis ve Al-iliskili
genlerin farkli wyaranlardaki ifadeleri kendi aralarinda; A2-iliskili genlerin farkl
uyaranlardaki ifadeleri kendi aralarinda; AHR-iliskili genlerin farkli uyaranlardaki
ifadeleri kendi aralarinda, kirmizi tonlari artan, mavi tonlari azalan, beyaz ise =1

kat degisim olacak sekilde 1s1 haritalar: olusturulmugtur.”

Bu sonuglar genel olarak degerlendirildiginde astrosit davranislarinin ¢ok
heterojen oldugu ortaya c¢ikmis, ayrica insan ve hayvan astrosit biyolojisindeki
farkliliklar ve in-vitro ortamda hiicresel iliskilerin olmadig1 diisiiniildiigiinde insan
astrositlerinin stres cevabinin degerlendirilmesinde A1 ve A2 gibi siiflamanin
yetersiz kaldig1 diisiiniilmiistiir. Literatiirdeki A1 ve A2 astrosit fenotipleri agirlikli
olarak hayvan deney sonuglarina dayanmaktadir (9, 56, 57). Bu caligmalarda da
Al/inflamatuvar fenotipe ait belirtecler daha net olarak ortaya konmus olmasina
ragmen noroprotektif A2 fenotipi ile ilgili daha az, bazen celiskili veriler dikkati

cekmektedir (56, 57, 73). Insan astrositleri ile yapilan bu ¢alismamizin sonuglari,



73

literatlirde bildirilen gen ifade analizleri ile astrositlerin net olarak Al veya A2 diye
siiflandirilmasini desteklememistir. Bu sonuglarla uyumlu olacak sekilde literatiirde
de astrositleri basitge A1/A2 fenotiplerine ayirmakla bircok SSS patolojisinde reaktif
astrositler tarafindan ortaya ¢ikarilan c¢ok farkli fenotiplerin gozden kacacagi
tartisilmakta, ancak genel anlamda Al polarizasyonunun ndrotoksisite, A2’nin de

koruyucu yonde oldugu kabul gérmektedir (74).

AhR-iligkili uyaranlar degerlendirildiginde, kontrol grubuna kiyasla azalan A1-
iligkili genler olan GFAP, SRGN, FBLNS5, S100B’deki diisiislin yan1 sira A2-iligkili
genler olan SI00A10 (SR1 uyaraninda anlamli degil) ve IL-10 ifadelerinde de
istatistiksel anlamli bir diislis goriilmiistiir. AhR-iliskili genlerde ise FICZ dozlarinda
anlamli bir sekilde azalan CYP1A1; anlamli bir sekilde artan CYP1B1 ifadeleri
goriilmekte iken SR1 dozunda ise hem CYPlA1 ifadelerinde hem de CYPIBI
ifadesinde hem kontrol hem de FICZ dozlarina kiyasla anlamli bir diislis goze
carpmaktadir. AHR ifadelerinde hem FICZ1000 dozunda FICZ 100 ve SR1 dozlarina
kiyasla diistis goze carpmaktayken FICZ 100 ve SR1 dozlarinda KONTROL grubuna
kiyasla anlamli ifade degisimi goriillmemektedir. AhR, ilk olarak zenobiyotik reseptorii
olarak tanimlanmis olsa da hem endojen hem eksojen kokenli birgok ligand ile aktive
edilebilen bir transkripsiyon faktoriidiir ve viicutta bir¢ok sistemde homeostazin
saglanmasinda diizenleyici role sahiptir. Bu diizenleyici rolleri ve ortamdaki degisen
kosullara bagli olarak AhR ve iligkili molekiiller zaman ve ortama bagli olarak son
derece dinamik diizenleme saglamaktadir. Literatiirde AhR agonist ve antagonist
uyarimlarinin  deneysel kosullara bagli olarak biiyiik degisimler gosterdigi
bildirilmektedir. AhR’nin farkli agonist veya antagonist ligandlar1 ile uyarimi sonucu
sitokrom p450 ailesi (CYP) uyarilarak ilag ve diger molekiilleri metabolize eden
enzimlerin aktivitesi diizenlenir. CYP 1A1, CYP1A2 ve CYPI1BI1 ve diger hedef genler
aktive olur. Asir1 aktivasyonun Onlenmesi i¢in de hizla represér (AHRR) ve ilgili
mekanizmalar devreye girer (75, 76). Bu calismada astrositlerin FICZ ile agonisttik
uyariminin 24 saat sonunda CYP1B1 artisina, antagonist SR-1 ile uyarimi ise CYP1B1
da azalmaya yol a¢gmis olmasi bu deneysel sistemde AhR sinyalizasyonunda
CYPIBI1‘“mnroliine isaret etmektedir (Bkz. Sekil 4.19). 24 saat sonunda AhR ifadesinde
degisiklik gozlenmemesi ise CYP uyarimi sonrasi represor molekiil olan AHRR ’nin

devreye girerek AhR’yi baskiladigini diisindiirmuistiir.
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Bu ¢alismada TNF-a ve LPS uyarimi ile inflamasyonun tetiklendigi goriilmiis,
ancak literatiirde sozii edilen Al-iligkili genlerin bir kisminda beklenen yiikselme
gozlenmemis veya diisiis gOriilmiistii. Bu durumun, uyaranlarin dozlar1 ve/veya
uygulama siireleri ile iliskili olabilecegi, ayrica insan-hayvan, in-vitro, in-vivo farkl
deneysel metodolojiler ile ilgili olabilecegi diisliniilmiistiir. TGF-B1 uygulamalarinda
ise IL-6 ve IL-8’den bagimsiz olarak, 2,5 ng/mL dozda artan PDL-1 ifadesinin 10
ng/mL dozunda hem 2,5 ng/mL hem de kontrol grubuna gore azaldig1 goriilmiistiir.
Diger taraftan artan TGF-B1 dozlar ile birlikte astrosit aktivasyonu (A1) ile arttig
bildirilen GFAP ve SRGN ifadelerinde azalma g6zlenmis, buna karsin A2-iligkili gen
olarak sectigimiz BDNF ve STAT3 seviyelerinde artan TGF-f1 dozlari ile beklenenin
aksine koordineli azalma gbdzlenmis, uygulanan dozlarin ve/veya uygulama siiresinin
bircok kaynakta sozii edilen “A2 astrositlerine” dondiirmekte yetersiz kalmis
olabilecegini diisiindiirmiistlir. Literatlire ek olarak uyguladigimiz AhR antagonisti
SR1 ve AhR agonisti FICZ dozlarindaki degisimlere baktigimizda ortak olarak,
normalde reaktif astrosit belirteci olan GFAP ve S100B ifadelerinde diisiis, IL-6 ve IL-
8’den bagimsiz olarak artan PDL-1 seviyeleri ve tam tersi diisen IL-10 seviyeleri goze
carpmaktadir. Ayrica artan FICZ dozlarinda ifadesi azalan A1 astrosit belirteci FBLNS
seviyelerine ek olarak A2 astrosit belirteci SIO0A 10 ifadelerinin de azalmas1 FICZ ile
uyarilan astrositlerin ne Al ne A2 fenotipine gittigini, astrositleri ara bir faza
yonlendiriyor olabilecegini diislindiirmiigtiir. ~ Diger taraftan literatiirde farkl
hiicrelerle yapilan ¢aligmalarda AhR ‘nin agonistik ve antagonistik ligandlarla
uyarimlarina iliskin veriler, hiicre tipine, hayvan-insan veya farkli hayvan tiirlerine,
uyaran dozuna, uygulama siiresine ve mikrogevre ortamina gore c¢ok biiyiik
degisiklikler gosterdigi bilinmektedir (77). Bu nedenle, insan astrositlerinin AhR
uyarimina cevabinin degerlendirilmesi i¢in ¢ok farkli dozlar ve zamanlama ile tekrarl
deneylerin yapilmasi gerekmektedir. Caligmamizda 24 saat uygulama sonrasi
degerlendirmeler yapilmistir. Cevresel etkenlerin sensor reseptorii olan AhR
uyarimima cevap ¢ok hizli ortaya ¢ikmakta, ilerleyen zamanda kompanse edici
mekanizmalarla regiilasyon saglanmaktadir. Bu nedenle sadece 24. saat verileri ile net

bir degerlendirme yapilamamaktadir.

Bu ¢alismada 24 saat stres uyariminin gen ifadelerine etkileri yaninda kiiltiir

ortaminda yaptigit metabolik degisimler incelenmistir. GC-MS sonuglarinin



75

Metaboanalyst uygulamasi ile analizinde c¢ikan sonuglardan istatistiksel anlamli

degisim gosterenler asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Tablo 5.2: Metabolom sonuglariin 6zetlendigi, dozlarin kontrol grubuna ve birbirine
kiyasla metabolit degisimleri ve 1s1 haritasi (AD = anlaml1 degil).

Al Uyaranlan (ng/mL A2 Uyaranlan (ng/mL) AHR Uyaranlan (SR1-uM ; FICZ nM)
TNF10 | TNF100 |TNF100/10] LPS100 | TGF 2,5 | TGF10 |TGF 10/2,5] SR11,5 | FICZ 100 |FICZ 1000] FICZ1000/100

Ornitin 10,39 11,78 AD AD 4,74 0,49 0,10 3,24 AD AD AD
Feniletilamin 3,14 AD AD AD AD 2,10 AD AD AD AD AD
Fosfat 1,74 1,81 AD AD 1,61 AD AD AD 1,52 AD AD

Fruktoz AD AD AD AD 1,69 1,69 AD AD 1,63 AD 0,54
Sistein AD AD AD AD AD AD AD 1,75 2,10 AD AD
Pipekolik Asit AD AD AD AD AD 2,7 AD AD AD AD AD
Palmitik Asit AD AD AD AD AD AD AD AD 1,62 AD AD

Trans4hidroksi-l-prolini 0,45 0,50 AD AD 0,42 AD 1,64 0,22 0,53 0,35 0,66

Ksantin AD AD AD AD AD AD AD AD AD AD 1,87
2-amino 1 feniletanol| 0,35 0,42 AD AD 0,35 0,32 AD 0,36 0,41 AD AD
Glutamin _ AD 0,31 0,10 0,56 5,76 - 0,13 0,33 AD
Maleik A 0,50 0,47 AD AD 0,63 AD 1,58 0,55 0,63 AD AD
Sitramalik A 0,47 0,50 AD 0,35 0,51 0,61 AD 0,60 0,62 0,59 AD
Lizin 0,34 0,32 AD 0,43 0,33 0,61 1,87 0,31 0,36 0,39 AD
Triptofan AD AD AD 0,52 0,58 AD 0,20 0,60 AD AD
Sitrulin AD AD AD AD 0,49 0,51 AD AD AD AD
Glutamik Asit 0,38 0,42 AD AD 0,41 AD AD 0,52 0,47 AD AD
Alanin AD 0,52 AD 0,61 AD AD AD 0,62 0,66 0,60 AD
Glisin 0,59 0,50 AD AD 0,47 AD AD 0,48 0,42 AD AD
B-Alanin 0,38 0,43 AD 0,54 0,41 AD 1,78 0,40 0,43 0,49 AD
Prolin 0,28 0,42 AD 0,49 0,32 AD 2,17 0,51 0,57 0,60 AD
N-Acetilglisin 0,47 0,57 AD AD 0,56 AD 1,66 AD AD 0,65 AD
Homoserin 0,63 AD AD AD AD AD AD AD AD AD AD
Fenilalanin 0,58 AD AD AD 0,59 AD 1,56 AD AD AD AD
Leusin AD AD AD AD 0,55 AD AD AD AD 0,57 AD
Fumarik Asit AD AD AD AD AD AD AD 0,53 AD AD AD
Treonin AD AD AD AD 0,64 AD AD 0,64 0,60 AD AD
Serin AD AD AD AD AD AD AD 0,43 0,55 AD AD
Sukkinik Asit AD AD AD AD 0,56 AD AD 0,63 0,59 AD AD
Triosin AD AD AD AD AD AD AD AD AD 0,62 AD

“Stres uyaranlari ile 24 saat uyarilan astrositlerin hiicre kiiltiir ortami, hi¢cbir
stres faktorii tarafindan uyariimamus (kontrol grubu) hiicre kiiltiir ortami ve hiicresiz
hiicre kiiltiir ortamimin GC-MS yontemi ile metabolomik analizleri yapilmistir.
Metaboanalyst iizerinden Volkan Plot analizinde FC>1,5; p<0,05 ayarlanmis ve
boylelikle stres faktorii uygulanan hiicrelerin kiiltiir ortamindaki metabolit
degisimlerinin, kontrol grubu hiicrelerin kiiltiir ortamindaki metabolit degisimleri
karsilastirtimis ve anlamli ¢tkan metabolitlerin seviyelerindeki degisimler yukaridaki
sekilde Excel (Microsoft Office) kullamilarak listelenmistir. Ardindan yine Excel
(Microsoft Olffice) iizerinden artan seviyeler kirmizi, azalan seviyeler mavi, anlamli
olmayan degisimler ise beyaz olacak sekilde 1s1 haritast olusturulmustur. Ek olarak
TNF-a 700/10, TGF-B1 10/2,5, FICZ 1000/100 degerlerinde ise iki doz uygulanan

faktorlerin, yiiksek doz uygulanan hiicrelerin kiiltiir ortamindaki metabolit degisimleri
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ile diisiik doz uygulanan hiicrelerin kiiltiir ortamindaki metabolit degisimleri yine
Volkan Plot analizinde karsilastirilarak artan dozlarda metabolitlerin  nasil

degistiginin gozlemlenmesi amaglanmigtir.”

Yukaridaki sekle bakildiginda TNF-a dozlarinda, TGF-B1 2,5 ng/mL dozunda
ve SR1 1,5 uM dozunda kontrol grubuna kiyasla ornitin seviyelerinde dikkati ¢ceken
bir artis goriilmektedir. LPS ve FICZ uygulanmasinda ornitin seviyeleri degismemis;
TGF-B1 10 ng/mL dozunda ise azalma goriilmiistiir. TNF-a, LPS, TGF-B1 2,5 ng/mL
dozu, SR1 ve FICZ maruziyetinin ortak olarak Trans-4-hidroksi-1-prolin, glutamin,
lizin, glisin, B-alanin ve prolin seviyelerinde azalmaya yol actig1 goriilmektedir. Ancak
yukaridaki degisimlerin tam tersi bir degisim TGF-B1 10 ng/mL dozunun TGF-B1 2,5

ng/mL dozuna kiyaslamasinda goriilmektedir.

Stres uyaranlar1 uygulamadan oOnce hiicrelerin  metabolik durumunu
degerlendirmek amaciyla hiicre eklenmemis kiiltiir ortami metabolitleri, kontrol grubu
hiicrelerin kiiltiir ortam1 metabolitleriyle karsilastirilmistir (Bkz. Sekil 4.20). Stres
uyaranina maruz kalmamis kontrol grubu hiicrelerinden ortama alanin, prolin, n-
asetilglisin, lizin, B-alanin, fumarik asit, ksiloz, triptofan ve 2-amino-1-feniletanol
gecisi oldugunu goriilmiistiir. Astrositlerin ndronlara cesitli sekilde destek verdigi daha
once de bahsedilmistir (Bkz. Bolim 2.1.2). Ortama hiicrelerden salinan bu
metabolitlerin enerji metabolizmasinda gorev alan, sinaptik tasimada rolii olan ve
noronal aktiviteye destek veren metabolitler oldugu goriilmektedir. Ancak bu
metabolik aktivitenin, ortamda bir ndron hiicre varliginda ne yonde degisecegi de ek

olarak arastirilmas1 gereken bir noktadir.



77

Polyamines G]utimima
T Glutamate
Putrescine

M
\ | | #=—== Pralinc
| ¥
CPS Ormithine Urez
NH,*, HOOy —— CP—__ N
QcT

Arginaye
Citrulline
‘__._.,___.-Aspa.rtate
NU 455 Crleoamntc
F£C
Argininosuccinate T
Pyruvate
NG Synthase (NOS) ASL Ma]ﬂte
w Fu.muratc
Agmatine «— Arginine
N>
NhihA, ADMA w=—0 Proteins Creat[nc

Sekil 5.1: Ornitin yolag1 (78) (Heinrich Wiesinger, Arginine metabolism and the
synthesis of nitric oxide in the nervous system,2001).

TNF-a dozlarinda ortamin stres uygulanmayan kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, kontrol astrosit grubunda seviyeleri artan metabolit seviyelerinin
gozle goriliir dlglide azaldigr goriilmektedir. Yukaridaki metabolitlere ek olarak
glutamin, glutamat gibi enerji ve néron destek metabolitlerinin seviyesindeki azalma,
24 saat TNF-a ile uyarilan astrositlerde enerji metabolizmasinin ve noronal destek
mekanizmasinda bozulmalar oldugunu disiindiirmektedir. TNF-o ile uyarilan
astrositlerde artan ornitin seviyeleri gdze ¢arpmaktadir. Ornitin metabolizmas1 Sekil
5.I'te  oOzetlenmektedir.  Asir1  ornitin  seviyelerinin, HHH  sendromu
(Hyperornithinemia—hyperammonemia—homocitrullinuria syndrome) olarak bilinen
bir hastalifa sebebiyet vererek astrositlerin mitokondriyel bozukluguna yol agtig1 ve
antioksidan savunma sistemini bozarak hiicreyi oksidatif strese karsi savunmasiz
biraktig1 daha 6nceki ¢alismalarda belirtilmistir (54). Yine yiiksek ornitin seviyeleri ve
yuksek putresin seviyeleri Parkinson hastasi bireylerde bildirilmistir (55, 56). Ek
olarak sekildeki yolag: inceledigimizde yiiksek ornitin seviyeleri ile {ire dongiistiniin
norodejeneratif hastaliklarda bozuldugu belirtilmistir (56, 57).) Bu tez ¢alismasinda

elde edilen veriler Krebs dongiisiiniin bozuldugunun gdstergesi olabilir. Ayrica
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glutamat ve glutamin seviyelerindeki diisiis ornitinin glutamata dontismedigini isaret
ederek enerji metabolizmasindaki bozukluga isaret etmektedir. Bu bulgular astrosit
odakl1 terapotik yaklasimlarda ornitin yolagini olasi bir terapotik hedef olarak

diisiiniilebilecegine dair 6n bulgular sunmaktadir.

TNF-o uyarimmna benzer sekilde yiiksek ornitin seviyeleri ve enerji
metabolitlerinin diisiik seviyeleri TGF-f1 2,5 ng/mL ve SR1 1,5 uM dozunda da
goriilmektedir. LPS 100 ng/mL dozunda ise ornitin seviyeleri kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir degisiklik gostermemis ancak enerji ve noron destek metabolitlerinin

seviyeleri TNF-a grubuyla benzer bir sekilde azalmistir.

TGF-B1 10 ng/mL dozunda ise yukarida bahsedilen gruplardan farkli olarak
ornitin seviyelerinde diiglis goriilmiis, yine enerji ve noronal destek metabolitlerinin
seviyelerinde bir azalma gozlenmistir. TGF-B1 dozlar1 arasinda her ne kadar 1s1
haritasinda fark goriilmese de metabolit seviyelerindeki degisim nedeniyle iki dozu
karsilagtirildiginda, TGF-B1 10 ng/mL doz uygulanan hiicrelerin kiiltlir ortaminda
TGF-B1 2,5 ng/mL doza gore ornitin seviyelerinde belirgin bir azalma goriilmustiir.
Yine enerji ve ndronal destek metabolitleri olarak belirledigimiz glutamin, lizin, -
alanin, prolin, n-asetilglisin, malik asit ve fenilalanin seviyelerinde artis, yiiksek doz
TGF-B1 uygulamasinin, bozulan enerji ve ndronal destek metabolizmasinin
diizeltilmesinde yararli olabilecegini diisiindiirmiis, daha yiiksek dozda ve/veya daha
uzun siire TGF-B1 uygulamasinin astrositlere néron koruyucu 6zellik kazandirdigini

ve bozulan astrositleri onarabilir mi sorusunu akla getirmistir.

Astrositler, ayaksi c¢ikintilarla kan beyin bariyerinin kritik regiilator
elemanlaridir.  Beyine kan yolu ile wulasan zenobiyotik/toksik ajanlarin
detoksifikasyonu/metabolize edilmesinde astrositlerin Onemli rolii olabilecegi
diistintilerek bu calismada astrositlere AhR agonist ve antagonist ligand uyarimlari
yapilmis, on bilgiler elde edilmistir. AhR-iliskili uyaranlar incelendiginde SR1 1,5 uM
dozu daha 6nce de belirtilmis oldugu gibi TNF-a dozlariyla benzer bir degisime yol
acmaktadir. Ancak artan sistein ifadesi astrositin antioksidan savunmasinin
giiclendiginin ve ornitinin zararli etkilerinin smirlandirildiginin - gostergesi
olabilmektedir (79). FICZ 100 nM dozunda ise ornitin seviyeleri artmadan, artan

sistein seviyeleri goriilmektedir ancak enerji ve nodronal destek metabolitlerinin
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seviyeleri kontrol grubuna kiyasla azalmistir. Bu veriler, AhR agonisti ve antagonisti
arasindaki farki aciklamada yetersiz kaldigi i¢cin SR1 1,5 uM dozu uygulanan hiicre
kiltir ortami ile FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicre kiltir ortamlarinin

karsilastirmasi da yapilmis, asagidaki sekilde verilmektedir.
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Sekil 5.2: Metabolom sonuglarina gore SR1 1,5 uM dozu uygulanan hiicre kiiltiir
ortami1 ile FICZ 100 nM dozu uygulanan hiicre kiiltiir ortamlarinin karsilagtirmasi.

Bu sekilde, SR1 1,5 uM dozunda FICZ 100 nM dozuna kiyasla laktik asitte
asir1 yiikselme, palmitoleik asitte ve bazi enerji ve noronal destek metabolitlerinin
seviyelerinde diislis dikkati ¢cekmektedir. Palmitoleik asitin, piroptoz, apoptoz ve
endoplazmik retikulum kaynakli stresi (ER Stres) inhibe ederek ve LPS toksisitesini
engelleyerek hiicreyi koruyucu bir etki yaptigr (80) ancak birgok c¢alismada da
norodejeneratif hastaliklarda ifadesinin arttigi gozlemlenmistir (81). Bu ¢alismada
palmitoleik asit ve baz1 metabolitlerindeki azalma ile birlikte astrositlerden ndrona
gecen en Onemli enerji metaboliti olan laktat seviyelerinde bu denli artis AhR’nin
norodejeneratif hastaliklarda iki uglu kilig gibi davrandigini kanitlar nitelikte
olabilmektedir. Ancak AhR’nin astrositlerdeki ifadesi ve nérodejenerasyondaki gorevi

hakkinda yeterli kanit bulunmamaktadir.

Sonug olarak, astrosit uyarimlarimin molekiiler ve metabolik yanitlarinin
incelendigi bu caligmada farkli uyarimlarin A1/A2 smiflamasi disinda heterojen

astrosit profilleri ortaya ¢ikardigi gosterilmistir. A1/A2 fenotipindeki astrositlerle
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ilgili yapilan ¢aligmalardaki artisla dogru orantili olarak degisen profilleri, heniiz
A1/A2 astrositleriyle ilgili kesin degerlendirme yapmay1 zorlastirmaktadir. Ornegin
beynin farkli bélgelerinden alinan astrositlerde A1 ve A2 fenotipine 6zgii belirteclerin
ifadelerinin de farkli oldugu goriilmistiir (73). Ayrica yapilan hayvan deneylerinde
artan yagla birlikte birgok A1 ve A2 fenotipine 6zgii belirteglerin ifadesinin degistigi
gozlemlenmistir (73). Bu durumda incelenen astrositlerin bulunduklar1 beyin bolgesi
ve denegin yasinin tiim calismalarda aymi olmadigi siirece astrositleri bu sekilde
siniflandirmanin ~ norodejenerasyonda  astrositlerin  rolliniin  anlasilmasinm
kisitlandirdigini diisiinmekteyiz. Insan beyninin karmasik yapisi, merkezi sinir sistemi
ve ndron mikrogevre elemanlarinin ve aralarindaki iliskinin kesin bir sekilde taklit
edilememesi, insan ve hayvan beyni arasinda farkliliklarin bulunmasi, astrositlerin
beynin farkli bolgelerinde farkli belirteglerinin bulunmasi ve artan yasla birlikte bu
belirteglerin degismesi insanda nérodejenerasyon sirasinda astrositlerin roliiniin tam
olarak anlasilamamasina veya yapilan ¢aligmalarda farkliliklar goriilmesine sebebiyet
vermektedir. Bu dogrultuda bu c¢alismamizda astrositleri Al ve A2 gibi
simiflandirmaktan ~ ziyade  TNF-a, LPS, TGF-f1, FICZ, SRI ile
uyarilmig/kosullandirilmis astrositler olarak nitelendirmenin daha dogru oldugunu

diistinmekteyiz.

Ozetle, astrositlerin farkli stres faktdrlerine maruz birakildigi bu calismada
astrositlerde fenotipik/morfolojik, molekiiler ve metabolik 6nemli degisimler oldugu
gosterilmistir. Elde edilen veriler norodejenerasyonda astrositlerin rolii/islevi ve stres
altindaki fenotipleri hakkinda bilgi vererek, ¢evresel toksinlere ve stres faktorlerine
kars1 hiicresel yanitlar1 dilizenleyen AhR sinyalizasyonunun astrosit ve
norodejenerasyonla iliskisi konusunda ileride yapilacak arastirmalara 1s1k tutarak yeni

terapotik yaklagimlarin gelistirilmesine katki sunacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

In-vitro kiiltiir ortaminda 24 saat boyunca farkli stres uyaranlarina maruz
birakilan insan astrositlerinde molekiiler degisimler yaninda kiiltiir ortaminin

metabolit profilinde de istatistiksel anlaml1 degisiklikler saptanmistir.

RT-gPCR sonuglar1 degerlendirildiginde, TNF-a ve LPS uyarimi ile
inflamasyonun tetiklendigi goriilmiis, ancak literatiirde soézii edilen A1-iliskili genlerin
bir kisminda beklenen yiikselme goriilmemistir. Diger taraftan A2 uyarimi amaciyla
kullanilan TGF-B1 uygulamalarinda beklenildigi gibi Al fenotipe 6zgii genlerin
ifadelerinde azalma goriilse de ayn1 anda A2 fenotipe 6zgii genlerin ifadelerinde de
azalma goriilmiis, bu durumun, uyaranlarin dozlar1 ve/veya uygulama stirelerindeki
farkliliklardan kaynaklanabilecegi, ayrica, in-vitro, in-vivo farkli deneysel
metodolojiler, insan veya hayvan hiicreleri kullanimi ile ilgili olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Ileride yapilan ¢aligmalarda bu sebeplerin gdz Oniinde
bulundurulmasi, néron-astrosit kokiiltiirlerinde astrositlerin stres faktorleri tarafindan
uyarilmasinin noronlardaki degisimle birlikte incelenmesi ve insan beynini daha iyi
taklit edebilecek sistemlerde yine ayni sistemin kurulmasi, norodejeneratif
hastaliklarda astrositlerin rolii hakkinda daha detayli bilgi vererek yeni terapdtik

yaklagimlara 151k tutabilecektir.

Yine RT-gPCR sonuglarindan yola ¢ikarak AhR ligandlar1 FICZ/SR1
uygulanan gruplarda hem A1 hem de A2 fenotiplerine 6zgii belirteclerde degisimler
saptanmis, tipik olarak bir smifa dahil edilemeyip AhR agonisttik uyarim ile
astrositlerin ara bir faza yonlenmis olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu 6n bulgular, AhR
sinyalizasyonunun ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilecegini
ancak bu rol hakkinda literatiirde ¢ok fazla bilinmeyen oldugunu diisiindiirmiistir.
Astrositlerde AhR sinyalizasyonunun anlagilmas1 ve eksojen, endojen ligandlarin
etkilerinin ortaya ¢ikarilmasiyla ndérodejeneratif hastaliklarin tedavisine yonelik yeni

yaklagimlar gelistirilebilecektir.

Metabolom sonuglarina gére TNF-o/LPS/SR1/ TGF-B1 2,5 ng/mL dozlarinda
yuksek ornitin seviyeleri goze ¢arpmaktadir. Literatiir arastirmasi sonucunda
norodejenerasyonda ve norodejenerasyona sebebiyet verecek bazi bozukluklarda

yiiksek ornitin seviyeleri bildirilmistir. Ornitinin astrositlerde bir¢cok yolakta rol almas1
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astrosit metabolizmasinda anahtar diizenleyici konumunda olabilecegi ve rolii

hakkinda daha fazla arastirmalar yapilmasi gerektigini diistindiirmektedir.

Yine metabolom sonuglarinda tiim stres uyarimlarinda enerji metabolizmasinin
bozulmasi, astrosit enerji metabolizmasinin hassas oldugunu ve herhangi bir stres
durumunda bozulmaya elverisli oldugunu disiindiirmektedir. Norodejeneratif
hastaliklarda ndronlarin enerji metabolizmasinin bozulmasinin astrosit kaynakli da
olabilecegi ve/veya astrositlerin bu durumu kotiilestirebilecegi diistiniilmektedir. Bu
calisma sonuglar1 da destekleyici yondedir. Ancak yliksek doz TGF-f1 (10 ng/mL) ile
diisiik doz TGF-B1 (2,5 ng/mL) karsilastirildiginda enerji metabolitleri seviyelerinin
yiiksek dozda daha fazla olmasi, yiikksek doz TGF-Bl1 uygulamasinin enerji
metabolizmasin1 daha az bozdugunu ve/veya bozulan enerji metabolizmasinin
onarilmasinda rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Konu ile ilgili ndrotoksik ve
noroprotektif fenotipteki astrositlere ¢esitli dozlarda TGF-B1 uygulanmasi ve enerji
metabolitlerinin  analiz  edilmesi, astrosit enerji metabolizmasinda ve

norodejenerasyonda TGF-f1’in rolii hakkinda daha fazla bilgi verebilir.

RT-gPCR sonuglarina gore astrositleri ara bir faza ydnlendirdigini
diistindiigiimiiz FICZ/SR1 uyaranlar1 ile metabolom sonuglarinda da ¢ift yonli etki
elde edilmistir. TNF-a uyarimi benzeri metabolit profili gdsteren SR1 maruziyetinde
TNF-a 10 ng/ml dozundan farkli olarak bazi enerji ve néron destek metabolitlerinin
seviyesinde azalma oldugu bazilarinin ise arttigi goriilmistiir. Yine FICZ dozlarinda
da baz1 yararli metabolit seviyelerinin diisiik; bazi yararli metabolit seviyelerinin
yiiksek olmast RT-qPCR verileri ile uyumludur ve AhR mekanizmasinin astrositleri

hem yararli hem zararl bir sekilde etkileyebilecegini diisiindiirmiistir.

Ek olarak literatiirde A1/A2 fenotipine 0zgli gen ifadelerinin stirekli
giincellendigi tartisma kisminda belirtilmistir. Bu dogrultuda ileride yapilacak
caligmalarda elde edilen veriler, literatiirle uyumsuz olsa dahi yeni bakis acisi
getirebilecek ve belirtilen fenotiplerin siirlarinin ¢izilmesine yardimci olabilecek

caligmalar olacaktur.

Norodejenerasyon sirasinda ilk bozulan mikrogevre elemaninin hangisi oldugu
konusunda ise tartigsmalar devam etmektedir. Mikroglia-astrosit interaksiyonunun

noronal fonksiyonlarda kritik rolii bilinmektedir. In-vitro ortamda sadece astrositler
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lizerinde stres uyaranlarinin etkisinin denendigi bu ¢alismada bile 6nemli molekiiler,

metabolik degisimlerin saptanmis olmasi astrositlerin kritik roliine isaret etmektedir.
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