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OZET

Giizel, F. (2015). Kuprizon ile Olusturulan MS Modelinde, AMPA Antagonisti
Perampanelin Etkilerinin Array Tabanli Gen Ekspresyonu ile Tayini. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Amag: Bu calismada, kuprizon ile olusturulan MS modelinde, spesifik AMPA reseptor
antagonisti olan perampanelin remiyelinizasyon siirecine etkilerinin genetik agidan
aydinlatilmas1 amaglandi.

Materyal ve Metot: Calismamizda 40 adet 8-10 haftalik C57BL/6 tiirii erkek fare
kullanildi. Kuprizon diyeti uygulanarak immiin sistem etkisinden bagimsiz Multipl
Skleroz modeli olusturuldu. Saglikli ve kuprizon diyeti uygulanan farelere 5. Haftanin
sonunda 1,8 mg/kg dozda i.p. perampanel enjekte edildi. 2 haftalik remiyelinizasyon
slireci sonunda tiim hayvanlar sakrifiye edildi. Total beyinden korpus kallosum bolgesi
¢ikarilarak tim genom gen ekspresyonu ve histolojik deneyler i¢in ayrildi. Tim genom
gen ekspresyon ¢alismalart mikrodizin tabanl sistemde gergeklestirildi.

Bulgular: Viicut agirliklart kuprizon gruplarinda anlamli derecede azaldi. Perampanel
uygulanan hayvanlarin viicut agirliklarinda degisim saptanmadi. Kuprizonla daha 6nce
yapilan c¢aligmalarda MBP, PLP ve MOG genlerindeki kuprizona bagli goriilen
ekspresyon diisiisii, calismamizda mikrodizin platformunda dogrulandi. Calisma
sonucunda 7 farkli karsilastirma gruplar1 olusturuldu ve gruplar arasi ekspresyon
farkliligt olan genler saptandi. Histolojik bulgular gen ekspresyon sonuglar ile
paralellik gosterdi. Mikrodizin analizleri sonucu PIKE proteinin perampanel uygulamasi
ile artmasi remiyelinizasyonu arttiran bir etki olarak degerlendirildi. Histolojik
degerlendirmede de perampanelin, remiyelinizasyonu arttirict  etkisi  gorildii.
Perampanel, normal diyetle beslenen hayvanlarda 35 genin ekspresyon seviyesini
degistirerek beklenmeyen bir etki gosterdi.

Sonu¢: Arastirmamizin  sonuglart perampanelinin - kuprizon ile olusturulmus
demiyelinizasyon modelinde remiyelinizasyonu etkiledigini gosterdi. Farklilik olusturan
genler incelendiginde, perampanelin, kuprizonun zararli etkilerine karsi koruyucu
oldugu, saglikli hayvanlarda ise zararli olabilecek etkiler yarattig1 saptandi.

Anahtar Kelimeler: MS, Kuprizon, Mikrodizin, Ekspresyon, Perampanel

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 30435
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ABSTRACT

Giizel, F. (2015). Analysis of the AMPA antagonist perampanel affects by array-based
gene expression in the model of cuprizone-induced multiple sclerosis. Istanbul
University, Health Sciences Institute, Medical Pharmacology Dept. Master Thesis.
Istanbul.

Aim: The aim of this study was to evaluate the effect of perampanel, a specific AMPA
receptor antagonist on remyelination process with respect to genetics on cuprizone
induced MS model.

Material and Method: In the following study, 40 male C57BL/6 mice of 8-10 weeks

were used. Independent of immune system Multiple Sclerosis model was created by
cuprizone diet. At the end of 5™ week, healthy and cuprizone diet treated mice were
injected 1.8 mg/kg perampanel intraperitoneally. All animals were sacrificed at the end
of the 2 weeks remyelination period. Corpus callosum was separated from total brain
for whole genome gene expression and histological studies. Whole genome gene
expression studies were performed in microarray-based system.

Results: Body weight was significantly reduced in cuprizone diet groups. Perampanel
treated animals showed non-significant change in body weight. In our study expression
of MBP, PLP and MOG genes were down regulated in cuprizone diet group performed
on microarray platform. At the end the experiment 7 different comparison groups were
prepared and different genes expression were observed between the groups. Histologic
findings were in accordance with gene expression. Microarray analysis showed that
perampanel application increased remyelination and the PIKE protein. Histological
evaluation also confirmed the perampanel induced remyelination. Perampanel showed
unexpected results by altering the 35 genes expression of animals fed on normal diet.

Conclusion: Our experiment indicated that perampanel affected the remyelination on
cuprizone induced demyelination model. Whereas examining the differentially
expressed genes, perampanel is found to be harmful in healthy animals while protective
against the deleterious effects of cuprizone.

Keywords: MS, Cuprizone, Microarray, Expression, Perampanel

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 30435



1. GIRIS VE AMAC

Multiple Skleroz, santral sinir sisteminde yaygin goriilen demiyelizan bir
hastaliktir. Genetik ve g¢evresel faktorler, hastaligin ortaya ¢ikmasinda birlikte neden
olurlar (Hafler 2004).

Hastalik mekanizmasini anlayabilmek i¢in yapilan ¢alismalar hayvan modelleri
ve hiicre hatlar1 {izerine yogunlasmistir. Olusturulan modellerden kuprizon modeli,
demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon siireglerini iyi tespit edip ayirabilmeyi ve immiin
sistem dislandig1 i¢in daha sade ve yorumlanabilir veri elde edebilme agilarindan tercih
edilen bir modeldir (Skripuletz, Gudi et al. 2011). Bu ¢alismada farmakolojik bir ajanin,
demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon siireglerini iizerine etkisini aragtirmak
amagclandigi i¢in kuprizon yontemi segildi.

Calismamizda daha Once noroprotektif etkisi goriilmilis olan perampanelin
remiyelinizasyona nasil katki sagladigi ve tiim genlerin ekspresyonunu nasil degistirdigi
incelenmistir. MS calismalarinda daha 6nce denenmemis olan ve noéroprotektif etkisi
gosterilmis, Glutamat reseptor antagonistlerinden perampanel segilmistir (Szenasi, Vegh
et al. 2008). Bu ilacin demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon siireglerine etkisi
incelenmis olup, olasi yarar veya zararlari ortaya konmaya calisilmistir. Beyin kesitleri
ile yapilan histoloji ¢caligmalari ile bu bulgular desteklenmeye ¢alisilmistir.

Epilepsi tedavisinde kullanilan perampanel (Fycompa, Eisai Co iyonotropik
glutamat reseptorelerinin ana alt grubu reseptorlerinden AMPA (alfa-amino-3-hidroksi-
5-metil-4-isoxazolepropiyonik asit) reseptorlerinin segici ve yarismasiz antagonistidir
(Rogawski 2011; Rogawski and Hanada 2013). Glutamat beyinde yiiksek
konsantrasyonda bulunan ve merkezi sinir siteminin en hizli uyarici transmitteri olarak
kabul edilen bir aminoasittir (Bleich, Romer et al. 2003). Yiiksek konsantrasyonda
glutamat sinir hiicrelerin dliimiine neden olur. Noronal 6liim, NMDA, AMPA ve kainat
reseptOrlerinin asir1 uyarilmasi noron igine asir1 Ca2+ girisi ile tetiklenir. Glutamat
norotoksisitesinin beyinde iskemi veya hipoglisemi sonrasi olusan hasarin nedeni
oldugu distiniilmektedir (Herrling 1992). Noral kok hiicrelerden olusan ve miyelin
olusturan oligodendrosit hiicrelerinin 6nciil hiicrelerine farklilagsabilen NG2 hiicrelerinin
cogalmasinda ve farklilasmasinda, iizerinde bulundurdugu glutamat reseptorlerinin
etkili olabilecegi diislinlilmektedir. NG2 hiicreleri GABA A reseptorii ve glutamat

reseptorlerinden AMPA alttipini ekspres eder. Bu reseptorler aksonlar miyelinlenmeden



once noronlarla yakin iliski kurar. Sinaptik NG2 hiicreleri nérondan salinan glutamat ve
GABA’ya yanit verir (Trotter, Karram et al. 2010). Noral hiicrelerin yenilenmesini
arttirmak i¢in yapilan calismalarda GABA A reseptorleri {izerine yogunlasilmistir.
Fakat NG2 hiicreleri tizerinde bulunan bir diger reseptér olan AMPA reseptorlerinin
koruyucu veya iyilesmeyi arttirici etkisi diisliniilmemistir. Calismamizda literatiirde
eksik olan ve remiyelinizasyon i¢in dnemli oldugu diisiiniilen NG2 hiicrelerinin AMPA
reseptoriinii bloke etmesiyle iyilesmenin hizlanmasini saglamak amaglandi. Calisma
sonunda demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon fazlarinin farkinin histolojik ve genetik
olarak ortaya konmasi beklenmektedir. Gruplar arasinda olasi farkliliklarin nedenleri ve
bu farkliliklarin fenotipte beklenen etkileri sorgulanacak ve deneyde kullanilan degisken

hakkinda yorum yapilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Multipl Skleroz’un Tanim ve Tarihi

Multipl Skleroz (MS), santral sinir sisteminde goriilen, beyaz cevherin
demiyelizan ve inflamatuar bir hastaligidir. Mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
demiyelinizasyon ve skarlasma (gliosis) gibi patojenik semptomlarla karakterizedir.
Epizodik veya ilerleyici olabilir (Hafler 2004). Bir¢ok vakada, yillarca siiren alevlenme
ve iyilesmelerle karakterize ve santral sinir sisteminin farkli kistmlarini tutan nérolojik
anomalilere sahiptir. Hastaligin nedeni ve patogenezi tam olarak anlasilamamuistir.
Hastalik ile ilgili en 6nemli bulgu, miyelin kilif ve/veya oligodrioglial hiicrelere T hiicre
aracili bir hasar olmasidir. Bu nedenle otoimmiin bir hastalik oldugu sdylenmektedir.
Miyelin, merkezi ve periferik sinir sistemindeki genis aksonlar1 saran yalitkan kiliftir.
Akson potansiyelinin iletimi i¢in gereklidir (Patel and Klein 2011). Gegerli olan goriis,
kalitsal ve cevresel etmenlerin otoimmiinitenin olugmasina birlikte katki sagladigi

yoniindedir (Robbins, Kumar et al. 2010).
2.2. Multipl Skleroz’un Epidemiyolojisi

Erken ve orta erigkinik doneminde ortaya ¢ikar ve prevalansi 35 yasina kadar
artar, sonra azalir. Kadinlarda erkeklere gore iki kat daha fazla goriiliir (Goodman
2011).

MS en yaygin demiyelizan bir hastaliktir. Avrupali milletler ve 1liman iklimlerde
ekvatoryal iklime goére daha sik goriiliir. Yiiksek riskli bolgelerden diistik riskli
bolgelere veya tersine goclerde, 15 yasindan kiigiik olanlarda dogdugu yerin riski, 15
yasindan biiylik olanlarda yeni vatanin riski s6z konusudur. Bu durum MS gelisiminde
hayatin erken evrelerinde cevresel etkilere maruz kalmanin 6nemli oldugunu gosterir

(Robbins, Kumar et al. 2010).

Genellikle 15 ve 50 yas arasinda ortaya c¢ikan MS, 1liman iklimde yasayan
Avrupa kokenli bireylerde % 0,2 oraninda goriiliir.(Murray 2009) MS ¢ok yaygin bir
norolojik hastaliktir ve sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 350.000-
400.000 birey MS tanis1 almistir (Drew, Xu et al. 2008).



Sekil 1.1. Populasyonun her 100.000’inde MS prevalansi
(http://www.medicinenet.com/multiple_sclerosis_pictures_slideshow/article.htm
01.05.2011)

2.3. Multiple Skleroz’un Molekiiler Mekanizmasi

MS, merkezi sinir sisteminde bulunan miyelinli sinir hiicrelerinin, kan beyin bariyerini
gecen CD4+ T hiicreleri ile zarar gormesi sonucu olusan otoimmiin bir hastaliktir.
(Sospedra and Martin 2005) Periferde aktive olan T hiicreleri kan beyin bariyerini
gectikten sonra ¢ogaldigi, salgiladig: sitokinler ile makrofaj, mikroglia, B hiicreleri ve
astrositleri aktive ettigi gosterilmistir (Goverman 2009). Genetik mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle beraber, yapilan ailesel ¢alismalarda insan l6kosit antijenlerini
kodlayan HLA genlerinin iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger otoimmiin
hastaliklarda da HLA-DR ve HLA-DQ genleri ile ilgili 6nemli bulgular saptanmistir
(Sospedra and Martin 2005).

2.4. Multipl Skleroz’un Semptom, Teshis ve Tedavisi

MS ilk evrelerinde gizli veya akut ilerleyebilir. Goriilen plaklarin dagilimlari
farkli oldugu icin klinik bulgular1 da degiskenlik gosterebilir. En genel bulgulari;
gormede bulaniklagma, ¢ift gorme gibi gérme bozukluklar1 ve duyu kayiplaridir. Bunun
yaninda, konugsma ve yiirime anomalileri, spastisite ve karamsar ruh hali yaygin

gobzlenir (Robbins, Kumar et al. 2010).



Serebrospinal sivinin incelenmesinde az sayida lenfosit ve artmis protein
seviyesi izlenir. MS’li hastalarda gamma globulin artmistir ve serebrospinal sivi
elektroforez ile incelendiginde immunglobulinlerin farkli bantlar1 goriiliir. Bu yonteme
oligoklonal bant elektroforezi denir ve MS tanisinda yardimcidir. Bu antikorlarin
demiyelinizasyonda primer rol oynamadiklar1 ve miyelin hasarina cevap olarak ortaya
ciktigr disiiniilmektedir. Radyografik ve oOzellikle manyetik rezonans goriintiileme

yontemi ile beraber tan1 i¢in kullanilir (Robbins, Kumar et al. 2010).

MS’de demiyelinizasyonu kisitlayan tedaviler mevcutken, remiyelinizasyona
katkida bulunan tedaviler mevcut degildir. Molekiiler mekanizmalar {izerine olan
caligmalar, remiyelinizasyonu arttirarak MS’de fonksiyonel bozukluklar1 azaltmak
tizerinedir (Patel and Klein 2011).

2.5. Hayvan modelleri

MS olusum mekanizmasini ve tedavi siireglerini incelemek igin farkli hayvan

modelleri olusturulmustur.
2.5.1. Deneysel Otoimmiin Ensafalomiyelit (EAE modeli)

Multiple Skleroz’un deneysel ¢aligmalarinda en sik kullanilan modeldir. Temel
olarak beyinde inflamasyona bagli demiyelinizasyon olusturur (Constantinescu, Farooqi
et al. 2011). Miyelin iliskili antijen veya peptitler kemirgenlere enjekte edilir. CD4+ T
hiicreleri antijenler ile aktive olur. Kan beyin bariyerinin hasara ugratilmasi sonucu kan
beyin bariyerini gegen CD4+ T hiicreleri merkezi sinir sisteminde demiyelinizasyona

neden olur (Mix, Meyer-Rienecker et al. 2008).
2.5.2. Theiler’s Fare Ensefalomiyelit Viriis Modeli (TMEYV)

Bu modelde TMEV viriisii ile enfekte edilmis hiicrelerde demiyelinizasyon
goriiliir. Intrakranial olarak uygulanan bu viriis ile farelerde erken akut veya geg

demiyelizan fazlar olugur (Oleszak, Chang et al. 2004).
2.5.3. Kuprizon Modeli

Kuprizonun kemirgenler iizerindeki norotoksik etkisi, 1966 yilinda Carlton
tarafindan gosterilmistir. 1998 yilinda Matsushima ve ekibi tarafindan kuprizonun
beyaz cevher ve serebrum iizerine etkiler tanimlanmistir. Demiyelinizasyon

skorlamasinin en kolay yapilmasindan ve genis demiyelize bdlgeler olusmasindan



dolayr korpus kallosum bolgesine odaklanilmistir. Remiyelinizasyonu anlamak ve
noroprotektif stratejiler belirlemek igin siklikla kullanilan bir modeldir (Skripuletz,
Gudi et al. 2011).

Kuprizon, MS c¢alismalarinda kullanilan deneysel modellerden biridir. Oldukca
toksik bir bakir selatorii bir ajandir. Santral sinir sisteminde oligodendrosit apoptozisine
yol acarak demiyelinizasyona neden olur. Demiyelize bolgeler en iyi korpus kallosumda
goriliir. Kuprizon, farelerin yemlerine karistirilarak kullanilir ve yaklasik 5 haftada
beyinde yerel demiyelize bolgeler olusturur. Diyetten ¢ikarildigt  zaman
remiyelinizasyon baslar (Hiremath, Saito et al. 1998).

Kuprizon temel olarak oligodendrosit Oliimiinii indiikkler ve heniiz net
tanimlanamamakla beraber demiyelinizasyona neden olur. Kuprizon bakir selasyonu
yaparak serum ve beyinde bakir yoksunluguna yol acar fakat yliksek miktarda (100
ppn’ye kadar) bakir destegi verilmesi toksik etkiyi azaltmaz. Bu durum kuprizonun
temel mekanizmasinin bakir yoksunlugu olmadigimi gosterir (Skripuletz, Gudi et al.
2011).

2.6. Perampanel ve Glutamat Reseptorleri

Perampanel (Fycompa, Eisai Co.), epilepsi tedavisinde kullanilan, iyonotropik
glutamat reseptorelerinin ana alt grubu reseptorlerinden AMPA (alfa-amino-3-hidroksi-
5-metil-4-isoxazolepropiyonik asit) reseptorlerinin segici ve yarismasiz antagonistidir
(Rogawski 2011; Rogawski and Hanada 2013).

Glutamat beyinde yiiksek konsantrasyonda bulunan ve SSS’nin en hizli eksitator
transmitteri olarak kabul edilen bir aminoasittir (Bleich, Romer et al. 2003). Glutamat
reseptdrleri, iyonotrop ve metabotrop olmak iizere ikiye ayrilir. Iyonotropik reseptorler
NMDA, AMPA ve kainat reseptorlerinden olusur. AMPA ve kainat reseptorleri beyin
ve omurilikte glutamerjik sinapsta hizli depolarizasyona aracilik eder (Nestler 2001).
Yiiksek konsantrasyonlarda glutamat ndronal hiicrelerin 6liimiine neden olur. Noronal
oliim, NMDA, AMPA ve kainat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi noron igine asir1 Ca®*
girisi ile tetiklenir. Glutamat ndrotoksisitesinin beyinde iskemi veya hipoglisemi sonrasi
olusan hasarin nedeni oldugu disiiniilmektedir (Herrling 1992). Ayrica AMPA
reseptOrii antagonisti ile yapilan calismalarda AMPA blokajinin noroprotektif etkisi
gosterilmistir (Szenasi, Vegh et al. 2008). Noral kok hiicrelerden olusan ve miyelin

olusturan oligodendrosit hiicrelerinin onciil hiicrelerine farklilagabilen NG2 hiicrelerinin



cogalmasinda ve farklilagmasinda, iizerinde bulundurdugu glutamat reseptorlerinin
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. NG2 proteoglikan, memeli sinir sistemi i¢inde ve
disindaki hiicrelerde ekspres edilebilen tip-1 transmembran proteinidir. NG2 hiicreleri,
gri cevher ve ak cevherde bulunur, oligodendrositlerin dnciil hiicreleri oldugu varsayilir.
Transgenik fare c¢alismalarinda, (in vivo), NG2 hiicrelerinden oligodendrosit,
protoplazmik astrosit ve bazi durumlarda noronlarin meydana geldigi gosterilmistir.
NG?2 hiicreleri GABA A reseptorii ve glutamat reseptorlerinden AMPA alttipini ekspres
eder. Bu reseptorler aksonlar miyelinlenmeden 6nce nodronlarla yakin iliski kurar.
Sinaptik NG2 hiicreleri ndrondan salinan glutamat ve GABA’ya yanit verir. Bu noron-
glia etkilesimi NG2 hiicrelerinin c¢ogalip farklilasma mekanizmalarin1 diizenliyor
olabilir. Noronal haberlesmede modiilatér olan NG2 hiicrelerinin kékeni, heterojenitesi

ve fonksiyonu tamamen ¢6ziilmemis olan problemlerdir (Trotter, Karram et al. 2010).
2.7. Gen Ekspresyon Mikrodizini

Mikrodizin platformunda mRNA diizeyinde ekspresyon seviyesi Ol¢mek,
demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon siireglerinde bir¢ok genin ekspresyon seviyesinin
zamanla nasil degistigini gormek acisindan Onemlidir. Gozlenen bir¢ok genin
ekspresyon seviyesinin degismesi kuprizonun patofizyolojik etkisiyle direkt ilgilidir. Bu
durum, demiyelinizasyonun iyilesme siirecini izlememize izin verir (Jurevics, Largent et
al. 2002).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlan

Calismada 40 adet 8-10 haftalik C57BL/6 tiirii erkek fareler kullanildi. 18 adet
fare histolojik degerlendirmede, kalan 22 tanesine tiim genom ekspresyon
profillemesinde kullanildi. Calismalar igin Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan gerekli izin alind1 ve belirtilen ¢alismalar aynen gergeklestirildi.
Dokular ¢ikarilana kadar yapilan calismalar Capa Deneysel Tip Arastirmalar1 Enstitiisii
(DETAE) hayvan laboratuvarinda gerceklestirildi. Fareler haftalik olarak tartildi ve not
edildi.

3.2. Kuprizon ve Perampanel Uygulamasi

Yemlere 5 hafta siireyle % 0,25 oraninda kuprizon eklendi ve besin kisitlamasi
yapilmadi. Tiim hayvanlar 1 hafta yeni ortama alistirildi. Deney hayvanlari toz yemle
beslendi. Perampanel, 5 haftalik kuprizon uygulamasindan sonra 2 hafta siiresince 1,8
mg/kg olacak sekilde intraperitoneal yoldan uygulandi. Kafesler uygulama yontemine

gore etiketlenip ayrildi. Deney gruplari ve hayvan sayilar1 Tablo 3.1.”de belirtilmistir.



Tablo 3.1. Deney gruplar1 ve hayvan sayilari

Gruplar Kisa Grup Hayvan Kuprizon flag Serum
Adi Sayist Uygulamasi Uygulamasi Fizyolojik

Kuprizon CPz 4 5 hafta

Kuprizon + Perampanel CPZ+Pera 10 5 hafta 2 hafta

Kuprizon + Serum CPZ+Serum 8 5 hafta - 2 hafta

Normal Yem + Serum N+Serum 8 - - 2 hafta

Normal Yem + N+Pera 10 - 2 hafta

Perampanel

Planlanan siireyi dolduran hayvanlar servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye
edildi. Histolojik degerlendirme i¢in kullanilacak hayvanlar eter ile uyutulduktan sonra
servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Beyinde bulunan korpus kallosum, histolojik
degerlendirme ve mikrodizin tabanli gen ekspresyon analizleri igin ayrildi. Histolojik
degerlendirme i¢in kullanilanlar %10’luk nétral formaldehit igerisinde, ekspresyon
analizine tabii tutulacaklar RNA saklama sivisina (RNA later) konularak muhafaza
edildi.

3.2. RNA izolasyonu ve ¢ RNA Déniisiimii

Total beyin ¢ikarildiktan sonra, korpus kallosum boélgesi bistiiri yardimiyla ¢ikarilip
homojenizasyon islemine tabii tutuldu. Yaklagik 20mg’lik dokudan, Roche Yiiksek
Saflikta RNA Doku Kiti (Roche High Pure RNA Tissue Kit, Roche Applied Science)
ile total RNA izole edildi. Homojenizasyon i¢in 20 igne numarali enjektor kullanildi.
Konsantrasyon ve saflik tayini, spektrofotometrik olarak NanoDrop (Nano Drop 2000c,
Thermo scientific, Waltham-USA) cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

MouseRef-8 v2.0 Ekspresyon Boncuk Cip Kiti’nde (MouseRef-8 v2.0 Expression
BeadChip Kits, Illumina,CA) her bir gene 6zgii 50 bazlik problar kullanilir. Kullanilan

boncuk ¢ipi tizerinde, kodlanmis ve {lizerine saflagtirilmis edilmis cRNA’larin hibridize
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olabilecegi sekilde tasarlanmig boncuklar bulunmaktadir. Total mRNA orneklerinden
saflagtirilmis edilmis cRNA 6rnekleri, boncuk ¢ipi yiizeyindeki boncuklara direkt olarak
hibridize edilir. Bir boncuk ¢ipi iizerinde 8 6rnek c¢alismak i¢in ayr1 kanallar yer
almaktadir. Her bir kanal tiim genom boyu dagilmis 19.100 farkli gene ait 25.600 farkl
boncuk tipi igerir. Bu boncuk ¢ipi kitin tiim igerigi ‘National Center for Biotechnology
Information Reference Sequence (NCBI RefSeq) , Mouse Exonic Evidence Based
Oligonucliotide (MEEBO) , RIKEN FANTOM?2’ veri bankalar1 referans alinarak

olusturulmustur.
3.2.1. Ornegin Isaretlenmesi

Bu uygulamada ticari kit olarak TargetAmp™-Nano Isaretleme Kiti
(TargetAmp™- Nano Labeling Kit for Illumina® Expression BeadChip®) kullanildi.
Kit, 50-500 ng arasinda izole edilmis total mRNA ile calisir. Izole edilmis mRNA’dan
kalip iplik cDNA sentezi gerceklestirir. Islem basamaklar;

o Birinci iplik cDNA sentezi
o Ikinci iplik cDNA sentezi
o Biotin-aRNA’nin in vitro transkripsiyonu
o Biotin-cCRNA saflastirmasi
3.3. Mikrodizin Caliymasi

Bu islemler sonunda 20 ul cRNA sentezlendi. cRNA konsantrasyonu oOl¢iimii,
spektrofotometrik olarak NanoDrop (Nano Drop 2000c, Thermo scientific, Waltham-
USA) cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Mikrodizin ¢ipleri i¢in gerekli total CRNA
konsantrasyonu 750 ng’dir. Bir boncuk ¢ipi yiizeyinde aynm1 anda 8 Ornek

calisiilmaktadir.

+4 °C’ de saklanan Mikrodizin boncuk ¢ipleri, uygulama yapmadan 10 dakika
once oda sicakligia getirildi. 10ul cRNA 6rnegi igerisine 20ul Hibridizasyon Buffer
eklendi. Total 30ul hacimli 6rnek tek kanalli pipet yardimi ile ¢ip yilizeyindeki drnek
yiikleme kanallarina yiiklendi. Tiim 6rnek kanallar1 yiiklenen boncuk ¢ipi, hibridasyon
¢emberi igerisine alindi ve hibridzasyon firin1 igerisinde 58°C” de 16 saat hibridizasyona
birakildi. Hibridizasyon isleminin ardindan, baglanmayan iriinlerin uzaklastirilmasi ve

streptavidin isaretlemesi Oncesi ¢ip ylizeyinin temizlenmesi i¢in 2 farkli sicaklikta
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yikama serisi uygulandi. Bu yikamalar sirasiyla oda sicakliginda ve yiiksek sicaklikta
yapilan yikamalardir. Her iki yikama, boncuk ¢ipler ile birlikte gelen 2 farkli yikama
soliisyonlar1 ile gergeklestirilir. Yikama islemini takiben boncuk ¢ip, Streptavidin ile
isaretlendi. Boncuk ¢ip okuma 6ncesinde +4 °C’ de ve 1400 rpm’de santrifiij islemi ile
karanlik ortamda kurutuldu. Son olarak boncuk ¢ip Illumina iScan Mikrodizin cihazinda

goriintlilendi ve alinan veriler analiz edilmek iizere saklandi.
3.4. Biyoinformatik Analiz

Elde edilen verilerin 6n analizleri ve verilerin kalite kontrolleri Illumina iScan
Mikrodizin sistemine ait ‘Genome Studio’ yazilimi kullanilarak yapildi. Mevcut
analizde kullanilan veriler, iizerinde higbir islem yapilmamis olan ham verilerdir. Bu
veriler lizerinde istatistiksel ve biyoinformatik analizlerin gerceklestirilebilmesi i¢in
verinin iglenmesi gerekmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda, bu verilere normalizasyon
uygulandi. Illumina boncuk ¢ip verileri i¢in Onerilen ve yaygin olarak kullanilan
normalizasyon yontemi yiizdelik (quantile) normalizasyondur. Hedef mRNA setleri Kat
Degisimi (Fold Change, FC) analizine tabii tutuldu ve bu mRNA’larin hedef genlerine
yonelik yolak, ortak protein bdlgesi ve Gen Ontolojisi (Gene Ontology, GO) analizleri
yapildi.

Istatistiksel analizlerinde, tiim gruplarda 1s1ma miktar1 %20’nin altinda olan
problar ve standart sapmasi 0,1°den biiyiik olan problar filtrelendi. ANOVA, Post Hoc
Tukey ve Benjamini Hochberg testleri sonucu p-degeri 0.001°den daha diisiik olan ve
kat degisimi de 2’den biiyilk olan problar géz 6niinde bulunduruldu. Ekspresyon
seviyesi anlamli olarak degisen mRNA’larin hedefledigi gen listeleri KEGG, DAVID

ve Wiki Yolak veri tabanlari tizerinde analiz edildi ve anlamliliklar1 hesaplandi.
3.5. Histolojik Degerlendirme

Histolojik degerlendirme i¢in toplanan beyin dokular1 boyama yapilmak {izere
formaldehitden ¢ikarildi, bistiiri yardimiyla serebrum ve serebellum birbirinden ayrildi.
Belirli araliklarla etil alkolden gegirilip, parafin ile fikse edildi. Bu bloklardan,
mikrotom ile Sidman’in fare beyin atlasina gore 240-290 araliginda, 5um kalinliginda
kesitler alindi. Alinan kesitler toluol igerisinde parafinden uzaklastirildi. Ardindan
%100 ve %95°lik etil alkol serilerinden gecirildikten sonra boyamaya hazir hale
getirildi. %1°’lik Luksol Fast Blue (LFB, Solvent Blue 38, Sigma) soliisyonu

hazirlandiktan sonra preparatlar igerisine konularak 57°C’de gece boyunca bekletildi.
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Daha sonra sirayla %95 etil alkol, distile su, %0,05 lityum karbonat, %70 etil alkol ve
distile su serilerinden gegirildi. Bu islemler sonrasinda miyelinli bolgelerin LFB ile

diger bolgelerin Hematoksilen&Eozin ile boyanmasi beklenmistir.

Boyanan kesitler Olympus BX61 fotomikroskobu yardimiyla goriintiilendi.
100X biiylitme ile alinan korpus kallosum bolgeleri kaydedildi. Miyelin skolarlamasi
asagidaki sekilde yapilmaistir.

3 -Medial korpus kallosum normal, tamamen miyelinize
2 -Kismi/hafif demiyelinizasyon
1 -Belirgin/ciddi demiyelinizasyon

0 -Medial korpus kallosum tamamen demiyelinize
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhg

Kuprizon uygulanan ve normal yem ile beslenen hayvanlar haftalik tartilarak
ortalamalar1 alindi. Kuprizon uygulamasi boyunca agirlikta azalma, kuprizon
kesildikten sonra agirlikta artis saptandi. Saglikli farelerde ve kuprizon uygulanan
farelerde haftalara gore viicut agirligi karsilastirmas: Sekil 4.1.°de gdsterilmistir.
Istatistiksel degerlendirme icin esli olmayan t-test kullamldi. P degeri 0,05’den diisiik

olan degerler anlamli olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.1. A-Normal, B-Kuprizonlu, C-Perampanel uygulanan farelerde haftalik
olarak ortalama viicut agirligi degisimi. (ad P >0,05, *P < 0,05)
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4.2. Gen Ekspresyonu
4.2.1. Ornek Kodlamasi

Calisma kapsaminda 5 farkli gruptan toplam 22 adet RNA 6rnegi ¢alisildi. Bu
orneklerin cRNA doniistimleri yapildi ve lllumina iScan platformunda 25 binden fazla
prob kullanilarak, MouseRef-8 v2.0 Ekspresyon Boncuk Cip Kiti (Illumina Mouse Ref-
8 V2.0 Expression BeadChip) ile tiim genom ekspresyon profili ¢ikarildi. Caligmada
ayni 6rnek grubuna dahil olan 6rnekler ayni1 kodla adlandirilip, teknik tekrar (replika)
olarak degerlendirildi. Ornek kodlar1 Tablo 4.1.”de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Ornekler ve gruplama

Ornek Ad1 Ornek Kodu Ornek Adi Ornek Kodu
N+Pera 1 CPz 3
N+Pera 1 CPzZ 3
N+Pera 1 CPz 3
N+Pera 1 N+Serum 4
N+Pera 1 N+Serum 4
CPZ+Pera 2 N+Serum 4
CPZ+Pera 2 N+Serum 4
CPZ+Pera 2 CPZ+Serum 5
CPZ+Pera 2 CPZ+Serum 5
CPZ+Pera 2 CPZ+Serum 5
CPzZ 3 CPZ+Serum 5

CPZ, Kuprizon uygulanan gruplar; N, normal diyet; Pera, perampanel uygulanan gruplar; Serum, serum fizyolojik

uygulanan gruplar olarak gosterilmistir.

4.2.2. Verilerin Kalite Kontrolii

Ham Mikrodizin verisi GenomeStudio programi yardimi ile elektronik verilere
dontistiriildii. Mikrodizin verilerinin kalite kontrol amagli olusturulan sinyal yogunluk
grafikleri Sekil 4.3’de gosterilmistir. Yapilacak karsilastirmali analizler i¢in her 6rnegin
verisinden arka plan giriltiisii uzaklagtirildi ve tiim Orneklerin verisi yiizdelik
normalizasyona tabi tutuldu. PCA skorlama sonucunda sapma gosteren CPZ+Serum ve

N+Pera gruplarindan 1’er 6rnek ¢ikarildi. Calismalara 20 adet 6rnek ile devam edildi.



Mormalized Intensity Values
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Sekil 4.2. PCA skorlama sonucu (x, y ve z diizlemlerinde 6rneklerin sinyal

yogunluklarmin dagilimlari)

HHH I-N-III
IIII-N-II L
(Hill I.-N—.IIIIII

CPZ CPZ+PERA CPZ+SERUM N+PERA N+3SERUM

interpretation

Sekil 4.3. Kutu Cizim Gosterimi (Normalizasyon sonrasi problarin gruplara gore sinyal

dagilimi)
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4.2.3. Kiimeleme (Cluster) Analizi

Normalize edilen verilerle, 6rneklerin tiim genom gen ekspresyon profilleri
arasinda yapilan hiyerarsik kiimeleme analizi sonuglart Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te
verilmistir. Bu islem sirasinda 6rneklerin hangi grupta oldugu g6z oniine alinmadi ve
ekspresyon profilinden yola ¢ikilarak kiimeleme yapildi. Teknik tekrar olarak calisilan
orneklerden elde edilen prob isimalarmin ortalama verileri hesaplandi. Hiyerarsik
kiimeleme ‘Hierarchical’ yaklasimi kullanilarak olusturuldu. Uzaklik birimi olarak

“Euclidean” ve baglant1 kurali “Wards” algoritmasi secildi.

i

13 =
w =
w [
+ w
W] w
o +
S, z

[T
w
o
+

W]
[
=2

<L

o

i

o

+

Z
]
1

R

[

=2
=
—
I

Colar range

g

L |

—
]

Sekil 4.4. Gruplar baz alinarak yapilan kiimeleme Analizi
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Sekil 4.5. Gruplar baz alinarak yapilan kiimeleme Analizi (Problu gosterim)

4.2 4. istatistiksel Analizler

Caligmalara 25.697 adet probla baslandi. Bu problar ekspresyon seviyelerine
gore filtrelendi. Normalize datalardan %20’nin altinda 1s1ma aldigimiz problar filtreye

takildi. 24.736 adet probla ¢alismaya devam edildi.

Standart sapmasi 0,1’den biiyiik olan problar filtrelendi. 24.736 adet probdan
22.799 tanesi kald1 ve ¢aligmalara bu problarla devam edildi.

Istatistiksel analizlerde grup karsilastirmasi icin ANOVA ve Post-Hoc Tukey
testleri yapildi. P degeri hesaplamasi igin asymptotic secildi ve goklu test dogrulamasi
icin Benjamini Hochberg FDR testi uygulandi. P degeri 0,001’den biiyiik degerler
filtrelendi. Daha sonra KD (Fold Change) Analizi yapilarak 2 den biiyiik kat degisimleri
her bir prob igin artis ve azalis olarak belirtildi.
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20 adet 6rnek ve 5 grup ile, 7 farkli karsilagtirma grubu olusturuldu. Her bir grup
icin filtrelemeler, KD hesaplamasi, yolak analizleri ve GO analizleri yapildi.

Karsilastirilan gruplar Tablo 4.2.’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Karsilastirma gruplari

Case Control
Grup 1l CPZ + Pera CPz
Grup 2 CPz CPZ + Serum
Grup 3 N + Serum CpPz
Grup 4 CPZ + Pera CPZ + Serum
Grup 5 CPZ + Pera N + Pera
Grup 6 CPZ + Serum N + Serum
Grup 7 N + Pera N + Serum

4.2.5. KD Analizleri
Grup 1 (CPZ+Peravs CPZ)

Kontrol grubu olarak CPZ secildi. KD degerleri Analiz Grubu/Kontrol Grubu
olarak hesaplandi. Filtrelenmis oOrneklerden KD analizi sonucunda, 6 adet probun
ekspresyonu kontrol grubuna gore arttr, 9 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna
gore azaldi. Yukar1 regiile problarin sicaklik haritas1 Sekil 4.6.’da, asagi regiile

problarin Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.3. CPZ+Pera vs CPZ yukari regiile problarin listesi

ProbelD KD Log KD KD (abs) Regulation Symbol
([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA
] vs [CPZ]) ] vs [CPZ]) ] vs [CPZ]) ] vs [CPZ])

1450646 2.086217 1.060889 2.086217 Yukari Mbp

3930202 2.002688 1.001938 2.002688 Yukari 2410129H14
Rik

6380128 2.029829 1.021358 2.029829 Yukari Histlh2be

2570608 2.638746 1.399852 2.638746 Yukari Kcnabl

4040215 2.015801 1.011353 2.015801 Yukari Ppplrlda

3850414 4.05867 2.021007 4.05867 Yukari Tmem10




%ﬂ
5
23
38
2 g
s 3
3
o
]

[CPZ+PERA]
[CPZ+SERUM]
[N+PERA]
[N+SERUM]|

N
o
o

----- o
----- .
----- -

S
]

Pppirida

----- :

Sekil 4.6. CPZ+Pera vs CPZ yukari regiile problarin sicaklik haritasi

Tablo 4.4, CPZ+Pera vs CPZ asagi regiile problarin listesi

ProbelD KD Log KD KD (abs) Regulation Symbol
([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA
] vs [CPZ]) ] vs [CPZ]) ] vs [CPZ]) ] vs [CPZ])

6560341 -2.08975 -1.06333 2.089747 asagi Cd68
4180437 -2.08839 -1.06239 2.088393 asagi LOC1000476
1450333 -2.14727 -1.10251 2.147274 asagl ]C-ISI’ECYa
6520129 -4.27136 -2.0947 4.271364 asagi Atf5
3360338 -2.61444 -1.3865 2.614436 asagi Cd74
2970332 -2.47149 -1.30538 2.471495 asagi KIf2
1240424 -3.34918 -1.74381 3.349182 asagi Nuprl
6940184 -3.19954 -1.67787 3.199543 asagi Ccl4

7210687 -2.00528 -1.00381 2.005282 asagi Apoe
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Sekil 4.7. CPZ+Pera vs CPZ asag: regiile problarin sicaklik haritasi

Grup 2 (CPZ vs CPZ+Serum)

Kontrol grubu olarak CPZ+Serum segildi. KD degerleri Analiz Grubu/Kontrol Grubu
olarak hesaplandi. Filtrelenmis 6rneklerden KD analizi sonucunda, 8 adet probun
ekspresyonu kontrol grubuna gore arttr, 7 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna
gore azaldi. Yukari regiile problarin sicaklik haritasi Sekil 4.8’de, asag1 regiile problarin

Sekil 4.9°da gosterilmistir.



Tablo 4.5. CPZ vs CPZ+Serum yukari regiile problarin listesi

ProbelD KD ([CPZ]vs Log KD KD (abs) Regulation Symbol
[CPZ+SERU ([CPZ] vs ([CPZ] vs ([CPZ] vs
M]) [CPZ+SERU [CPZ+SERU [CPZ+SERU
M]) M]) M])
6560341 2.291824 1.196496 2.291824 Yukari Cdé8
1450333 2.02618 1.018762 2.02618 Yukart Clec7a
6520129 3.865592 1.950689 3.865592 Yukari Atf5
620372 2.128126 1.089583 2.128126 Yukart Sphk1
3360338 2.207075 1.142136 2.207075 Yukari Cd74
1240424 3.845781 1.943277 3.845781 Yukari Nuprl
2340441 2.076152 1.053912 2.076152 Yukart Golga2
6940184 2.987336 1.578859 2.987336 Yukari Ccl4
I T N D N conion
I NSNS NSNS DT R o parameter

[CPZ]

[CPZ+PERA]

[CPZ+SERUM]
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----- :

Sekil 4.8. CPZ vs CPZ+Serum yukar regiile problarin sicaklik haritasi
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Tablo 4.6. CPZ vs CPZ+Serum asagi regiile problarin listesi

ProbelD KD ([CPZ] vs Log KD KD (abs) Regulation Symbol

[CPZ+SERU ([CPZ] vs ([CPZ] vs ([CPZ] vs

M]) [CPZ+SERU [CPZ+SERU [CPZ+SERU

M]) M]) M])

1450646 -2.26861 -1.18181 2.268615 asagl Mbp
5810273 -2.26657 -1.18051 2.266572 agagi Edg8
6380128 -2.11099 -1.07792 2.110987 asagl Histlh2be
1660564 -2.05056 -1.03602 2.050564 agagi Nckapl
2570608 -2.40588 -1.26657 2.405882 agagl Kcnabl
4040215 -2.17652 -1.12202 2.176517 asagl Ppplrlda
3850414 -4.79213 -2.26067 4.792132 agagl Tmem10
I I I I D o iion
I N S I D v eorometer

[CPZ4PERA]

[CPZ+SERUM]

[N+SERUM]

z
S
]

Edgs

Hist1h2be
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Sekil 4.9. CPZ vs CPZ+Serum asag1 regiile problarin sicaklik haritasi
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Grup 3 (N+Serum vs CPZ)

Kontrol grubu olarak CPZ segildi. KD degerleri Analiz Grubu/Kontrol Grubu olarak
hesaplandi. Filtrelenmis 6rneklerden KD analizi sonucunda, 7 adet probun ekspresyonu
kontrol grubuna gore artti, 17 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna goére azaldi.
Yukar regiile problarin sicaklik haritast Sekil 4.10.’da, asag1 regiile problarin Sekil
4.11.°de gosterilmistir.

Tablo 4.7. N+Serum vs CPZ yukar1 regiile problarin listesi

ProbelD KD ([N+SERUM] Log KD KD (abs) Regulation Symbol

vs [CPZ]) (IN+SERUM] vs ([N+SERUM] vs ([N+SERUM] vs

[CPZ]) [CPZ]) [CPZ])

1450646 2.211799 1.14522 2.211799 Yukart Mbp
6560594 2.124817 1.087338 2.124817 Yukart Abca8a
3930202 2.036903 1.026377 2.036903 Yukari 2410129H14Rik
1660564 2.027984 1.020047 2.027984 Yukari Nckapl
2570608 2.389421 1.256661 2.389421 Yukari Kcnabl
4040215 2.131257 1.091705 2.131257 Yukart Ppplrlda

3850414 4.212147 2.074556 4.212147 Yukari Tmem10
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Sekil 4.10. N+Serum vs CPZ yukar1 regiile problarin sicaklik haritasi

Tablo 4.8. N+Serum vs CPZ asagi regiile problarin listesi
ProbelD KD Log KD KD (abs) Regulation Symbol

(IN+SERU  ([N+SERU  ([N+SERU  ([N+SERU

M] vs M] vs M] vs M] vs

[CPZ]) [CPZ]) [CPZ]) [CPZ])
6560341 -2.66969 -1.41667 2.669688 asagl Cd68
830369 -2.21981 -1.15043 2.219805 asagl Cyba
940451 -2.10451 -1.07348 2.104505 asagl Apoc4d
7510291 -2.25736 -1.17464 2.257365 asagi Slamf9
4610711 -2.26573 -1.17997 2.265728 asagl Man2b1
1450333 -3.26642 -1.70771 3.266419 asagl Clec7a
6520129 -4.06689 -2.02393 4.066893 asagl Atf5
6290768 -3.26404 -1.70666 3.26404 asagl Cd52
940438 -2.54 -1.34483 2.539996 asagi Laptm5
3360338 -3.25042 -1.70063 3.250423 asagl Cd74
1240424 -3.73383 -1.90065 3.733826 asagi Nuprl
5720609 -6.79095 -2.76361 6.790951 asagl Lyz

2410128H14Rik

24



6940184
7210687
3850497
1110326
450739

-4.71495
-2.19941
-2.03826
-2.09382
-2.16082

-2.23724
-1.13711
-1.02734
-1.06614
-1.11158

4.714951
2.199407
2.038265
2.093817
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asagi
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Sekil 4.11. N+Serum vs CPZ asagi regiile problarin sicaklik haritasi

Grup 4 ( CPZ+Pera vs CPZ+Serum)

Kontrol grubu olarak CPZ+Serum segildi. KD degerleri Analiz Grubu/Kontrol Grubu

25

olarak hesaplandi. Ekspresyon seviyesi anlamli degisen prob bulunamadigi i¢in p degeri

0.05’e¢ yiikseltilerek tekrar analiz edildi.

Filtrelenmis Orneklerden KD analizi

sonucunda, 1 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna gore artti, 8 adet probun

ekspresyonu kontrol grubuna gore azaldi. Yukar regiile problarin sicaklik haritas1 Sekil

4.12.’de, asag1 regiile problarin Sekil 4.13. ‘de gosterilmistir.



Tablo 4.9. CPZ+Pera vs CPZ+Serum yukari regiile problarin listesi
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ProbelD KD Log KD KD (abs) Regulation Symbol
([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA
Jvs 1vs 1vs Jvs
[CPZ+SERU  [CPZ+SERU  [CPZ+SERU  [CPZ+SERU
MI) M]) M]) M)

6350278 2.001571 1.001133 2.001571 Yukari Centgl
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z
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e
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Sekil 4.12. CPZ+Pera vs CPZ+Serum yukar regiile problarin sicaklik haritasi

Tablo 4.10. CPZ+Pera vs CPZ+Serum asagi regiile problarin listesi
ProbelD KD Log KD KD (abs) Regulation Symbol

(ICPZ+PERA  ([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA

]vs 1vs ]vs ]vs

[CPZ+SERU  [CPZ+SERU  [CPZ+SERU  [CPZ+SERU

M]) M]) M]) M])
7210661 -5.4861 -2.45578 5.486104 asagl Pmch
780356 -3.72117 -1.89576 3.721173 asagl Atp2al
2260066 -2.08981 -1.06337 2.089806 asagl Tnni2
2490731 -3.5049 -1.80937 3.504903 asagl Myl1l
620064 -2.032 -1.0229 2.031997 asagi Tnntl
5130148 -2.12146 -1.08506 2.12146 asagl Sparc
360132 -2.02436 -1.01746 2.024358 asagl Oxt
2680113 -2.3811 -1.25163 2.381102 asagl Ttr
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Sekil 4.13. CPZ+Pera vs CPZ+Serum asagi regiile problarin sicaklik haritasi

8

Grup 5 ( CPZ+Pera vs N+Pera)

Kontrol grubu olarak N+Pera segildi. KD degerleri Analiz Grubu/Kontrol Grubu olarak
hesaplandi. Filtrelenmis orneklerden KD analizi sonucunda, 36 adet probun
ekspresyonu kontrol grubuna gore artti, 19 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna
gore azaldi. Yukari regiile problarin sicaklik haritast Sekil 4.14.’de, asag1 regiile
problarin Sekil 4.15.’de gosterilmistir.

Tablo 4.11. CPZ+Pera vs N+Pera yukari regiile problarin listesi

ProbelD KD Log KD KD (abs) Regulation Symbol

([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA ([CPZ+PERA

]vs ]vs ]vs ]vs

[N+PERA]) [N+PERA]) [N+PERA]) [N+PERA])
580142 2.577897 1.366195 2.577897 Yukari Zfp106
6220095 2.105488 1.074155 2.105488 Yukart Six3
1660523 2.433963 1.283307 2.433963 Yukari Mark?2
3060382 3.027185 1.597977 3.027185 Yukari Odz4
580397 2.34028 1.226681 2.34028 Yukart Dbpht2
5130273 2.239164 1.16296 2.239164 Yukari Tmsh10
1260736 2.396548 1.260958 2.396548 Yukart Ppp1rob

3850180 2.260229 1.176469 2.260229 Yukari D3Bwg0562e




1240014
4540221
2140528
7550441
4070358
620239

1400746

6760661
7400392
1090180
4230768
1570398
2030592
5340102
520593
7570379
6450082
4490286
4780128
5720609
5050400
2470239
2340441
1500382
70441
6760114
5090010
4640689

2.869485
2.522209
2.797173
2.627192
2.370331
2.769744

2.828661

4.158073
3.726381
2.455504
2.439234
2.35816

3.306561
2.006325
2.028122
2.416183
2.487206
2.025817
2.485971
3.433836
2.124701
2.43843

2.689889
2.58903

2.082459
2.639544
2.158848
2.480581

1.520792
1.334688
1.483969
1.393522
1.245088
1.469752

1.500119

2.055915
1.897775
1.296019
1.286428
1.237662
1.725331
1.004556
1.020145
1.27273

1.314526
1.018504
1.31381

1.779821
1.08726

1.285953
1.427547
1.372412
1.058288
1.400289
1.110261
1.310678

2.869485
2.522209
2.797173
2.627192
2.370331
2.769744

2.828661

4.158073
3.726381
2.455504
2.439234
2.35816

3.306561
2.006325
2.028122
2.416183
2.487206
2.025817
2.485971
3.433836
2.124701
2.43843

2.689889
2.58903

2.082459
2.639544
2.158848
2.480581

Yukar1
Yukart
Yukar1
Yukart
Yukar1
Yukart

Yukari

Yukar1
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukar1
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart
Yukart

Kalrn
Fscnl
Ppp3ca
lhpk2
lhpk2

LOC1000462
07
LOC1000462
07

Sipalll

Sepwl
Arhgdib
Al593442
Arf5

DIx1
Rsrc2
Kcnal
Pgm2I1
Ppp3ca
Dek
Rgs4

Lyz
Akap9
Mpp2
Golga2
Spag9
Dock4
Thl1x
Tmem158

LOC1000452
41
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Sekil 4.14. CPZ+Pera vs N+Pera yukari regiile problarin sicaklik haritasi

Tablo 4.12. CPZ+Pera vs N+Pera asagi regiile problarin listesi
ProbelD KD Log KD KD (abs) Regulation Symbol
([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA  ([CPZ+PERA
1vs ]vs ]vs ]vs
[N+PERA])  [N+PERA])  [N+PERA])  [N+PERA])
7150017 -2.64059 -1.40086 2.640594 asagl Esrrb
2190064 -2.05535 -1.03938 2.055346 asagl Spag5
1660685 -2.45055 -1.29311 2.450549 asagl Plekhfl
10592 -2.48577 -1.31369 2.485766 asagl 3632451006
Rik
6650209 -2.01245 -1.00895 2.012449 asagl Fgfl
770477 -2.68032 -1.42241 2.680324 asagi Mbc2
4230605 -2.31151 -1.20884 2.311515 asagi Sgpp2
6280189 -2.0228 -1.01635 2.022799 asagl Steap2
2940170 -2.03266 -1.02337 2.032658 asagi Cyp27al
5270167 -2.10641 -1.07478 2.106406 asagl 6330442E10R
ik
4230673 -2.16071 -1.11151 2.160709 asagi Inadl
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6650424 -3.14239 -1.65186 3.142391 asagi LOC1000466

6110500 -2.40935 -1.26864 2.409348 asagi 3?1001

3710411 -2.26126 -1.17713 2.261264 asag1 Csdc2

4880161 -2.01729 -1.01242 2.017289 asagi Extl2

2760451 -2.20923 -1.14355 2.209233 asag1 Tcfap2b

5130136 -2.95641 -1.56385 2.956412 asagi Hoxb5

1570328 -2.02693 -1.01929 2.026928 asag1 Adipor2

4570368 -2.2598 -1.1762 2.259802 asagi Errfil
I I N I D conoon
I N N I R 1o carameter

£

-
Esith
spags
Plekhf1
3632451006RIk
Fgrt
Mbe2
Sgpp2
Steap2
cyp27al
B6330442E10Rik
Inadl
LOC100046690
Ldoct
Csdc2
Exti2
Tefap2b
HoxbS
Adipor2
Errfi1

Sekil 4.15. CPZ+Pera vs N+Pera asagi regiile problarin sicaklik haritasi

2

[CPZ+PERA]
[GPZ+SERUM]
[N+PERA]
[N+SERUM]|

[CPZ]

Grup 6 (CPZ+Serum vs N+Serum)

Kontrol grubu olarak N+Serum secildi. KD degerleri Analiz Grubu/Kontrol Grubu
olarak hesaplandi. Filtrelenmis o6rneklerden KD analizi sonucunda, 1 adet probun
ekspresyonu kontrol grubuna gore artti. Ekspresyonu azalan prob tespit edilmedi.

Yukar regiile problarin sicaklik haritast Sekil 4.16.’da gosterilmistir.
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Tablo 4.13. CPZ+Serum vs N+Serum Yukari regiile problarin listesi

ProbelD KD Log KD KD (abs) Regulation Symbol
([CPZ+SERU  ([CPZ+SERU  ([CPZ+SERU  ([CPZ+SERU
M] vs M] vs M] vs M] vs
[N+SERUM]) [N+SERUM]) [N+SERUM]) [N+SERUM])

5720609 3.773114 1.915756 3.773114 Yukari Lyz

I I S I I o6
I N I T R o carameter

= F ¥

[CPZ+PERA]
[CPZ+SERUM]
[N+PERA]
[N+SERUM]

3

Sekil 4.16. CPZ+Serum vs N+Serum yukari regiile problarin sicaklik haritasi

D

[CPZ,

Grup 7 ( N+Pera vs N+Serum)

Kontrol grubu olarak N+Serum se¢ildi. KD degerleri Analiz Grubu/Kontrol Grubu
olarak hesaplandi. Filtrelenmis 6rneklerden KD analizi sonucunda, 9 adet probun
ekspresyonu kontrol grubuna gore artti, 26 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna
gore azaldi. Yukar1 regiile problarin sicaklik haritas1 Sekil 4.17.°de, asag1 regiile
problarin Sekil 4.18.’de gosterilmistir.



Tablo 4.14. N+Pera vs N+Serum yukari regiile problarin listesi

ProbelD KD Log KD KD (abs) Regulation Symbol
(IN+PERA]  (IN+PERA]  ([N+PERA]  ([N+PERA]
Vs S S S
[N+SERUM]  [N+SERUM] [N+SERUM] [N+SERUM]
) ) ) )
7150017 2.341885 1.22767 2.341885 Yukari Esrrb
10592 2.175961 1.121653 2.175961 Yukari 3632451006
Rik
770477 2.496186 1.319725 2.496186 Yukari Mbc2
4230605 2.228742 1.15623 2.228742 Yukart Sgpp2
6650424 2.609524 1.383787 2.609524 Yukari LOC1000466
90
6110500 2.218632 1.149671 2.218632 Yukari Ldocl
3710411 2.067761 1.048069 2.067761 Yukart Csdc2
2760451 2.120562 1.084446 2.120562 Yukari Tcfap2b
5130136 2.877145 1.524638 2.877145 Yukart Hoxb5
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38
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3 S
3
o
]

T H

4 x — =
w o < =1
£ 4 ] g
& &

3 3 g 2
= =2 =

£ +

[CPZ]
N

----- B
----- o
----- b
----- -
----- o
----- -
----- -
----- -
--- N

Sekil 4.17. N+Pera vs N+Serum yukar1 regiile problarin sicaklik haritasi
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Tablo 4.15. N+Pera vs N+Serum asagi regiile problarin listesi

ProbelD KD Log KD KD (abs) Regulation Symbol
(IN+PERA] (IN+PERA] (IN+PERA] (IN+PERA]
Vs Vs Vs Vs
[N+SERUM]) [N+SERUM]) [N+SERUM]) [N+SERUM])
6220095  -2.01309 -1.00942 2.013095 asagl Six3
1660523  -2.18082 -1.12487 2.180821 agagi Mark2
5130273  -2.09959 -1.07011 2.099591 asagl Tmsh10
1260736  -2.36041 -1.23904 2.360411 agagi Ppp1rob
3850180  -2.43667 -1.28491 2.436672 agagl D3Bwg0562e
1240014  -2.69875 -1.43229 2.698749 asagl Kalrn
4540221  -2.42577 -1.27844 2.425773 agagl Fscnl
6330195  -2.07806 -1.05523 2.078055 asagl Camk2n1
2140528  -2.38639 -1.25483 2.386391 agagl Ppp3ca
7550441  -2.39721 -1.26135 2.397207 asagl lhpk2
4070358  -2.03144 -1.0225 2.031436 agagl Ihpk2
620239 -2.49109 -1.31678 2.49109 asag1 LOC100046207
1400746  -2.34299 -1.22835 2.342987 agagl LOC100046207
4760066  -2.27804 -1.1878 2.278045 asagl Rsphl
6760661  -2.98597 -1.5782 2.985972 agagl Sipalll
7400392  -4.28341 -2.09876 4.283408 asagl Sepwl
4070431  -2.07573 -1.05362 2.075734 agagl Atnl
4230768  -2.10415 -1.07324 2.10415 asagl Al593442
1570398  -2.26371 -1.17869 2.263706 agagl Arf5
2030592  -3.13461 -1.64829 3.134609 asagl DIx1
6450082  -2.41558 -1.27237 2.415584 agagl Ppp3ca
4490286  -2.00289 -1.00208 2.002892 asagl Dek
4780128  -2.12721 -1.08896 2.127211 agagl Rgs4
2470239  -2.3434 -1.22861 2.343403 asagl Mpp2
2340441  -2.0943 -1.06647 2.094305 agagl Golga2
4640689  -2.22478 -1.15366 2.22478 agagl LOC100045241
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Six3

Mark2

Tmsb10
Pppirat
D3Bwgo562e
Kalm

Fscnt
Camk2n1
Ppp3ca

Ihpk2

Inpk2
LOC100046207
LOC100046207
Rsph1

sipatlt

Sepwl

Atn1

Al593442

Dix1

Ppp3ca

Rgs4

Mppz

G olga?
LOC100045241

Sekil 4.18. N+Pera vs N+Serum asag1 regiile problarin sicaklik haritasi

2 0
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[cPz)
[CPZ4PERA]
[CPZ+SERUM|
[N+PERA]
[N+SERUM]

4.2.6. Yolak Analizleri
Kontrol grubuna gore 2 ve daha fazla kat degisimi gosteren problar ile yolak analizi
yapildi. Bu analiz sonucu yolaktaki eslesen tiye sayis1 ve anlamlilik degerleri bulundu. p

degeri 0.05°den kiigiik olan yolaklar anlamli kabul edildi.

Grup 1 ( CPZ+Peravs CPZ)

Kontrol grubu olarak CPZ seg¢ildi. KD analizi sonucu yukari regiile problarin analizinde
1 adet, asag1 regiile problarin analizinde 4 adet yolagin etkilendigi goriildii. Yukar: ve
asag1 regiile problarin etkiledikleri yolaklar Tablo 4.16. ve Tablo 4.17°de belirtilmistir.
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Tablo 4.16. CPZ+Pera vs CPZ yukari regiile problar ile etkilenen yolaklar

Yolak p degeri Eslesen Gen Yolakta
Bulunan
Genler
MAPK Yolagi _WP251 71729 0.006172 1 29
[ ] [CP.Z]
. I 1
Gi Gq
—— Gh and Gg — [N+PERA]
v * W (N+SERUM]

RapGAPII
Activated

Rap1GAP

Growth and Mitogenesis

Sekil 4.19. MAPK Yolagi

Stress Activated Pathways

Map2k7?
Map2kd
Mapk12

____________ I !

1

Mapk10 \ Map2k3 i
1

1

1

Map2kd

P38 MAPK Pathway

v

Mapk14

Nucleus

_Apoptosis T T




l—
Sipal |[Entrez_Cene ID_[20469 |
Plcb3

Rasa3

Hrasl Entrez_Cene_ID  |15461

Mras Entrez_Cene ID  |18176

Rras Entrez_Cene_ID |20130

Kras Entrez_Cene_ ID  |16653

Rafl Entrez_Cene_ID  |110157

Araf Entrez_Cene_ID  |11836

Braf

Map3kl Entrez_Cene_ ID  |26401

Map3k2 Entrez_Cene_ID  |26405

Map3k3 Entrez_Cene_ID  |26406

Map2kl Entrez_Cene_ID  |26395

Map2k2 Entrez_Cene_ID  |26396

Mapk3 Entrez_Cene ID  |26417

Mapkl Entrez_Cene_ID  |26413

Mbp Entrez_Cene_ID (17198

Mtap2 Entrez_Cene_ID 17756

Elk1

Map2k? Entrez_Cene_ID  |26400

Map2 k4 Entrez_Cene_ID  |26398

MapklQ Entrez_Cene_ID 26414

Map2k& Entrez_Cene_ID  |26399

Mapkl4 Entrez_Cene_ID  |26418

Mapzk3 Entrez_Gene_ID  |26397 [
Jun Entrez_Cene_ID [16476 |
Map3kl2 Entrez_Gene_ID  |265404 |
Mapkl2 Entrez_Cene_ID  [29857

End:| | (@ Find Next (@) Find Brevious [[] Match Case
Sekil 4.20. MAPK Yolagindaki Genlerin Gruplara Gore Degisimi

Tablo 4.17. CPZ+Pera vs CPZ asagi regiile problar ile etkilenen yolaklar

Yolak p degeri Eslesen Gen Yolakta
Bulunan
Genler

Makrofaj Belirte¢ Yolagi WP2271_69962 4.28E-06 2 10

Statin Yolagi_WP1_73346 0.005925 1 20

Toll Benzeri Reseptor Sinyal Yolagi WP1271_69089 0.029319 1 97

Myometrial_Durulma_and_Kasilma_Yolagi_WP385_72108 0.045597 1 157




Macrophage markers
8.7

Cdi14

E|

Cd68

F3

Cd163

Lyz2

—

N}

Immune cell specific expression
(based on GeneAtlas)

Cdat

Cdr4

Cda3

Cd52

RacZ

Sekil 4.21. Makrofaj Belirte¢ Yolagi

Name DE DE ID [CPZ]
Cdl4 Entrez_Cene_ID |12475
Cdg3 Entrez_Cene_ID |12522
Cd&g Entrez_GCene_ID |12514
F3 Entrez_Gene_ID |14066
Cdle3 Entrez_GCene_ID |93671
CdEs Entrez_Cene_ID |12524
Cd74 Entrez_Cene_ID |16149
Cds2 Entrez_Cene_ID |23833
Rac? Entrez_Cene_ID |19354
Lyz2 Entrez_Gene_ID |17105

Sekil 4.22. Makrofaj Belirte¢ Yolagindaki Genlerin Gruplara Gére Degisimi

'

Cholic acid

A

Cholesterol
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Free FA

Cholesterol Ester
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| Abcat apoat | [ Apoad
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Tissues

Sekil:4.23. Statin Yolagi

Cell Membrane

Phospholipid

Triglycerides
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Apact
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Liver cell
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Name DE | bemp | (cPz] | [cpz+PEra] | [cPZ+SERUM]|  [N+PERA] [N+SERUM|

Hmacr | | |

Cyp7al Entrez_GCene_ID [13122 [ 0.006 0.01 -0.019 -0.053 0.048|
Soatl Entrez_Gene_ID [20852 -0.007 -0.08 -0.141
Mttp Entrez_Gene_ID |17777 -0.008 -0.018 -0.028 0.008 0.001
Dgatl Entrez_Gene_ID 13350 0.127 -0.081 0.059 0.194 -0.018
Ldir Entrez_GCene_ID |16835 -0.04 -0.015 -0.007 0.009 0.023
Lrpl Entrez_Gene_ID |16971 0.017 0.004 -0.029 -0.116
Lpl Entrez_Gene_|D |1635& 0.083 5 -0.167|
Lipc Entrez_Gene_ID 15450 0.01 -0.023 0.027 -0.002 0.043
Cetp I . .

Leat Entrez_cene_ID [16815 -0.114 -0.196 0.03s [T -0.053
Abcal Entrez_GCene_ID |11303 0.048 -0.003 -0.055 0.01 -0.037
Pitp Entrez_Gene_ID | 18830 -0.075 0.031 0.045 -0.09 0.018
Apoal Entrez_Gene_ID |11806 0.136 -0.048 -0.045 0.04 -0.049
Apoad Entrez_Gene_ID |11808 -0.005 -0.071 -0.016 0.009
Apocl Entrez_Gene_ID [11812 -0.203| 0.047 -0.078 -0.085
Apoe Entrez_GCene_ID (11816 -0.07 -0.451 -0.203
Apoc? Entrez_GCene_ID [11813 0.028 -0.062 -0.007 -0.008
Apoc3 Entrez_Gene_ID 11814 -0.064 0.051 -0.141 0.035
Scarbl Entrez_GCene_ID |20778 0.011 0.023 0 —0.004

Sekil 4.24. Statin Yolagindaki Genlerin Gruplara Gore Degisimi

Grup 2 (CPZ vs CPZ+Serum)

Kontrol grubu olarak CPZ+Serum secildi. KD analizi sonucu yukari regiile problarin

analizinde 5 adet, asagi regiile problarin analizinde 7 adet yolagin etkilendigi goriildii.

Yukar1 ve asagi regiile problarin etkiledikleri yolaklar Tablo 4.18. ve Tablo 4.19.’da

belirtilmistir.

Tablo 4.18. CPZ vs CPZ+Serum yukari regiile problar ile etkilenen yolaklar

Yolak p degeri Eslesen Gen Yolakta
Bulunan
Genler

Makrofaj Belirteg¢ Yolagi _WP2271_69962 4.28E-06 2 10

Sfingosin ve sfingosin-1-fosfat metabolizmasi 0.002966 1 9

S1P Reseptor Sinyal Uyum Yolagi_ WP57_69159 0.006253 1 22

Toll Benzeri Reseptor Sinyal Yolagi _WP1271_69089 0.029319 1 97

Myometrial Durulma and_Kasilma Yolagi_WP385_72108 0.045597 1 157




GPCRs similar to 51P
Edg

Edgd
Edg
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Sekil 4.25. S1P Reseptor Sinyal Uyum Yolag: (Signal Transduction of S1P Receptor)

Name DB DB ID crz] | [cPz+PERA] | [cPz+SERUM]| [N+PERA] | [N+SERUM]
Edas Entrez_Gena_ID| 14739 -0.022 -0 -0.045 0.007 -0.013
Edlg3 Entrez_Gene_ID| 13610 0.011 0.001 002 -0 0.014
Eclog Entrez_Gene_ID|94226 -0.061 0.204 0.063
Edgl Entrez_GCene_|D|13609 0.049 -0.003 0.002 0.059 -0.093
Pich3
A1 Entrez_Gene_ID[11651 -0.013 0.026 0.023 0.051 0.032
Akt? Entrez_Gena_ID|11652 0.046 -0.055 -0.023 0.02 -0.039
A3 Entrez_Gene_ID|23797 -0.076 0.016 -0.059 0.115 0.065
Pik3c2g Entrez_Cena_ID| 18705 -0.008 0.006 -0.039 -0.012 -0.007
Gnail |
Gnaiz Entrez_Gena_ID[14678 _ 0,008 0.008
Gnaiz Entrez_Gena_ID| 14679 0.048 -0.001 0.019
Racgapl | | |
Mapk3 Entrez_Gene_ID[26417 0169 -0.004 -0.017 0.024
Mapkl Entrez_Gene_ID|26413 -0.076 0,224 0.018 0.091
Mapks Entrez_Gene_ID|50772 -0.157 -0.044 0.056 : 0.054
Mapk? Entrez_Gene_ID|23939 -0.024 0.009 -0.01 0.035 -0.017
Mapkl2 Entrez_Gene_ID|29857 0.029 -0.045 -0.033 -0.04
Smpd2 Entrez_Gene_ID|20598 0.048 -0.042 0.006 0.1
Asah2 Entrez_Gena_ID|54447 -0.045 -0.067 0.025 0.073
Sphi2 Entrez_Gene_ID|56632 0.008 -0.005 -0.002 -0.013
Sphicl Entrez_Gena_ID| 20698 0.227 -0.101 -0.124 -0.054

Sekil 4.26. S1P Reseptor Sinyal Uyum Yolagindaki Genlerin Gruplara Gore Degisimi



Tablo 4.19. CPZ vs CPZ+Serum asag1 regiile problar ile etkilenen yolaklar
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Yolak p degeri Eslesen Gen Yolakta
Bulunan
Genler
S1P ve spinal kord hasar yolagi_WP2170_72023 8.66E-04 1 6
S1P Reseptor Sinyal Uyum Yolagi _WP57_69159 0.005474 1 22
MAPK yolagi WP251_71729 0.007197 1 29
Sirkadiyen Ortholog ile Giinliik Diizenleyici Genler_WP1268_70180 0.013208 1 48
Egzersizle indiiklenen Sirkadiyen 0.013493 1 49
Diizenleme WP544 69890_WP544_69890
Aktin Hiicre Iskelet Diizenlemesi_WP523_71326 0.038897 1 151
GPCRs,_ WP41_71332 0.041684 210
Grup 3 ( N+Serum vs CPZ)

Kontrol grubu olarak CPZ seg¢ildi. KD analizi sonucu yukari regiile problarin analizinde

4 adet, asagi regiile problarin analizinde 3 adet yolagin etkilendigi goriildii. Yukar1 ve

asag1 regiile problarin etkiledikleri yolaklar Tablo 4.20. ve Tablo 4.21.”de belirtilmistir.

Tablo 4.20. N+Serum vs CPZ yukari regiile problar ile etkilenen yolaklar

Yolak p degeri Eslesen Gen Yolakta
Bulunan
Genler

Sirkadiyen Ortholog ile Giinliik Diizenleyici Genler 0.013208 1 48

_WP1268_70180

Aktin Hiicre iskelet Diizenlemesi _WP523_71326 0.038897 1 151

Egzersizle Indiiklenen Sirkadiyen Diizenleme _WP544 69890 0.013493 1 49

MAPK_Yolagi_WP251_71729 0.007197 1 29

Tablo 4.21. N+Serum vs CPZ asagi regiile problar ile etkilenen yolaklar

Yolak p degeri Eslesen Gen  Yolakta
Bulunan Genler

Mm_Statin_Yolagi WP1 73346 0.012551 1 20

Oksidatif Stres Yolagi_WP412_69190 0.016011 1 29

Makrofaj Belirteg Yolagi _WP2271 69962 3.43E-08 3 10

Grup 4 ( CPZ+Pera vs CPZ+Serum)

Kontrol grubu olarak CPZ+Serum segildi. Analiz sonrasi etkilenen yolak bulunamadi.
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Grup 5 ( CPZ+Pera vs N+Pera)

Kontrol grubu olarak N+Pera secildi. KD analizi sonucu yukari regiile problarin
analizinde 8 adet, asag1 regiile problarin analizinde 1 adet yolagin etkilendigi goriildii.
Yukar1 ve asagi regiile problarin etkiledikleri yolaklar Tablo 4.22. ve Tablo 4.23.’de

belirtilmistir.

Tablo 4.22. CPZ+Pera vs N+Pera yukar regiile problar ile etkilenen yolaklar

Yolak p degeri Eslesen Gen  Yolakta
Bulunan Genler
FAS yolag: ve Stres Nedenli HSP diizenlemesi _WP571_71736 0.046587 1 38
G13_Sinyal_Yolagi_WP298_75845 0.046587 1 38
Folik Asit Agi_WP1273_74467 0.024269 1 27
Mitokondriyel Gen Ekspresyonu_WP1263_71748 0.024269 1 19
G_Protein_Sinyal_Yolagi_WP232_71315 0.005818 2 91
Seratonin ve Anksiyete Iliskili Genler WP2140 71746 0.002885 1 13
Triagilgliserol Biyosentezi 0.024269 1 19
Fosfat Yakalama I1 0.022857 1 17

Tablo 4.23. CPZ+Pera vs N+Pera asagi regiile problar ile etkilenen yolaklar

Yolak p degeri Eslesen Gen  Yolakta
Bulunan Genler
Cekirdeksel Reseptorler WP509 69979 0.025678 1 38

Grup 6 (CPZ+Serum vs N+Serum)

Kontrol grubu olarak N+Serum secildi. Analiz sonrasi etkilenen yolak bulunamadi.

Grup 7 ( N+Pera vs N+Serum)

Kontrol grubu olarak N+Serum secildi. KD analizi sonucu yukari regiile problarin
analizinde 1 adet, asag: regiile problarin analizinde 6 adet yolagin etkilendigi goriildii.
Yukar1 ve asagi regiile problarin etkiledikleri yolaklar Tablo 4.24. ve Tablo 4.25. ’de
belirtilmistir.

Tablo 4.24. N+Pera vs N+Serum yukari regiile problar ile etkilenen yolaklar

Yolak p degeri Eslesen Gen  Yolakta
Bulunan
Genler

Cekirdeksel Reseptorler WP509_69979 0.01292 1 38
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Tablo 4.25. N+Pera vs N+Serum asagi regiile problar ile etkilenen yolaklar

Yolak p degeri Eslesen Gen Yolakta
Bulunan
Genler
Folik Asit Ag1 _WP1273_74467 0.018082 1 27
Mitokondriyel Gen Ekspresyonu _WP1263 71748 0.018082 1 19
Selenyum Metabolizmasi ve Selenoproteinler 0.039984 1 48
Seratonin ve Anksiyete Iliskili Genler _\WP2140 71746 0.002144 1 13
Triagilgliserol Biyosentezi 0.018082 1 19
Fosfat Yakalama I1 0.017027 1 17

4.2.7. Gen Ontolojisi (GO) Analizleri

KD analizi sonucu elde edilen problart fonksiyonlarina gore siniflandirabilmek igin GO
(Gene Ontology) analizi uygulandi. P degeri 0,1’den diisiik olanlar anlamli olarak kabul
edildi. GO analizi sonucu hiicre yapisina katilanlar, biyolojik isleyise katilanlar ve

molekiiler fonksiyonu olanlar gorevlerine gore listelendi.

Grup 1 (CPZ+Peravs CPZ)
Kontrol grubu olarak CPZ secildi. KD analizi sonucu yukar1 ve asagi regiile problarin

analizinde ortak bir ontoloji bulunamada..

Grup 2 (CPZ vs CPZ+Serum)

Kontrol grubu olarak CPZ+Serum secildi. KD analizi sonucu yukari regiile problarin
analizinde 6 adet ontoloji saptandi. Yukari regiile problarin rol aldiklari ontolojiler
Tablo 4.26.da belirtilmistir. “Apoptotik Siireglerin Negatif Diizenlemesi” Ontolojisinin
degisim sicaklik grafigi Sekil 4.27.°de gosterilmistir.

Tablo 4.26. Yukar1 Regiile Problarin Ortak Ontoloji Bolgesi

GO ERISiMI GO Terim p degeri

G0:0060548 Hiicre 6liimiiniin negatif diizenlemesi 0.015053
G0:0043069|G0:0043072 Programli hiicre 6liimiiniin negatif diizenlemesi 0.015053
G0:0043066|/G0O:0006916 Apoptotik Siireglerin Negatif Diizenlemesi 0.015053
G0:0042981 Apoptotik Siireglerin Diizenlemesi 0.049004
G0:0043067|G0O:0043070 Programl hiicre 6liimiiniin diizenlemesi 0.049004

G0:0010941 hiicre 6liimiiniin diizenlemesi 0.049004
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Sekil 4.27. Apoptotik Siireglerin Negatif Diizenlemesi Ontolojisinin Degisim Sicaklik
Grafigi

Grup 3 ( N+Serum vs CPZ)

Kontrol grubu olarak CPZ segildi. KD analizi sonucu yukari regiile problarin analizinde
ortak bir ontoloji bulunamadi, asagi regiile problarin analizinde 16 adet ontoloji
saptandi. Asagi regiile problarin rol aldiklari ontolojiler Tablo 4.27.’de belirtilmistir.
Biyolojik isleyiste yer alan “fagositozun pozitif diizenlemesi” ontolojisinin sicaklik
grafigi Sekil 4.28.’de gosterilmistir.

Tablo 4.27. Asagi Regiile Problarin Ortak Ontoloji Bolgesi

GO ERISiMI GO Terim p degeri

G0:0000323 Litik koful 0.006588

GO:0005764 lizozom 0.006588

GO0:0005773 koful 0.008024

G0:0010324 Membran katlanmast 0.029739
(invagination)

G0:0006911 fagositoz 0.029739

G0:0051179 lokalizasyon 0.032131
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G0:0009897 Plazma membraninin dig 0.032131
kismi
GO0:0050764 Fagositoz diizenlemesi 0.032131
G0:0050766 Fagositoz pozitif 0.032131
diizenlemesi
G0:0098552 Membran kenari 0.032131
G0:0045807 positive regulation of 0.044849
endocytosis
G0:0006810|G0:0015457|  transport 0.087093
G0:0015460
GO0:0051234 establishment of 0.087093
localization
G0:0006909 phagocytosis 0.089526
G0:0030100 regulation of endocytosis 0.089526
G0:0009986|G0:0009928|  cell surface 0.089526
G0:0009929
I T I . —
. N B .y [T,

Grup 4 (CPZ+Pera vs CPZ+Serum)

Kontrol grubu olarak CPZ+Serum se¢ildi. KD analizi sonucu yukari ve asagi regiile

problarin analizinde ortak bir ontoloji bulunamadi.

. . . . Mﬁ
. . . . . Evm
. . . . . WM

Sekil 4.28. Fagositozun Pozitif Diizenlemesi Ontolojisinin Degisim Sicaklik Grafigi



Grup 5 ( CPZ+Pera vs N+Pera)

Kontrol grubu olarak N+Pera se¢ildi KD analizi sonucu yukari ve asagi regiile problarin

analizinde ortak bir ontoloji bulunamada.

Grup 6 (CPZ+Serum vs N+Serum)

Kontrol grubu olarak N+Serum secildi. KD analizi sonucu yukari regiile problarin
analizinde 3 ontoloji saptanirken, asagi regiile problarin analizinde ortak bir ontoloji
bulunamadi. Yukar1 regiile problarin rol aldiklar1 ontolojiler Tablo 4.28.’de

belirtilmistir. “Lizozim Aktivitesi” Ontolojisinin degisim sicaklik grafigi Sekil 4.29.’de

gosterilmistir.

Tablo 4.28. Yukari Regiile Problarin Ortak Ontoloji Bolgesi

GO ERISIMI GO Terim p degeri

G0:0003796 Lizozom aktivitesi 0.028759
G0:0019835 sitoliz 0.030357
G0:0016798 Hidrolaz aktivitesi, glikozil baglarina etkiyor 0.075891
G0:0004553|G0:0016800 Hidrolaz aktivitesi, O- glikozil bilesimini hidroliz 0.075891

ediyor
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Sekil 4.29. “Lizozim Aktivitesi” Ontolojisinin Degisim Sicaklik Grafigi
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Grup 7 ( N+Pera vs N+Serum)
Kontrol grubu olarak N+Serum segildi. KD analizi sonucu yukari ve asagi regiile

problarin analizinde ortak bir ontoloji bulunamadi.

4.3. Histolojik Degerlendirme

LFB ve H&E boyama sonrasi kesitlerin boyama goriintileri Sekil 4.30.’da
gosterilmistir. Bu bulgular 2 arastirmaci tarafindan bagimsiz olarak degerlendirildi ve
korpus kallosum bolgesindeki miyelinlerin Tablo 4.29.’da skorlamasi yapildi.
Istatistiksel degerlendirme Sekil 4.31°de gdsterilmistir. Istatistiksel degerlendirme icin
esli olmayan t-test kullanildi. P degeri 0,05°den diisiik degerler anlamli olarak kabul
edildi. Bu sonuglara gore normal diyet uygulanan hayvanlarda miyelin miktarinin

yikksek oldugu, bu gruba perampanel uygulamasinin herhangi bir etki yapmadig
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goriildli. Kuprizon grubunda miyelin miktarinin anlamli derecede azaldigi gosterildi.
Kuprizon uygulamasindan sonra perampanel uygulanan farelerde miyelin miktarinin

serum uygulanan gruba gore anlamli derecede arttig1 gosterildi.

Sekil 4.30. Kesitlerin Histolojik Degerlendirme Sonuglari (A,B,C ve D sirasiyla
N-+Serum, CPZ+Serum, N+Pera, CPZ+Pera gruplarina karsilik gelmektedir.)

Tablo 4.29. Alinan kesitlerin miyelin skorlama sonuglart

A B C D
N+Serum CPZ+Serum N+ Pera CPZ+Pera

1 3 1 3 15

2 3 0.5 3 2

3 3 15 3 2

4 3 1 3 2.75

5 25 0.5 3 2.75

6 25 15 3 2.75




Ortalama miyelin skoru

Sekil 4.31. Histolojik degerlendirme sonuglari. (ad P >0,05, *P < 0,05, **P < 0,01)
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5. TARTISMA

Bu calismada kuprizon ile demiyelinizasyon modeli olusturuldu. Kuprizon
modelinin se¢ilme nedeni, demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon siireglerinin ayirt
edilebilmesinin kolay olmasi ve immiin sistemden bagimsiz olmasidir. Bu amagla 8
haftalik erkek fareler, 5 hafta kuprizon diyetinin ardindan normal diyete alindi. Kontrol
grubuna ve model olusturulan gruba perampanel verilerek tiim genom ekspresyon
profilinde ve dokularinda gergeklesen degisimler izlendi. Bundan sonraki ¢alismalara
yon vermesi agisindan ¢alismamizin baslangi¢ asamasinda mikrodizin platformu segildi
ve Illumina iScan Mikrodizin Platformu tercih edildi. Elde edilen veriler kalite kontrol,
filreleme, istatistiksel analizler ve fonksiyonel analizler basamaklarindan gecirildi. Iki
farkli grup arasinda ifadesi anlamli olarak degisen genler tespit edilip, bu genler
sayesinde uygulanan farmakolojik ajanin etkileri anlasilmaya calisildi. MS ve kontrol

gruplar1 gen ekspresyonu sonuglari, histolojik ¢caligmalar ile karsilastirilak yorumlandi.

Kuprizon uygulanan grupta, uygulama siiresince beklenildigi gibi kilo kaybi
gozlendi. 5 haftalik kuprizon diyetinden sonra, 2 haftalik normal diyette de beklenen
agirhik artig1 goriildii (Hiremath, Saito et al. 1998) (Wergeland, Torkildsen et al. 2011).
Ancak perampanel uygulanan gruplar ile diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik

saptanmamasi perampanelin kilo iizerinde herhangi bir etkisi olmadigin1 gésterdi.

Ekspresyon mikrodizin sonuglarindan, miyelin kilifin yapisini  olusturan
proteinleri kodlayan genlerin ekspresyon seviyelerinin, kuprizon verilen grupta saglikli
gruba gore diisiik olmasi beklenir (Gudi, Moharregh-Khiabani et al. 2009). Bu yonde
elde ettigimiz veriler Proteolipid Protein (PLP), Miyelin Temel Proteini (MBP) ve
Miyelin Oligodendrosit Glikoproteini (MOG) seviyelerinin beklenildigi gibi kurpizonlu

gruplarda anlamli sekilde diistiigiinii gosterdi.

Mikrodizin sistemi ile yapilan tiim genom ekspresyon profillemesinde 5 farkli
grup ile 7 karsilastirma grubu olusturuldu. Gruplar arasinda istatistiksel anlamliligi

yiiksek olan problar karsilastirildi ve 2 kat ve iizerinde degisim gdsterenler anlaml
kabul edildi.
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Mikrodizin gen ekspresyon analiz verilerine goére CPZ ile CPZ+Serum
karsilastirmasinda, CPZ ile CPZ+Pera karsilastirmasi ile MBP, KCNAB, TMEM10,
Histlh2be gen ekspresyonlart CPZ grubunda ortak olarak azalmis, Cd68, CLEC7a,
ATF5, CD74, NUPR1 ve CCL4 gen ekspresyonlar1 CPZ grubunda ortak olarak

artmigtir.

CPZ grubu ile CPZ+Pera, CPZ+Serum ve N+Serum gruplari karsilastirildiginda,
MBP geni ekspresyonunun sirasiyla 2,08, 2,26 ve 2,21 kat azaldigi bulundu. Santral
sinir sisteminde bulunan miyelin kilifin yapisinin %80’ini miyelin temel proteini ve
proteolipid proteini (PLP) olusturur (Price, Sharpe et al. 1997). Demiyelinizasyon
sirasinda  MBP  geninin  ekspresyonunun azalmasi beklenen bir durumdur.
Remiyelinizasyon fazina gecen gruplara gore disiik olmasi normaldir. Yolak
analizlerimize bakildiginda regiilasyonu artan problarda MAPK yolagmin etkilendigini
ve bunun da MBP geni ekspresyonunun CPZ grubunda asir1 azalmasindan
kaynaklandigi  goriilmektedir.  Remiyalinizasyon sathasindaki  karsilastirmada
perampanelin MBP gen ekspresyonu iizerine diger gruplara gore farkli bir etki

olusturmadigini goriildii.

CPZ grubu ile CPZ+Pera, CPZ+Serum ve N+Serum gruplari karsilagtirildiginda,
TMEM10 geni CPZ grubunda 4,05, 4,79, 4,21 kat azaldi. TMEM10 transmembran
glikoproteinini kodlayan bir gendir ve oligodendrositlerde bulunur. Remiyelinizasyon
sirasinda oligodendrosit hiicrelerinin farklilagmasini ve ¢ogalmasini saglayan kilit rolde
bir gendir (Golan, Adamsky et al. 2008). CPZ grubunda ¢ok diisiik olmasi beklenen bir

durumdur. Perampanel bu gen iizerinde farkl bir etki olusturmada.

KCNAB1 ekspresyonu, CPZ grubu ile CPZ+Pera, CPZ+Serum ve N+Serum
gruplar karsilastirildiginda, sirasiyla 2,63, 2,40 ve 2,38 kat azaldi. Hiicrede potasyum
kanallarin1 diizenleyen genlerden olan birisi olan KCNAB1’in kanser caligmalarinda
hiicre yapismasi ve hiicre goc¢ii ile ilgisi vardir (Pardo and Stuhmer 2014).
Demiyelinizasyon sirasinda bu genin ekspresyon seviyesinin azalmasi beklenen bir

durumdur. Perampanelin bu gen lizerinde anlaml1 bir etkisi goriilmedi.

ATF5 geni ekspresyonu CPZ grubu ile CPZ+Pera, CPZ+Serum ve N+Serum
gruplar1 karsilastirildiginda, sirasiyla 4,27, 3,86 ve 4,06 kat artti. ATF5 geni bir
transkripsiyon faktoriidiir ve RAS-MAPK geninin de igerisinde oldugu bir yolagi

diizenler. Bu genin ekspresyonu tiimor baskilama agisindan 6nemlidir (Sheng, Li et al.
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2010). Bu genin ekspresyon seviyesinin CPZ grubunda yiiksek olmasi, hiicrelerde
yiiksek miktarda apoptoz goriilmesinin sonucu olabilir. Perampanelin bu gen iizerinde

anlamli bir etkisi goriilmedi.

Astrositler tarafindan iiretilen apolipoproteini kodlayan APOE geni, CPZ grubu
ile CPZ+Pera ve N+Serum gruplar karsilastirildiginda, sirasiyla 2,05 ve 2,19 kat arttig1
goriildii. Apolipoprotein, Kolesteroliin noéronlara APOE reseptorleri araciligiyla
tasinmasini saglar (Liu, Kanekiyo et al. 2013). Kuprizonlu grupta remiyelinizasyon
hazirliginin olmasi bu genin aktivitesinin yiiksek olmasini agiklar. Perampanelin bu gen

tizerinde anlaml1 bir etkisi goriilmedi.

CD68 ekspresyonu CPZ grubunda CPZ+Pera, CPZ+Serum ve N+Serum
gruplarina gore sirasiyla 2,08, 2,29 ve 2,66 kat artti. CD68 makrofajlarda ekspres edilen
bir glikoproteindir ve remiyelinizasyon baslangicinda yiiksek olmasi beklenir (Holness
and Simmons 1993). Asagi regiile problarin yolak analizi sonuglarinda ise makrofaj
belirteclerinin etkilendigi gordiik. CD68 ve CD74 genleri, remiyelinizasyon baslangi¢
asamasinda makrofajlarin sayilarimin ve belirteglerinin artmas: beklendigi i¢in, CPZ
grubunda fazla ekspres olmus olabilir. Perampanelin bu gen iizerinde anlaml bir etkisi

gorilmedi.

LYZ ekspresyonu, CPZ grubu ile CPZ+Pera, CPZ+Serum ve N+Serum gruplari
karsilastinlldiginda, sirasiyla 3,43, 3,77 ve 6,79 kat artti. Artan LYZ aktivasyonu,
kuprizonun demiyelizan etkisi sonrasi lizozim aktivitesinin artmasini bekledigimiz igin
normal bir sonugtur. LYZ geni aktivasyonu gen ontolojisi analizinde lizozim aktivite
ontolojisinin anlamli olarak bulunmasini saglamistir. Gen ontolojisi sonucu hiicresel
lizozom, litik koful gibi yapilarin ortak olarak ekspresyonunun artmasi apoptoz sonucu

olugma ihtimalini giiclendirmektedir.

EDGS8 geni ekspresyonu, CPZ+Serum grubunda CPZ’ye gore 2.26 kat artmistir.
EDGS8 endotel farklilagma genidir ve sfingozin-1-fosfat ile aktive olur. Miyelin
olusturan hiicrelerin olgunlagmasinda gorev alir ve hiicrelerin hayatta kalmasini (cell
survival) arttirir (Jaillard, Harrison et al. 2005). Remiyelinizasyonun sonlarina dogru
olgun oligodendrosit miktarinin artmasi1 ve dolayli olarak EDGS8 gen aktivitesinin
artmas1 beklenen bir durumdur. EDGS aktivasyonu Aktin Hiicre Iskeleti yolaginmn da
anlamli bir sekilde degismesine neden olmustur. GO analizleri sonucu apoptotik

stireclerle ilgili genlerin degistigi gortilmistiir. ATFS5, SPHK1 ve CD74 genlerinin ortak
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degisimi sonucu ortaya ¢ikan bu ontoloji kuprizon diyetinin beklenen sonucudur.

Perampanelin bu gen {izerinde anlamli bir etkisi goriilmedi.

NCKAP1 geni ekspresyonu, CPZ grubunda N+Serum grubuna gore 2 Kat diisiik
bulduk. NCKAP1 geni baskilandigi zaman néronal hiicrelerin apoptozu indiiklendigi
gosterilmistir (Suzuki, Nishiyama et al. 2000). Bu genin ekspresyon seviyesinin CPZ
grubunda diisiikk olmasi, apoptozu arttiran bir etkiye bagli olabilir. Bu beklenen bir

durumdur. Perampanelin bu gen tlizerinde anlaml1 bir etkisi goriilmedi.

CYBA geni ekspresyonu CPZ grubunda saglikli grup olan N+Serum grubuna
gore 2.21 kat fazla bulduk. CYBA geni siiperoksit anyon olusum mekanizmasinda rol
alir ve genellikle fagositik hiicrelerde aktivitesi yiiksektir. Ozellikle nétrofil, makrofaj
ve monositlerde aktiftir (Fukui, Lassegue et al. 1995). Kuprizon grubunda inflamasyon
etkisi olarak ekspresyonunun fazla olmasi beklenen bir durumdur. CYBA geninin
ekspresyon farkliligi oksidatif stres yolagini etkilemis ve oksidazlarin inhibisyonu
kolunu etkileyerek olumlu etki olusturabilir. Ayni sekilde biyolojik siireglerde fagositoz,
endositoz, transport gibi ortak bolgelerin ¢ikmasi da apoptoz sonrasi yenilenmeyi

gosteriyor olabilir.

CENTG1 geni ekspresyonunu CPZ+Pera grubunda, CPZ+Serum grubuna gore 2
kat fazla bulduk. CENTG1 geni Fosfoinositid 3 Kinaz Giiglendirici (PIKE) proteinini
kodlar ve sinir hiicrelerinin gelisimi i¢in ¢ok énemlidir (Ye, Aghdasi et al. 2002). Onciil
oligodendrosit hiicrelerinin farklilagmas1 sirasinda ekspresyon seviyeleri artar ve
merkezi sinir sisteminin miyelinizasyonu i¢in énemlidir. PIKE geni knock-out yapilmis
farelerin korpus kallosum bolgesindeki oligodendrosit sayilarinin azaldigi gosterilmistir.
Noronal aktiviteyi ve hiicre sag kalimini diizenler (Chan, Liu et al. 2014). Yapilan baska
bir ¢alismada PIKE’nin metabotropik glutamat reseptor 1 (mGlu;) ile etkileserek
apoptotik hiicre 6limiinii engelledigi gosterilmistir (Rong, Ahn et al. 2003; Tang, Jang
et al. 2008). PIKE proteini, GluA2 alt grubunun yiizey ekspresyonunu kontrol ederek
AMPA reseptor aktivitesini regiile eder. Noron sag kalimi {izerinde etkilidir (Chan,
Chen et al. 2011). MS ¢alismalarinda daha once gosterilmemis olan AMPA reseptor
aktivitesi ile ve miyelinizasyonla baglantili ve bu genin ekspresyonunun perampanel ile
artmis olmasi, perampanelin remiyelinizasyona katki saglayabilecegini ve noral

koruyucu etkisinin olabilecegini ortaya koymaktadir.
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CPZ+Pera grubunda CPZ+Serum grubuna gore ekspresyon seviyesi 5,58 kat
azalan PMCH geni, pro-melanin konsantre edici hormonu kodlar ve viicut gelisimi igin
onemli bir hormondur (Shimada, Tritos et al. 1998). CPZ grubunda ve CPZ+Serum
grubunda oldukca yiiksekken, CPZ+Pera, N+Pera ve N+Serum gruplarinda diisiik
bulunmustur. Kuprizon verilen hayvanlarin kilo kayiplarint 6nlemek igin tepki olarak
arttig1 distintilebilir. Fakat kurpizondan sonra perampanel uygulanan grupta ekspresyon

seviyesinin azalmasi, perampanelin istah kapatan bir 6zelligi oldugunu isaret edebilir.

SIPALL1 geni ekspresyonu CPZ+Pera grubunda N+Pera grubuna gore 4,16 kat
artt. SIPAIL1 geni hiicre iskeletinin yapisinda gérev alir. Onemli gorevlerinde biri
dentritik yapilarin olusmasini saglamaktir (Consortium 2014). Kuprizon uygulamasinda
hiicre yenilenmesinin fazlaca goriilmesi hiicre iskelet yapisina katilan genlerin
ekspresyonunu arttirmasi beklenmektedir. N+Pera grubunda ise N+Serum’a gore 2,98
kat azalmistir. Bu durum perampanelin saglikli grupta meydana getirdigi istenmeyen

etkilerden biridir.

PPP3CA genini N+Pera grubunda CPZ+Pera ve N+Serum gruplarma gore
sirastyla 2,79 ve 2,38 kat diistik bulduk. Kalsindrin proteinini kodlayan bu gen, beyinde
ve kaslarda Ca?*/kalmodulin miktarin1 diizenler (Guerini and Klee 1989). Bazi
caligmalar kalsinorin miktarinin iskelet kasi hipertrofisini arttirdigin1 ortaya koymustur.
(Musaro, McCullagh et al. 1999) Sitoplazmik Ca*?, kalmodiilin proteinine baglanarak
kalsindrin fosfatazi aktive eder. Bu enzim NFAT sitozolik transkripsiyon faktoriiniin
inaktif formundan fosfatlar1 ayirir. Defosforilasyon sonucu NFAT, T hiicre biiyiime
faktorlerinden IL2 ve IL2 reseptorlerini kodlayan geni aktiflestirmek iizere farklilasir.
Perampanel siklosporin benzeri bir etki ile kalsinorine baglanarak T hiicre
aktivasyonunu inhibe eden immiin baskilayici bir etki olusturabilir (Abbas, Lichtman et
al. 2011). Perampanel uygulanan saglikli grupta bu genin ekspresyonunun azalmasi,
immiin sistem aracili bir MS modelinde (EAE veya TMEV) perampanel denemesinin

Onemini gostermektedir.

CPZ+Pera grubunda N+Pera grubuna gore 2,45 kat artis gosteren ARHGDIB
geni Rho protein ailesindendir. Hiicrede sinyalizasyon, ¢ogalma, iskelet yapilanmasi
gibi olaylarda gorev alir (Scherle, Behrens et al. 1993). FAS yolagi ve stres nedenli HSP
diizenlemesi yolagi ile G13 sinyal yolagini etkiler. Kuprizon etkisinden dolay1 artisi

normal olarak degerlendirilir.
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ESRRB geninin, N+Pera grubunda CPZ+Pera ve N+Serum gruplarina gore
sirasiyla 2,64 ve 2,34 kat fazla eksprese oldugu saptandi. Ostrojen reseptorleriyle
baglantili bu genin fare plesentas: gelisiminde gorev aldigi bilinmektedir (Giguere,
Yang et al. 1988). Yolak analizinde bu genin ekspresyonunun perampanel tarafindan
saglikli deneklerde anlamli olarak artirilmasi, perampanelin “Cekirdek Reseptorleri”
yolagini anlamli derecede etkiledigini gostermektedir. Sperm iligkili antijeni kodlayan
ve N+Pera grubunda CPZ+Pera’ya gore 2,05 kat fazla ekspres edilen SPAG5 geni,
stresle indiiklenen hiicrelerde apoptozu diizenlemekte gorev almaktadir (Thedieck,
Holzwarth et al. 2013). Bu veriler perampanelin saglikli bireylerde beklenmeyen etkiler
olusturtabilecegini diisiindiirmektedir. Makrofaj belirtecleri olan CD68 ve CD74
genlerinin ekspresyon seviyesinin de N+Pera grubunda diisilk olmasi bu hipotezi

destekler niteliktedir.

SGPP2 geni ekspresyonu, N+Pera grubunda CPZ+Pera ve N+Serum gruplarina
gore sirasiyla 2,31 ve 2,22 kat artig gosterilmistir. SGPP2 farkli biyolojik siiregleri
diizenleyen sfingozin-1-fosfat (S1P) metabolitini kodlar (Ogawa, Kihara et al. 2003).
Notrofillerde, endotel hiicrelerinde ve diger hiicre tiplerinde TNFA ve LPS gibi
etmenler ile inflamasyonu tetikledigi gosterilmistir (Mechtcheriakova, Wlachos et al.
2007). Kuprizon olmayan grupta perampanelin SP1 aktivasyonunun arttirmasi beklenen

bir durum degildir.

N+Pera grubunda CPZ+Pera ve N+Serum gruplarina gére ekspresyon seviyesi
sirastyla 3,72 ve 4,28 kat azalan SEPW1 geni bir selenoproteindir ve 6zellikle kalp ve
iskelet kasinda ekspres edilir. Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinda gorev alir
(Yeh, Beilstein et al. 1995). Folik Asit ve selenyum metabolizmasi yolaklarinin anlaml
derecede etkilenmesine yol agar. Normal grupta SEPW1 geninin perampanel ile

azalmasi, bu ilacin gelisimi negatif yonde etkileyebilecegi gosterir.

Histolojik degerlendirme sonucu, kuprizonun miyelin miktarini diger gruplara
gore anlamli derecede diigiirdiigiinii gosterdi. Bunun yani sira perampanelin miyelin
miktarin1 CPZ kontrole gore anlamli derece arttirmasi, perampanelin remiyelinizasyona
olumlu katkilarim1 dogrular niteliktedir. Saglikli gruba perampanel verilmesi yine

beklendigi gibi miyelin miktarin1 etkilemedi.

Calismamiz sonucunda, kuprizonun miyelin proteinleri {izerine yaptigi

demiyelizan etki gosterildi. Perampanel uygulanan kuprizonlu gruplarda ortaya c¢ikan
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etkiler, noroprotektif etkinin varligmi disiindiirmektedir. Histolojik degerlendirme
sonuglar1 da bu durumu desteklemektedir. Ayrica, perampanelin kuprizonlu gruplarda
anlamli fark yarattigi Fosfoinositid 3 kinaz gii¢lendirici proteinin (PIKE), AMPA
reseptorleri araciligiyla remiyelinizasyona katki yaptigi sOylenebilir. Bunun yaninda,
saglikli hayvanlarda neden oldugu ekspresyon profil farkliligi, beklenmeyen yan
etkilere neden olabilecegini gosterdi. Farkli olarak, perampanelin saglikli grupta
kalsinorin proteinini kodlayan PPP3CA geninin ckspresyonunu azaltmasi, immiin
sistem aracili bir modelde de iyilestirici etki gosterebilecegini diisiindiirdii. Gelecekte,
bu caligmalarda bulunan genler farkli yontemlerle dogrulanarak c¢alisma sonuglari
genisletilebilir. Protein c¢aligmalariyla, farklilik gosteren genlerin fenotipte yaptiklari
etki daha net gdzlemlenebilir. Bu calisma, daha sonraki calismalarimiz i¢in kaynak

niteliginde olup, MS’e genis bir ¢cerceveden bakma imkani vermistir.



56

KAYNAKLAR

Abbas, A. K., A. H. H. Lichtman, et al. (2011). Cellular and Molecular Immunology:
with STUDENT CONSULT Online Access, Elsevier Health Sciences.

Bleich, S., K. Romer, et al. (2003). "Glutamate and the glutamate receptor system: a
target for drug action.” Int J Geriatr Psychiatry 18(Suppl 1): S33-40.

Chan, C. B., Y. Chen, et al. (2011). "PIKE-mediated P13-kinase activity is required for
AMPA receptor surface expression.” EMBO J 30(20): 4274-4286.

Chan, C. B., X. Liu, et al. (2014). "PIKE is essential for oligodendroglia development
and CNS myelination." Proc Natl Acad Sci U S A 111(5): 1993-1998.

Consortium, U. (2014). "Activities at the Universal Protein Resource (UniProt)."
Nucleic Acids Res 42(Database issue): D191-198.

Constantinescu, C. S., N. Farooqgi, et al. (2011). "Experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) as a model for multiple sclerosis (MS)." Br J
Pharmacol 164(4): 1079-1106.

Drew, P. D., J. Xu, et al. (2008). "PPAR-gamma: Therapeutic Potential for Multiple
Sclerosis." PPAR Res 2008: 627463.

Fukui, T., B. Lassegue, et al. (1995). "Cytochrome b-558 alpha-subunit cloning and
expression in rat aortic smooth muscle cells.” Biochim Biophys Acta 1231(3):
215-219.

Giguere, V., N. Yang, et al. (1988). "ldentification of a new class of steroid hormone
receptors.” Nature 331(6151): 91-94.

Goodman, L. S. (2011). Goodman & Gilman's pharmacological basis of therapeutics.

Goverman, J. (2009). "Autoimmune T cell responses in the central nervous system." Nat
Rev Immunol 9(6): 393-407.

Gudi, V., D. Moharregh-Khiabani, et al. (2009). "Regional differences between grey
and white matter in cuprizone induced demyelination.” Brain Res 1283: 127-
138.

Guerini, D. and C. B. Klee (1989). "Cloning of human calcineurin A: evidence for two
isozymes and identification of a polyproline structural domain.” Proc Natl Acad
Sci U S A 86(23): 9183-9187.

Hafler, D. A. (2004). "Multiple sclerosis.” J Clin Invest 113(6): 788-794.

Herrling, P. L. (1992). "Synaptic physiology of excitatory amino acids."
Arzneimittelforschung 42(2A): 202-208.

Hiremath, M. M., Y. Saito, et al. (1998). "Microglial/macrophage accumulation during
cuprizone-induced demyelination in C57BL/6 mice." J Neuroimmunol 92(1-2):
38-49.

http://www.medicinenet.com/multiple_sclerosis_pictures_slideshow/article.htm.
(01.05.2011). " Multiple Sclerosis Pictures Slideshow, Causes, Symptoms and
Treatment.” from
http://www.medicinenet.com/multiple_sclerosis_pictures_slideshow/article.htm.


http://www.medicinenet.com/multiple_sclerosis_pictures_slideshow/article.htm
http://www.medicinenet.com/multiple_sclerosis_pictures_slideshow/article.htm

57

Jaillard, C., S. Harrison, et al. (2005). "Edg8/S1P5: an oligodendroglial receptor with
dual function on process retraction and cell survival." J Neurosci 25(6): 1459-
1469.

Jurevics, H., C. Largent, et al. (2002). "Alterations in metabolism and gene expression
in brain regions during cuprizone-induced demyelination and remyelination.” J
Neurochem 82(1): 126-136.

Liu, C. C., T. Kanekiyo, et al. (2013). "Apolipoprotein E and Alzheimer disease: risk,
mechanisms and therapy." Nat Rev Neurol 9(2): 106-118.

Mechtcheriakova, D., A. Wlachos, et al. (2007). "Sphingosine 1-phosphate phosphatase
2 is induced during inflammatory responses.” Cell Signal 19(4): 748-760.

Mix, E., H. Meyer-Rienecker, et al. (2008). "Animal models of multiple sclerosis for the
development and validation of novel therapies - potential and limitations." J
Neurol 255 Suppl 6: 7-14.

Murray, T. J. (2009). "The history of multiple sclerosis: the changing frame of the
disease over the centuries.” J Neurol Sci 277 Suppl 1: S3-8.

Musaro, A., K. J. McCullagh, et al. (1999). "IGF-1 induces skeletal myocyte
hypertrophy through calcineurin in association with GATA-2 and NF-ATcl."
Nature 400(6744): 581-585.

Nestler, H. P. (2001). "International Proteolysis Society--drug discovery and
application.” IDrugs 4(12): 1365-1367.

Ogawa, C., A. Kihara, et al. (2003). "Identification and characterization of a novel
human sphingosine-1-phosphate phosphohydrolase, hSPP2." J Biol Chem
278(2): 1268-1272.

Oleszak, E. L., J. R. Chang, et al. (2004). "Theiler's virus infection: a model for multiple
sclerosis." Clin Microbiol Rev 17(1): 174-207.

Pardo, L. A. and W. Stuhmer (2014). "The roles of K(+) channels in cancer.” Nat Rev
Cancer 14(1): 39-48.

Patel, J. R. and R. S. Klein (2011). "Mediators of oligodendrocyte differentiation during
remyelination.” FEBS Lett 585(23): 3730-3737.

Robbins, S. L., V. Kumar, et al. (2010). Robbins and Cotran Pathologic Basis of
Disease, Saunders/Elsevier.

Rogawski, M. A. (2011). "Revisiting AMPA receptors as an antiepileptic drug target."
Epilepsy Curr 11(2): 56-63.

Rogawski, M. A. and T. Hanada (2013). "Preclinical pharmacology of perampanel, a
selective non-competitive AMPA receptor antagonist.” Acta Neurol Scand
Suppl(197): 19-24.

Rong, R., J. Y. Ahn, et al. (2003). "PI3 kinase enhancer-Homer complex couples
mGIuRI to PI3 kinase, preventing neuronal apoptosis.” Nat Neurosci 6(11):
1153-1161.

Scherle, P., T. Behrens, et al. (1993). "Ly-GDI, a GDP-dissociation inhibitor of the
RhoA GTP-binding protein, is expressed preferentially in lymphocytes." Proc
Natl Acad Sci U S A 90(16): 7568-7572.



58

Skripuletz, T., V. Gudi, et al. (2011). "De- and remyelination in the CNS white and grey
matter induced by cuprizone: the old, the new, and the unexpected.” Histol
Histopathol 26(12): 1585-1597.

Sospedra, M. and R. Martin (2005). "Immunology of multiple sclerosis." Annu Rev
Immunol 23: 683-747.

Suzuki, T., K. Nishiyama, et al. (2000). "Molecular cloning of a novel apoptosis-related
gene, human Napl (NCKAP1), and its possible relation to Alzheimer disease.”
Genomics 63(2): 246-254.

Szenasi, G., M. Vegh, et al. (2008). "2,3-benzodiazepine-type AMPA receptor
antagonists and their neuroprotective effects.” Neurochem Int 52(1-2): 166-183.

Tang, X., S. W. Jang, et al. (2008). "Netrin-1 mediates neuronal survival through PIKE-
L interaction with the dependence receptor UNC5B." Nat Cell Biol 10(6): 698-
706.

Thedieck, K., B. Holzwarth, et al. (2013). "Inhibition of mMTORC1 by astrin and stress
granules prevents apoptosis in cancer cells." Cell 154(4): 859-874.

Trotter, J., K. Karram, et al. (2010). "NG2 cells: Properties, progeny and origin." Brain
Res Rev 63(1-2): 72-82.

Wergeland, S., O. Torkildsen, et al. (2011). "Dietary vitamin D3 supplements reduce
demyelination in the cuprizone model." PLoS One 6(10): e26262.

Ye, K., B. Aghdasi, et al. (2002). "Phospholipase C gamma 1 is a physiological guanine
nucleotide exchange factor for the nuclear GTPase PIKE." Nature 415(6871):
541-544,

Yeh, J. Y., M. A. Beilstein, et al. (1995). "Tissue distribution and influence of selenium
status on levels of selenoprotein W." FASEB J 9(5): 392-396.



59

ETIiK KURUL KARARI

T.C
iSTANBUL ONIVERSITES]
NAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU

saye: 70127 3o 2907172012
Sie 'l D, Zeliky YAZICT

Istaabul Cniversizesi Fen Fakiiliesi

Kurme No 2027 f 3o

Bagvuru 190 202

Socumluluguny iistlendigin s, agnirdn yahsma matersali belimlen, Yithach .[.i.:u'l:s c‘J_c-:pcnc.s:
Ferhat GUZEL'e gt “Ruprizen ile CHagluwkn MS Medzlinde. AMPA .-\nlag_.)m_s:l "l‘.l"jllll,\.'llull:»
Lekilerinin Array Tahanh Gen Ekspresvonu ie Tavim™ ssimli projeniz kwenlumiz Lralndan incclomiis

ve Ltk Kargl ilkelerine uygun bulurmusin

| Calisilacak Fiirii ' lare -
Hayvanin Cinziveti Erkeh
Savesa 32

Proje Bashingie Biriy Juribi | 0502 200305 06,2018

-~
Prof. Di. Aley AETRIGAN KaAMAZ
LU 1JADY HK Bagkafy
~
! (y)mﬁ(zq é(j*‘/‘ ’
Fral_Mr. Poar YAMANTURK CLLIK
Use

YALJIRIK
wkan Yordime:si

Prof. [r. M2

LD HADYE
{1

3 4 \

I
RPN &
’ *!} ,'4 ) ? =7 \V’b\,\/\&‘ﬂ%

) Iu/ ,_'“ e
Pmi.“@r. uk CAKATAY I')og:."l o Alper OKY AR ~Yard. Doy, De. Allan ARMUT AR
tive Uve Uhe
ATy
~_‘-\ | /
. Vi b o
Y

Uem. 1"r.L'_f1.Hch.Fuuna TEKELI  Mak. viik Mih, Yard.Mog.Dr.Burak OLGUN v\'\I‘t{.ka S’ulm«}DL\-‘HR
e Tve Uve

(



60

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi FERHAT Soyadi GUZEL
Dog.Yeri |KARS Dog.Tar. 04.04.1988
Uyrugu T.C. TC Kim No |45568445832
Email frhtgzl@gmail.com Tel 05059260350
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
Yiik.Lis.
Lisans Istanbul Teknik Universitesi 2011
Lise Tire Kutsan Anadolu Lisesi 2005

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

|G6revi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. Proje ve Uygulama Sorumlusu | DONE Genetik ve Biyoinformatik A.S. 2012-

2. Genel Midiir Gentera Biyoteknoloji Limited Sirketi 2013-

3. -
Yabana |Okudugunu . . KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puam
ingilizce |Cok iyi Cok iyi Cok iyi -

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel
LES Puam
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
Matlab Orta
R Programlama Orta

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

Ozel flgi Alanlar1 (Hobileri):



mailto:frhtgzl@gmail.com

