T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ETIL PIRUVAT’IN MIKROGLIAL
HUCRELERDE NLRP3 INFLAMAZOM
AKTIVASYONUNA ETKIiSI

Irem Nur GOKBAYRAK

TEMEL SINIRBILIMLER
YUKSEK LISANS TEZI

[ZMIiR-2019

TEZ KODU: DEU.HSI.MSc-2016970140



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ETIL PIRUVAT’IN MiKROGLIAL
HUCRELERDE NLRP3 INFLAMAZOM
AKTIVASYONUNA ETKISI

TEMEL SINIRBILIMLER
YUKSEK LISANS TEZI

Irem Nur GOKBAYRAK

Danisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Sermin GENC

TEZ KODU: DEU.HSI.MSc-2016970140



Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Sinirbilimler Anabilim Dali, Temel
Sinirbilimler Yiiksek Lisans programi &grencisi Irem Nur GOKBAYRAK’in ‘ETIL
PIRUVAT’IN MIKROGLIAL HUCRELERDE NLRP3  INFLAMAZOM
AKTIVASYONUNA ETKISI’ konulu Yiiksek Lisans tezini 07/01/2019 tarihinde basarili

olarak tamamlamustir.

BASKAN
Prof. Dr. Sermin Geng
DEU Saglik Bil. Ens. Sinirbilimler AD.

S
.. ) \C / o
OYE /N UYE
Prof. Dr. Pfr@ Akan Prof. Dr. Mehmet Korkmaz
DEU Saglik Bil. Ens. Sinirbilimler AD. CBU Tip Fak. T1bbi Biyoloji AD.
YEDEK UYE YEDEK UYE
Dr. Ogr. Uyesi Mehtap Yiiksel Egrilmez Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz

DEU Tip Fak. Molekiiler Tip AD. EGE Mih Fak. Biyomiihendislik AD.



ICINDEKILER

ICINDEKILER .........ooooiiieeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeee ettt ettt i
TABLO DIZINI........cooiiiiiiii s iv
SEKIL DIZINT ..ottt v
KISALTMALAR .ottt Vi
TESEKKUR ........oooiiieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt viii
OZET.......o oo 1
ABSTRACT et b bbbttt bbb 3
1. GIRIS VE AMAC ......oooiiiiiiiiiieciesie e 5
2. GENEL BILGILER .....c.ccoooosiiiiiiniiiiinieiiesiesessiseissie s 6
2.1, IMIKIOQIIA.....cviiei ittt 6
Mikroglia Tarihgesi ve KOKENI .......covveiiiiiiiiiieenesee s 6
MiKroglia GelISIMI ..o.vvivieiiiieiiiieiie e 7
Mikroglianin PolariZasyonu ...........ccoiuiriiiiiiiiie e 7
Mikroglianin FONKSiyonlart.........coccoouiiiiiiiiiicice e 8
Mikroglianin Noronal Sagkalima EtKileri..........cccocviiiiiieiiiiiiicecie e 8
Mikroglianin Noronal Oliime BtKileri.........cccevivevrieeieriiesiesieeeescreseeeeeseeee s 9
Mikroglianin Sinaptogenezise EtKileri..........cccovviiiiiiiiiiiiiiie 9
Mikroglia ve Norodejeneratif Hastaliklar ... 10
Mikroglia ve INfEKSIYON .......ccvviviviriiiiicecieieeeee e 10
2.2, INfIAMAZOML......cvivieivcececececect ettt sttt a s s s s et es s s et et s sttt seseseseseeees 11
Inflamazom AKHVASYONU ..........cevivevirieeiiseeesiseiesese e 11
NLRP3 Inflamazom AKHVAtSIIETi.........ccvevviereieriiecceeiee e 13
Mikrogliada INflamazom...............cccceeiiiuiueriiiiecee e 16
2.3, B PIFUVAL. ..o 17
GENEI BIIGIIET ... 17
EP’nin Noroprotektif EtKIleri......cccooviiiiiiiiiiiiie e 17
Periferik Anti Inflamatuar EtKIileri ... 18
INVIVO EEKIHEIT ..o 18
IN VIO EKIIEIT ... 21
Santral Anti Inflamatuar EtKIleri...........ccccoooiiiiiiiiiii 22



TN VIVO ERKIIBIT .t eeneeeeennnnennennnnnes 22

IN VIO EKIIEIT ... 22

3. GEREC VE YONTEM .......ccocoiimiiiiiiinriisiineiesiessesssssssssssesssses s 24
3.1, Arastirmanin TiPi.ooueeeieee i 24
3.2, Aragtirmanin Yeri V& ZaAMANI......c.ceuueeruieiueaiueeaieeaeeeseeasessseessseesseeasessssesssesssneanns 24
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplart .........c.cocoeveveveeeerenencrenennns 24
3.4, Calisma Materyali ......cccviiiiiiiiiie i 24
3.5, Calismanin DegisKenleri .........cccvviiiiiiiiiiiiii e 24
3.6. Veri Toplama ATaGlart .........cociiiiiiiiiiiiiieceee e 25
HUCTE KUIUIT. ...t 25

HUCTE PaSAJ1....uviiiiiiiice e 25
INVITEO DENEYIET ..o 26

Presto Blue ile Hiicre Canliliginin Belirlenmesi ..........ccccecviviiiiniiiiiicc e 26
Propidium Iyodiir Boyamasi ile Hiicre Oliimiiniin Belitlenmesi ..........c.cc.cccovevevrvnnnen. 27
ELISAile IL-1 8 Sitokinin OICHMI ........cveveverireeeceereeeseeeecee et esereteseseseseee s s e 27

EP’nin LPS + ATP ile indiiklenmis N9 Mikroglia Hiicrelerinde IL-1 3, IL-18 ve

NALP3 Genlerinin mMRNA Ekspresyon Seviyesine EtKiSi.........cccccoovviiiieieniinnnnn. 28
RNA IZOIASYONU 1...voveviieiicee ettt 28
CDONA SENEZI ... 29
Kantitatif PCR ANGLIZI ........cooiiiiiiiicic s 29
Immunoblot Yéntemiyle Inflamazom ile liskili Protein Degisimlerinin Gosterilmesi 29
Mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirlerinin MitoSOX ile Belirlenmesi ...........c.cccoveeee. 32
Hiicresel Reaktif Oksijen Tiirlerinin CM—H;DCFDA Y 6ntemi ile Belirlenmesi.......... 32
Mitokondriyal Membran Potansiyelinin JC-1 Boyamasi ile Belirlenmesi.................... 32
3.7. Arastirma Plani ve TakvVImi: ....cccocciiiiiiiiiiii i 34
3.8. Verilerin Degerlendirilmesi: ........ccocveiiiiiiiiiieiee e 34
3.9. Aragtirmanin SInIrhIKIArL: ......cooiiiiiii 35
3.10. Etik KUrul Onay1: ......cooiiiiiiiiiiiicii e 35
4. SONUCGLAR ...ttt 36

4.3. EP’nin LPS + ATP ile Indiiklenmis N9 Mikroglia Hiicrelerinde IL -1 3, IL-18 ve
NALP3 Genlerinin mMRNA Ekspresyon Seviyesine EtKiSi .........cc.ccoovvvveiineninenenen 38



4.4, Immiinoblot Yéntemiyle Inflamazom ile iliskili Protein Degisimlerinin
GOSTEITIMEST 1.ttt ettt sttt ettt et e st et et e e et e e sae e e bt e sbneebeennneenes 40
4.5. EP’nin LPS+ATP sitotoksisitesinde N9 mikroglial hiicre 6liimii {izerine etkisi ...42
4.6. EP’nin LPS+ATP ile uyarilmis mikroglial hiicrelerin mitokondrial ROS
Uretimlerine 0lan EtKISI.........uiiuieiiiii et 44
4.7. EP’nin LPS + ATP ile Uyarilmis Mikroglial Hiicrelerin ROS Uretimlerine Olan
Etkisi 45

4.8. EP’nin LPS + ATP ile Uyarilmis Mikroglial Hiicrelerin Mitokondriyal Membran

Potansiyeline Etkisinin GOStErilmMeSs ......ccoiviiiiiiiiiiiiiiiic e 46
5. TARTISMA . ..ottt are e 47
6.  SONUC VE ONERILER .......ccocosiimiiiiiiiiiesiiesies s 51
7. KAYNAKLAR .ot 52
SRS IO W A R AN 59
8.1. EK-1 Etik KUrul Onay1 .....c.cccveiiiiiiieiiiciee e 59
8.2, OZEECIMIS ..vuvueeieivviteetete et ete ettt ettt a ettt a bt s et ettt s e, 62



TABLO DIiZiNi

Tablo 1. Etil Piruvat’in in vivo Periferik Anti Inflamatuar Etkileri

Tablo 2: ANTIKOT LISTEST ..eveeeeeeeeeeeeeeeee et aa e



SEKIL DIZINi

Sekil 1. NLRP3 inflamazom aktivasyOnU:...........c.ouiniiniitie i 10
Sekil 2. EP’nin ¢esitli dozlarinin bazal hiicre 6liimii lizerine etkisi:...................coenn. . 35
Sekil 3. EP’nin IL-1p sitokin seviyesine etkisinin ELISA yontemiyle dlgiilmesi:..........36
Sekil 4. EP’nin inflamazom belirteci genlerin mRNA’lar1 iizerindeki baskilayicr etkisi:......37

Sekil 5. EP’nin IL-1p protein seviyesindeki etkisinin immiinoblotlama ile gosterilmesi:.38
Sekil 6. EP’nin LPS+ATP ile indiiklenen hiicre 6liimii iizerine etkisi:39

Sekil 7. LPS+ATP ile indiiklenen mikroglial hiicrelerin mitokondrial ROS iiretimine EP’nin
etkisi:. 40

Sekil 8.LPS+ATP ile indiiklenen mikroglial hiicrelerin ROS iretimine etkisi
...40

Sekil 9. LPS+ATP ile indiiklenen mikroglial hiicrelerin membran potansiyelinin gosterilmesi:



KISALTMALAR

ATP: Adenozin Trifosfat

cDNA: Komplementer DNA (Complementary DNA)

CNS: Santral Sinir Sistemi

DAMP: Hasara-bagli Molekiiler Kaliplar (Danger-Associated Molecular Patterns)

DC: Dendritik hiicre

DIC: Ayrimsal Girisim Zithikli Isik Mikroskopisi(Differential Interference Contrast
microscopy)

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

FBS: Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum)

GAPDH: Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz

HRP: Karaturp peroksidaz (Horseradish Peroxidase)

IF: Immiinflorasan

IFN-B: Interferon Beta

IFN-y: Interferon Gama

IL: Interlokin

INOS: Indiiklenen Nitrik Oksit Sentaz

KBB: Kan Beyin Bariyeri

LPS: Lipopolisakkarit

MMP: Matriks Metaloproteinaz

MRNA: Messenger RNA

MS: Multipl Skleroz

NADPH: Nikotin Adenin Diniikleotit Hidrojen Fosfat

NALP3: NACHT, LRR ve PYD domainleri igeren Protein 3

NF-«xB: Niikleer Faktor Kappa-B

NLRP3: NOD benzeri reseptor ailesi pyrin domain igeren protein 3 (NOD-like receptor
family, pyrindomain containing protein 3)

NOD: Niikleotit —baglanan oligomerizasyon

NRF2: Niikleer faktor-E2-iligkili faktor 2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2)

PAMP: Patojen iligkili molekiiler kaliplar (Pathogen associated molecular patterns)

PBS: Fosfat tamponlu fizyolojik soliisyon (Phosphate buffered saline)

Vi



PI: Propidium Iyodiir

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive oxygen Species)
RT-PCR: Kantitatif PCR (Real-Time PCR)

SOD1: Siiperoksit Dismutaz 1

TLR: Toll-benzeri reseptor

TNF-a: Tiimor Nekroz Faktor alfa

Vii



TESEKKUR

Yiiksek lisansimi tamamlarken bana yardimei olan, bilgileriyle bana yol gdsteren

danisman hocam Prof. Dr. Sermin GENC’e,
Deneysel bilgileriyle bana destek olan Geng Lab ckibine,

Maddi ve en ¢ok da manevi olarak bana her daim destek olan, bana sonsuz giivenen
annem Deniz GOKBAYRAK’a, babam Goktirk GOKBAYRAK’a, teyzem Filiz
MERGEN’e, anneannem Sekiirce MERGEN’e,

Hayata beraber gozlerimi actigim, sevgili yoldasim Ozde Elif GOKBAYRAK ’a,

Ictenligi ve yardimseverligiyle yanimda olan, ¢alistigim siire boyunca bana destek olan

canim arkadaslarim Tugba SAN ve Irem ARTUN’a
Uzakta da olsa manevi destegini esirgemeyen, canim dostum Erenay CERI’ye,

Kosulsuz sevgisi ve sonsuz giiveniyle her zaman yanimda olan, bilgisiyle bana farkli

bakis agilar1 katan hayat arkadasim Ekin ATAY ’a tesekkiir ediyorum.

Irem Nur GOKBAYRAK

viii



ETIiL PIRUVAT’IN MiKROGLIAL HUCRELERDE NLRP3 iNFLAMAZOM
AKTIVASYONUNA ETKIiSi

frem Nur GOKBAYRAK, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Sinirbilimler Ana Bilim Dali, 35340, Inciralt, Izmir

OZET
Inflamazom aktivasyonu klasik inflamatuar yanitlardan farkli olarak baslayan ve gelisen

bir siirectir. Inflamazom aktivasyonun olusabilmesi icin makrofaj veya mikroglia hiicresinin
algilayacagi bir tehlike sinyalinin olmasi gerekir. Bu sinyal; patojenle iliskili molekiiler
yapilar (PAMP) ya da hasarlanma ile iligkili molekiiler yapilar (DAMP) olarak adlandirilirlar.
Inflamazom aktive oldugunda kaspaz-1 araciligiyla interlokin-1p (IL-1p) ve interlokin-18 (IL-
18) gibi sitokinlerin salinimi gerceklesmektedir. inflamazom aktivasyonu oldugunda hiicre
olimii de gergeklestiginden, inflamazom aktivasyonunun regiilasyonu ve baskilanmasi énem
arz etmektedir. Etil Piruvat (EP) anti inflamatuar ve pro metabolik etkileri olan bir
molekiildiir. EP’nin Alzheimer ve Parkinson gibi noérodejeneratif hastaliklarin klinik
tablolarinda iyilesme sagladigi gosterilmistir. Ayrica BV2 mikroglial hiicre hattinda
inflamatuar aktivasyonu baskiladig1 saptanmistir. Calismamizda EP’nin N9 mikroglial hiicre

hattinda inflamazom aktivasyonuna etkisinin incelenmesi amaglanmustir.

Calismamizda, N9 mikroglial hiicrelerine Lipopolisakkarit (LPS) ve ATP uygulamasi
ile NOD benzeri reseptor ailesi pirin domain igeren protein 3 (NLRP3) inflamazom
aktivasyonu olusturuldu. Oncelikle EP’nin inflamazom aktivasyonunu baskilayacak ve en
onemlisi hiicrelere toksik olmayacak dozu belirlenerek baslandi. Daha sonra inflamazom
aktivasyonunun belirtegleri mRNA diizeyinde real-time PCR, protein diizeyinde ELISA ve
immunblot yontemleri ile incelendi. Bunun yaninda mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve mitokondriyal membran potansiyeli florometrik yontemlerle tespit edildi.
Sonuglarimiza gére EP, LPS+ATP modeli ile NLRP3 inflamazom aktivasyonu
gergeklestirilen N9 mikroglial hiicrelerinde, IL-1f ve IL-18 inflamatuar sitokinlerinin mRNA
diizeyinde miktarini istatistiksel olarak anlamli azaltmistir. Ayrica, inflamazom ile iliskili
proteinlerin ekspresyonunu ve inflamazom aktivasyonu sonucunda goriilen piroptotik hiicre
Oliimiinii azaltti. Bunlarin yani sira, mitokondriyal ROS miktarini baskilayip ve mitokondriyal

membran potansiyelinin bozulmasini 6nledi.



Bu c¢alisma EP’nin mikroglial hiicrelerde inflamazom aktivasyonunu baskiladigini

gosteren ilk caligmadir.

Anahtar Kelimeler: Etil Piruvat, Mikroglia, NLRP3 inflamazom, piropitoz, LPS,
ATP



THE EFFECTS OF ETHYL PYRUVATE ON NLRP3 INFLAMMASOME
ACTIVATION IN MICROGLIAL CELLS
frem Nur GOKBAYRAK, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences,

Department of Neuroscience, 35340, Inciralti, izmir

ABSTRACT
Inflammasome activation is a process that begins and develops differently from

classical inflammatory responses. For inflammasome activation, a danger signal must first
reach the macrophage or microglia cell. In order to induce inflammasome activation, there
must be a danger signal detected by the macrophage or microglia cell. This signal either
can be named damage-associated molecular pattern (DAMP) or pathogen-associated
molecular pattern (PAMP). When inflammasome mediators are active, cytokines such as
interleukin-1 and interleukin-18 (IL-18) are released via caspase-1. Regulation and
suppression of inflammasome activation is important because cell death can occur when
inflammatory activity is present. Ethyl pyruvate (EP) is a molecule with anti-
inflammatory and pro metabolic effects. EP has been shown to improve clinical
presentation of neurodegenerative diseases such as Alzheimer's and Parkinson's. It was
also found that BV2 inhibits inflammasome activation in the microglial cell line. In our
study, it was aimed to investigate the effect of EP on N9 microglial cell line for
inflammasome activation.

In our study, inflammasome activation of protein 3 (NLRP3) containing NAD-like
receptor family pyrine domain by Lipopolysaccharide (LPS) and ATP administration to
N9 microglial cells was established. First, it will play an active role in the inflammasome
activation of EP and most importantly it has been started by determining the dose not
toxic to the cells. Subsequently, outputs of inflammasome activation were examined by
real-time PCR, protein level ELISA and immunoblot methods at mRNA level. In addition,
mitochondrial reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial membrane potential were
determined by fluorometric methods. According to our results, EP significantly reduced
the amount of IL-1B and IL-18 inflammatory cytokines in mRNA level with LPS+ATP
model which activates NLPR3 inflammasome in N9 microglial cells. In addition, it
suppressed the amount of mitochondrial ROS and prevented the mitochondrial membrane
potential from deteriorating. This study is the first to demonstrate that EP is effective to

suppress the NLRP3 inflammasome activation in microglial cells.



Keywords: Ethyl Pyruvate, Microglia, NLRP3 Inflammasome, Pyroptosis, LPS,
ATP



1. GIRIiS VE AMAC

Mikroglial hiicreler Santral Sinir Sistemi (SSS)’nin ana inflamatuar hiicreleridir.
Mikroglial hiicreler patojenik veya patolojik uyaranlar ile aktif hale gelmektedir. Inflamazom
aktivasyonu klasik immun yanitlardan farkli mekanizmalarla aktive olan sitozolik protein
kompleksidir. inflamazom aktivasyonun dokuya zarar verecek diizeye geldiginde, hiicrelerin
hasardan korunmasi i¢in baskilanmasi gereklidir. Etil Piruvat (EP) ise anti inflamatuar ve
sitoprotektif etkilere sahip bir Kimyasaldir. Bu ¢alismanin amaci1 EP’nin, Lipopolisakkarit
(LPS) ve Adenozin Trifosfat (ATP) ile NOD benzeri reseptor ailesi pirin domain igeren 3
(NLRP3) inflamazom aktivasyonundaki etkisini incelemektir.

Calismamizda, N9 mikroglial hiicre hatti kullanildi. Mikroglial hiicrelerde NLRP3
inflamazom aktivasyonu LPS+ATP uygulanarak gergeklestirildi. EP’nin NLRP3 inflamazom
aktivasyon belirteglerine etkisi protein ve mRNA ekspresyon diizeyinde incelendi. I1L-1B
diizeyi ELISA yontemiyle belirlenirken, IL-1f proteininin diizeyi immiinoblot yontemi ile
analiz edildi. mRNA seviyesinde ise IL-1B, IL-18 ve NLRP3 diizeyleri real-time PCR
yontemi kullanilarak incelendi. NLRP3 inflamazom sonucu goriilen piroptotik hiicre 6liimii
Propidium iyodiir (PI) boyamasi yapilarak incelendi. Mitokondriyal membran potansiyeli JC-
1 boyamasi ile mitokondriyal ROS olusumu mitoSOX boyamasi ve CM-H;DCFDA

yontemleri ile incelendi.

Bu c¢alisgma sonunda elde edilen bulgular EP’nin mikroglial hiicrelerde NLRP3
inflamazom aktivasyonu ile iliskili sitokinlerin salinimi ve proteinlerin ekspresyonu inhibe
etmis, ayrica bu aktivasyonla indiiklenen piroptotik hiicre Oliimiinii baskiladigini ortaya

koymustur.

H1: LPS ve ATP ile uyarilan N9 fare mikroglial hiicrelerinde EP, NLRP3 inflamazom

aktivasyonunu baskilar.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikroglia

Mikroglia, merkezi sinir sisteminde (CNS) yerlesik bulunan immiin hiicrelerdir ve
bagisiklik yanitinda 6nemli bir rol oynarlar. Bunun yan1 sira nérovaskiiler birimin de (NVU)
onemli bir bilesenidir (Spindler & Hsu, 2012). Mikroglia beyin hasari ve immiinolojik
uyaranlar altinda aktif hale gelir (Kreutzberg, 1996) ve “istirahat halinden” aktif duruma
gecerken gesitli degisiklikler gegirir (Hanisch & Kettenmann, 2007). Bu aktivasyonun sonucu
olarak gergeklesen noroinflamasyon, norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesinde (McGeer &
McGeer, 1995) ve kan-beyin bariyerinin (KBB) bozulmasinda 6nemli rol oynar (Lassmann,
van Horssen, & Mahad, 2012). Mikroglia, tim glial hiicrelerin %10 ila 15'ini olusturur ve
siklikla CNS'nin dokuya yerlesik makrofajlar1 olarak adlandirilir. Ancak, meningeal, koroid
pleksus ve perivaskiiler makrofajlardan farkli olarak mikroglia, yumurta sarisi (yolk sak)
kesesinden koken alir ve CNS'yi doldurur (Ginhoux et al., 2010). Eriskin beyninde mikroglia,
kiigiik bir hiicre govdesine sahiptir ve yiiksek oranda parcalanmistir. Bu oOzellikleri ile
makrofajlardan ve dendrtitik hiicrelerden (DC) ayr1 bir morfolojiye sahiptirler. Mikroglia
CNS gelisimi, homeostazisi ve neredeyse tiim CNS hastaliklarina katilir (Nayak, Roth, &
McGavern, 2014).

Mikroglia Tarihgesi ve Kokeni

Mikroglia aragtirmasiin kokleri, Franz Nissl, Santiago Ramén y Cajal ve Pio del Rio
Hortega'nin 6ncii ¢alismalarindan gelmektedir. Ramon y Cajal'in 6grencisi olan Rio Hortega,
bu hiicreleri isimlendirdi ve mikroglianin babasi olarak kabul edilmistir (Kettenmann,
Hanisch, Noda, & Verkhratsky, 2011). Hortega, mikroglianin temel morfolojik 6zelliklerini
titizlikle tanimladi ve fagositik fonksiyonlarini tahmin etti. Ayrintili histolojik analizleri ile
bugiinkii mikroglial biyoloji anlayisinin da temelini atti. Rio Hortega’nin gézlemlerinden bu
yana, mikroglia ile ilgili buluslar biiyiik dl¢tide gelisti. Karmasik morfolojiye ve plastisiteye
sahip olan mikroglia, siirekli degisen c¢evrelerinin ihtiyaglarii karsilamak igin fagositik
faaliyetlere katilabilen beyinde yerlesik fagositlerdir, ancak islevleri bunun Gtesine uzanir

(Goldmann, Tay, & Prinz, 2013).



Mikroglia Gelisimi

Mikroglial soy ve kokeni ile ilgili tartigmalar Rio Hortega'nin kesfinden kisa bir siire
sonra basladi. Periferik monositler/makrofajlar ve DC'lere fenotipik benzerlikler nedeniyle
mikroglianin hematopoietik kdkenli oldugu one siiriilmiistiir. Nitekim bir dizi kemik iliginin
yeniden ingas1 calismasi ile mikroglianin myeloid kokenli olduguna ve hematopoetik

sistemden tiiredigi sonucuna varmistir (Simard & Rivest, 2004).

Baslangicta mikroglianin dolasan monositlerden tiiredigi diisiiniilmiistiir. Bu varsayim,
radyasyona bagli miyeloablasyonun kandan tiiretilmis Ly-6C hi CCR2 + monositler
tarafindan CNS'nin ge¢isini kolaylastirdigin1  gosteren ¢alismalarla desteklenmektedir
(Mildner et al., 2007). Yenidogan gelisimi sirasinda, islenmis miyeloid onciileri mikrogliaya
farklilagtig1 ve bu gelisim programi transkripsiyon faktorleri, biiyiime faktorleri, kemokinler,
matriks metaloproteinazlar (MMP) ve mikroRNA'lar1 igeren ancak bunlarla sinirli olmayan
cesitli molekiiller tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir. Erigskin CNS'de mikroglia, mitoz
ve apoptoz arasinda bir denge ile sabit durum kosullarinda tutuldugu belirlenmistir

(Wirenfeldt et al., 2009).

Mikroglianin Polarizasyonu

Mikroglia polarizasyonu yaralanmaya yanit olarak gelisir. Pro inflamatuar M1 (klasik)
ve anti inflamatuar M2 (alternatif) olmak tizere iki ¢esit fenotip igerir (Hu et al., 2012). M1
polarizasyonunun indiiksiyonu, bir siirii farkli sinyal yolaklarini ig¢erir. Bunlardan bazilari;
IFN-y, IL-1B, IL-6, TNF-a gibi sitokinler, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Indiiklenen
Nitrik Oksit Sentaz (INOS) gibi metabolik enzimler, CD16 ve CD32 gibi yiizey
reseptorleridir (Zhao et al., 2018).

Diger taraftan, M2 polarizasyonuna IL-4, IL-10, TGF-$ gibi sitokinler ve CD206 gibi
yiizey belirtecleri aracilik eder (Martinez, Helming, & Gordon, 2009). M2 mikroglia, M1
mikrogliadan ayri bir fonksiyona sahiptir. Glial hiicreden tiiretilmis nérotrofik faktor (GDNF)
ve beyin kaynakli norotrofik faktéor (BDNF) dahil olmak iizere noéroprotektif faktorlerin
salgilanmasi yoluyla doku hasarini iyilestirebilir (Matsushita, Nakajima, Tohyama, Kurihara
et al., 2008).



Mikroglianin Fonksiyonlari

Mikroglia normal beyin gelisimi i¢in vazgecilmezdir. Gelisen beyinde mikrogliogenez
ve norogenez meydana geldigi diisiiniildiginde, bu iki mekanizmanin i¢ ice gegcmesi
muhtemeldir. Son on yil boyunca yapilan c¢alismalar ile mikroglianin gelisim sirasinda
noronlarla etkilestigi ve yetiskin CNS'de oldugu ortaya c¢ikmistir. Bu etkilesimlerin
bozulmasi, CNS gelisimi ve islevi lizerinde ciddi bir olumsuz etkiye sahip olabilmektedir

(Nayak et al., 2014).

Homeostatik fonksiyonlarinin bir pargasi olarak, mikroglial hiicre govdeleri sabit kalir,
ancak stirecleri c¢evreleyen ekstraseliiler alani siirekli olarak tarar ve dogrudan noronlar,
astrositler ve kan damarlar ile iletisim kurar. Mikroglianin siirekli hareket durumu, aktif bir
fenotipe doniiserek ve inflamatuar fonksiyonlar: ger¢eklestirerek hasara veya infeksiyona hizl
bir sekilde yanit vermelerini saglar. Mikroglia ¢ok g¢esitli hasarlara karst cevap
verebilmektedirler. Ormegin parankimal hasar, dejenerasyon veya enfeksiyonun neden oldugu
spesifik faktorlerin saptanmasi tizerine mikroglia, morfolojik doniistimlere ugrar ve CNS
hasarlarinin listesinden gelmek ve onarmak icin tasarlanan genetik programlarin indiiksiyonu
yoluyla hizli bir sekilde yanit verir. Neredeyse tiim néropatolojik durumlarda (6rnegin
dejeneratif hastaliklar, infeksiyon, inme, timdrler, beyin hasari1) mikroglial morfoloji, fenotip
ve fonksiyon doniisiimleri gozlemlenir (Nayak et al., 2014). Calismalar, bu uzmanlasmis
hiicrelerin, CNS'nin genel saglhigmin korunmasinda biiyiik bir rol oynadigini gostermistir

(Goldmann et al., 2013).

Mikrogliamin Noronal Sagkalima Etkileri

Erken gelisim sirasinda, gesitli norotrofik faktorler spesifik noronal soylarinin ve sinaps
Olusumunun farklilagmasin1 ve sagkalimmini destekler; yetiskinlik doneminde bu ayni
norotrofinlerden bazilar1 noronlarin sagligini ve sagkalimimi diizenler. Mikroglianin 6nemli
bir islevi, ndronal sinapslarin olusumunu ve hayatta kalmalarin1 destekleyen trofik faktorleri
serbest birakarak cevredeki hiicresel ortama katkida bulunmasidir. Ornegin, cevredeki
mikroglia tarafindan salinan insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1), postnatal gelisim

sirasinda V tabakasi kortikal néronlarinin hayatta kalmasini tetikler (Ueno et al., 2013).



Mikroglianin Néronal Oliime Etkileri

Olgunlagsmamis noronlarin yaklasik yarisi, oncelikle programlanmis hiicre Oliimiiyle
beyin gelisimi sirasinda 6lmektedir. Bu kapsamli programlanmig hiicre liimiiniin nedeni tam
olarak anlagilmamis olsa da, hatali farklilasma ve gog¢ten kaynaklanan hatali noronlarin
fazlaliginin ortadan kaldirilmasimi gerektirdigi one siiriilmektedir. Ek olarak, uygun ndronal
sinapslar1 olusturmada basarisiz olan veya sadece gecici fonksiyonlar1 yerine getiren ndronlar
programlanmis hiicre Gliimlerinden ge¢melidir. Noronal hiicre 6liimii, hiicre igi faktorler
tarafindan veya programlanmis hiicre Oliimiinii indiiklemek ve ortaya ¢ikan hiicresel
kalintilar1 temizlemek icin iyi dengelenmis mikroglia gibi aksesuar hiicreler tarafindan

baslatilabilir (Nayak et al., 2014).

Gelisim sirasinda indiiklenen hiicre 6liim miktari, ortaya cikan hiicresel kalintilart
gidermek icin etkin ve verimli bir temizleme sistemini zorunlu kilmaktadir. Bilindigi {izere,
mikroglia bu temizlemeye fagositoz yoluyla katilir ve daha da dnemlisi, bir inflamatuar yaniti

baglatmadan fagositik hiicreleri devreye sokabilir (Hristova et al., 2010).

Mikroglianin Sinaptogenezise Etkileri

Sinaptik homeostaz igin mikroglial fagositik aktivite ¢cok énemlidir (Wake, Moorhouse,
Jinno, Kohsaka et al., 2009). Mikroglia gelisim sirasinda noronal budama siirecine katilir ve
sinaptik aktivitenin yani sira plastisiteye cevap verir (Roumier et al., 2004). Embriyogenez
sirasinda ortaya ¢ikan ilk mikroglia miyeloid progenitorlerden tiirevlenmistir ve bu agamada
hem astrogliogenez hem de oligodendrogliogenezden 6nce CNS'nin tek glial hiicreleridir
(Ginhoux et al., 2010). Boylece, astrositlerin yoklugunda, mikroglia erken embriyonik
sinaptogenezde aktif bir rol oynar, pre ve postnatal gelisimin sonraki asamalarinda, mikroglia
sinaptik budamanin kilit bir diizenleyicisi haline gelir ve bu sekilde noral baglant1 gelisimini
tesvik eder (Wu, Dissing-Olesen, MacVicar, & Stevens, 2015). Fraktalkin olarak da bilinen
CX3 kemokin ligand 1 (CX3CL1), salgilanabilir veya membrana bagl olabilir ve reseptorii
olan CX3CR1, CNS mikroglia tarafindan eksprese edilir (Jung et al., 2000). Mikroglianin
sinaptik olgunlasmay1 destekledigi kesin mekanizmast bilinmemekle birlikte, noronlar

tarafindan salgilanan CX3CL1'in mikrogliay1 ¢eken ve CX3CL1'i CX3CR1l'e bagladig:



bilinmektedir (Lauro et al., 2014). Ote yandan, CX3CR1 geninin susturuldugu farelerde
yapilan bir ¢caligma, gorsel korteksteki erken veya gec aktiviteye bagh plastisitenin fraktalkin
sinyallemesinden bagimsiz oldugunu gostermistir. Bu, sinaptik plastisitenin evrensel bir
diizenleyicisi olmaktan ziyade, fraktalkinin boyle bir siireci bir bolgede ve/veya yasa bagl bir
sekilde secici olarak diizenleyebilecegini gostermistir (Lowery, Tremblay, Hopkins, &
Majewska, 2017).

Mikroglia ve Norodejeneratif Hastahklar

Mikroglia ve ndron arasinda yakin iligki oldugu bilinmektedir. Ornegin, disfonksiyonel
ve hasarli néronlarin hastaligin birincil etkeni olmalar1 nedeniyle mikroglia bazi1 durumlarda
norodejeneratif hastalifa yanit verebilir, bazen de hastalig1 siddetlendirebilir. Alzheimer,
Parkinson, Hungtington ve Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS) gibi ndrodejeneratif
hastaliklar, tiim noronlarda anormal protein agregatlari ile karakterizedir. Bu da mikroglianin
aktif hale gelmesini ve baslangigtaki roliiniin ndroprotektif olmasina ragmen, CNS'de kronik

bir noroinflamatuar duruma dontisiir (Nayak et al., 2014).

Mikroglia ve infeksiyon

Mikroglia, CNS parankimi i¢inde yer almakta ve bakteriler, mantarlar, parazitler ve
viriisler de dahil olmak {izere c¢esitli istilaci patojenlere karsi ilk savunma hattini
saglamaktadir. Mikroglia, dogustan 6riintii tanima sistemlerine sahip oldugu igingesitli patern
tanima reseptorlerinin ekspresyonu yoluyla, CNS'yi kolonize eden yabanci antijenleri tespit
edip, aktivasyonu takiben anti-inflamatuar sitokinler, kemokinler, serbest radikaller ve trofik
faktorler tlreterek yanit verir. Mikroglia ayrica proliferasyon ve inflamasyon bolgelerine gog
eder (Xu & Shinohara, 2017). Mikroglia tarafindan kullanilan bu dogal programlar, zararl
patojenlerin hizli kontroliinii saglar ve T ve B hiicreleri gibi adaptif bagisiklik hiicrelerinin
gelisini diizenler. Mikroglia, hem MHC-1 hem de MHC-II kompleksleriyle antijen sunabilir
ve bu nedenle dogrudan patojen-spesifik CD8 + ve CD4 + T hiicreleri ile etkilesime girer. Bu
etkilesimler ile patojen temizlenmesinin desteklenmesi saglanir ancak bazen regiilasyonda
meydana gelen problemler sebebiyle CNS’ de patolojik durumlara yol agan yogun inflamatuar

reaksiyonlar1 da kolaylastirir (Nayak et al., 2014).
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2.2. inflamazom
Inflamazom Aktivasyonu

Inflamasyon, patojenlere karsi konak¢i savunmasinda dogal ve adaptif immiinite
mekanizmalarinm birlikte kullamildigi bir bagisiklik yamtidir. Inflamasyon, patojene yanit
olarak notrofil ve makrofaj gibi inflamatuar hiicrelerin birikmesiyle baslar, daha sonra
patojenin fagosite edilmesi bazi kemokinlerin ve sitokinlerin salgilanmasina yol agar. Bu
molekiiller, lenfositleri aktive ederek adaptif immiin yaniti baslatir. Bu siireg, patojenin
ortadan kaldirilmasiyla ya da inflamasyonun kroniklesmesiyle sonuglanir (Bisht, Sharma, &
Tremblay, 2018).

Inflamazom, biiyiik bir hiicre ici PRR ailesine, niikleotit-baglanan oligomerizasyon
domain (NOD) benzeri reseptorlere (NLR'ler) ait biiyiikk multimerik kompleks proteinler
grubudur. NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRP12, NLRC4, AIM2, RIG-I ve IFI16 dahil
olmak iizere bir¢ok inflamazom tespit edilmistir (Strowig, Henao-Mejia, Elinav, & Flavell,
2012). Viicuda yabanci olan hiicre veya molekiiller bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan
membrana bagli ya da sitoplazmik reseptorler olan “patern taniyan reseptorler (PRRs)”
tarafindan taninirlar. Bugiine kadar bes farkli tipte PRR tanimlanmistir (Takeuchi & Akira,
2010). Bunlar;

e Hiicre membrani veya endozomlarda bulunanToll-benzeri reseptorler (TLRler)

e NOD-benzeri, 16sin zengin tekrarlar (LRR) igeren reseptorler (NLR’ler)

e Intraseliiler yerlesimli ve antiviral bagisiklikta nemli retinoik asit-indiiklenebilir
protein 1 (RIG-1)-benzeri reseptorler (RLR’ler)

e C-tipi lektin reseptorleri (CLRler)

e Pirin bolgesi ve intraseliller mikrobiyal DNA’nin tanindigi DNA-baglayict HIN
bolgesine sahip absent in melanoma 2 (AIM?2)- benzeri reseptorler (ALR’ler)’dir.

Bu PRR’ler 6zgiil ligand: ile baglanip, niikleer faktor-kB (NF-kB), mitojen ile aktive
protein kinaz (MAPK) ve tip 1 interferon yolaklarini uyarirlar. Béylece proinflamatuar sitokin
ve kemokinlerin liretimi ve salgilanmasi baslamis olur (Jin, Lee, Park, Choi et al., 2007).
PRR’ler “hasar iliskili molekiiler paternler (DAMP’lar)” olarak bilinen endojen molekiilleri

tanirlar. DAMP’lar hiicre ya da doku hasarinin olmadigi durumlarda, hiicrenin iginde veya
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ekstraseliiler matrikste bulunmasi sayesinde immiin sistem tarafindan tespit edilemezler ancak

hiicresel stres veya hasar olustugu zaman serbest kalirlar (Srikrishna & Freeze, 2009).

Inflamazom, infeksiydz ajanlara ve fizyolojik hasara karsi konak¢1r savunma
mekanizmalarin1 diizenlemek i¢in inflamatuar hiicreler tarafindan olusturulan multimerik
protein komplekstir. inflamazom kompleksi, genellikle NLR ailesinden bir PRR, adaptor
protein olan ASC [CARD (kaspaz aktivasyon ve ise alim bolgesi) iceren apoptozis —iliskli
nokta benzeri protein] ve aktif kaspaz-1’den olusur (Schroder & Tschopp, 2010). inflamazom
kompleksinin bir araya gelmesi NLR'ler veya ALR’ler tarafindan diizenlenir, bdylece pro
inflamatuar kaspaz-1’in aktivasyonu baslatilir. NLR oligomerize olur ve protein-bolge
etkilesimleriyle ASC adaptor proteinine baglanir. ASC ise kendisinde mevcut olan CARD
bolgesiyle pro kaspaz-1’i aktif kaspaz-1’e dontistiiriir. Aktif kaspaz-1 de, IL-1p ve IL-18
sitokinlerinin 6nciill halde bulunan formlarimi proteolitik olarak keser ve olgun hale getirir.
Inflamazom kompleksleri, bulundurduklar1 PRR yapisina gére adlandirilirlar. Tanimlanmus

dort farkli inflamazom kompleksi bulunmaktadir (Khare, Luc, Dorfleutner, & Stehlik, 2010).

e NLRP1 (NOD-, LRR- ve pyrin domain-igeren 1)

e NLRP3 (NOD-, LRR- ve pyrin domain- igeren 3)
e NLRC4 (NOD-, LRR- ve CARD domain-igeren 4)
e AIM2 (Absent in melanoma 2)
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NLRP3 inflamazom Aktivatorleri

Sekil 1’ de gosterildigi tizere, NLRP3 aracili IL-1p sitokininin {iretilmesi i¢in iki farkli
sinyal gerekmektedir. Hiicre iginde pro IL-1p miktar1 diisiiktiir, bu nedenle ilk olarak onciil
form ve NLRP3 iiretilmelidir. ilk sinyal, NF-xB'yi aktive eden ve NLRP3 ekspresyonunu
indiikleyen mikrobik veya endojen molekiiller ile olusur. Bu aktivasyon, infeksiyon varliginda
LPS gibi mikrobiyal TLR veya NOD2 agonistleriyle, IL-1B'nin transkripsiyonu ve
translasyonunu, ayrica NLRP3 ekspresyonunu indiikleyerek birinci sinyali baglatir (Franchi,
Eigenbrod, Munoz-Planillo, & Nunez, 2009).ATP gibi ikinci bir sinyal ise, 6nce kaspaz-1'in
aktivasyonuna, sonra IL-1B'nin kesilip salgilanmasina yol acan ve sonucunda piropitozisi
tetikleyen inflamazom kompleksinin  olugmasin1  saglar. NLRP3 inflamazomunun

uyarilmasinda birden fazla mekanizmanin rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bunlar;

e NLRP3 antagonisti: ATP
e lizozomal destabilizasyon
e ROS-aracili aktivasyon ve mitokondriyal hasar (Eisenbarth & Flavell, 2009).

K+ cikisi, ATP ve bakteriyel bir toksin olan nigerisin dahil olmak {izere NLRP3
uyaranlarinin ¢oguna yanit olarak indiiklenir. Hiicre i¢ci K+ konsantrasyonunun diisiiriilmesi,
NLRP3 inflamazomunu aktive etmek i¢in yeterlidir. ATP, hiicre membraninda bulunan
P2RX7 piirinerjik reseptoriine baglanarak K+ ¢ikisini saglayan ATP-kapili katyon kanalini
acar ve bir kanal proteini olan pannexin-1 araciligiyla por olusturur, bdylece hiicre i¢i K+ bu
porlardan serbest kalir. Ote yandan, nigerisin de pannexin-1'e bagh bir sekilde K+ akigina

neden olarak NLRP3'iin aktivasyonunu indiikler (Pelegrin & Surprenant, 2006).

NLRP3 bagimli kaspaz-1 aktivasyonu, lizozomal membranlarin bozulmasi ve lizozomal
proteazlardan katepsin B’nin aktivasyonuyla iligkili oldugu bildirilmistir. NLRP3
inflamazomlarini aktive eden tehlike sinyalleri arasinda, monosodyum {iirat (MSU) ve silika
gibi kristaller ve partikiiler maddeler de yer alir. Makrofajlar ve nétrofiller dahil olmak tizere
dogal immiin hiicreler yabanci maddeleri uzaklastirmak i¢in bu pargaciklar1 igine alir.
Bununla birlikte, lizozomdaki fazla partikiil yiikii lizozomun destabilizasyonunu indiikler.
Katepsin B'nin sitozol i¢ine sizmasi, NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikler. Ozellikle,
lizozomal destabilizasyon ve katepsin B salinimi, kristaller ve partikiiler madde ile NLRP3

inflamazom aktivasyonu i¢in ortak bir yoldur (Hornung et al., 2008).
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NLRP3 uyarimi ve kaspaz-1 aktivasyonu ile iligkili bir diger tehlike sinyali ise ROS tur.
ROS, inflamasyon olustugu zaman nétrofillerce iiretilir ve patojeni ortada kaldirir. Fakat asiri
hiicresel stres sebebiyle oksidatif stres olusur, bunun sonucunda da hiicre 6limii ve nekroz

meydana gelir (Cano Sanchez, Lancel, Boulanger, & Neviere, 2018).
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Sekil 1. NLRP3 inflamazom Aktivasyonu: Hiicre dig1 ve hiicre igi patojen iliskili molekiiler paternler
(PAMP'lar) NF-kBaktivasyonuna ve sitokinlerin transkripsiyonuna yol agan toll-benzeri reseptorler (TLR'ler;
birinci sinyalleme) tarafindan algilanir. NLRP3 aktivasyonunu harekete geciren birkag mekanizma mevcuttur.
Bu mekanizmalar; K+ ¢ikisi, lizozomal hasar ve ROS iiretimidir (ikinci sinyal). P2X7R'nin ATP ile aktivasyonu,
membran porlarinda K+ akigina ve hiicre dist faktorlerin sitoplazmaya girip NLRP3 aktivasyonuna yol agmasi
ile sonuglanir. Baz1 patojenik mikroplarin fagositozu, lizozomlarin pargalanmasina yol agar, boylece katepsin
B'yi sitoplazmaya birakir ve NLRP3 aktivasyonuna neden olur. Adaptér molekiilii ASC ve pro kaspaz-1'den
olugan NLRP3 inflamazom toplulugu, kaspaz-1 aktivasyonuna yol agar, bu da IL-1B ve IL-18 sitokinlerinin

islenmesi ve salgilanmasini tetikler (P. K. Anand ve ark., 2011, “Role of the NLRP3 Inflammasome in microbial

infection ” makalesinden uyarlanmistir.)
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Mikrogliada Inflamazom

Mikroglia, ana immun hiicre olmasindan dolay1 inflamazom aktivasyonu goriilmektedir.
Mikroglia, Toll-benzeri reseptorler (TLR'ler), ¢opgii reseptorleri (SR'ler) ve gelismis
glikozilasyon son {iriinleri (RAGE'ler) igin reseptorler dahil olmak {izere, patern tanima
reseptorii (PRR'ler) familyasina ait ¢esitli dogal bagisiklik reseptorlerini eksprese ederler.
PRR'ler, patojenle iligkili molekiiler paternler (PAMP) veya hasara bagli molekiiler paternler
(DAMP) qgibi tehlike sinyallerine tepki verir. PRR'lerin mikroglial hiicreler {izerindeki
aktivasyonu iizerine, farkli sinyalleme kaskatlart hiicre aktivasyonunu ve inflamatuar

mediatorlerin liretimini tetikler (Venegas & Heneka, 2017).

Mikroglial hiicrelerde inflamazom gesitli ajanlar ile tetiklenmektedir. Bunlardan en sik
bilineni LPS+ATP kombinasyonudur. LPS, gram-negatif bakteri hiicre duvarinda bulunan bir
endotoksin olup, inflamasyonun etkili bir baslaticisidir (J. Shi et al., 2014). Calismalar sonucu
LPS’in birgok reseptorii tanilanmistir. Bunlardan en bilineni TLR-4’diir (Meng et al., 2018).
TLR-4, patojenleri algilamada ve bagisiklik yanitlarin1 baglatmada 6nemli bir rol oynar. LPS,
baslangigta astrositler ve CNS’de mikroglia eksprese eden TLR-4 /CD14 reseptor kompleksi
tarafindan taninir (Cochet & Peri, 2017). Bu kompleks, TLR-4'e baglanir ve transkripsiyon
aktivatorii NF-xB’nin derpresyon yoluyla gen ekspresyonunu diizenleyen hiicre ici bir sinyal
yolunu baglatir. TLR-4 aktivasyonu, NF-xB fosforilasyonunu indiikler ve pro inflamatuar

sitokinlerin salinmasina katkida bulunur (Tao et al., 2018).

Hiicre dis1 ATP ise, immiin hiicre aktivasyonu i¢in bilinen ¢esitli mekanizmalara sahip,
evrensel bir tehlike-iliskili molekiiler model (DAMP) olarak hareket edebilir (Gilbert et al.,
2016). ATP'nin, tek basina veya LPS ile kombinasyon halinde, mikroglia ve astrositleri aktive
ettigi ve merkezi sinir sisteminde bir ndroinflamatuar yanit1 indiikledigi gosterilmistir (Lim et

al., 2017).

Mikroglial hiicrelerde inflamazom aktivasyonu lizerine yapilan ¢alismalardan birinde,
LPS ve ATP kombine verildiginde, HMC3 insan mikroglia klon hiicrelerinden IL-1f ve 1L-18

sitokinlerinin salinimi uyarilmistir (Li et al., 2018).
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2.3. Etil Piruvat

Genel Bilgiler

Piruvat, hiicrelerde ROS’un endojen toplayicist olarak islev goriir (Yang, Zhu, &
Tonnessen, 2016). Piruvatin, oksidan aracili hiicresel veya organ sistemi hasarinin in vivo ve
in vitro modellerinde koruyucu oldugu gosterilmistir. Ancak piruvat, ¢ozelti icerisinde ¢ok
zayif bir stabiliteye sahip oldugundan, terapotik ajan olarak faydali degildir (Sims,
Wattanasirichaigoon, Menconi, Ajami et al., 2001). Piruvat, bir mono-karboksilik asitin
anyonik formu iken, EP, piruvik asitin 2-karbon alkol, etanol ile yogunlastirilmasiyla
olusturulan esterdir (Kao & Fink, 2010). EP'nin farmakolojik etkileri olduk¢a gesitlidir. Pro
inflamatuar sitokinlerin sekresyonunun asagi regiilasyonu, gelismis anti timor bagisikligi,
hiicrelere ve dokulara redoks aracili hasarin iyilestirilmesi, apoptozisin inhibisyonu ya da
tesvik edilmesi ve hiicresel ATP sentezinin destegi gibi etkileri mevcuttur (Wagner et al.,
2018).

EP’nin Noroprotektif Etkileri

EP’nin pek ¢ok calismada ndroprotektif etkileri oldugu bildirilmistir. Noroprotektif
etkilerine O6rnek olarak, EP primer kortikal kiiltiirlerinde, Oksijen—Glukoz Deprivasyonu
(OGD) ve Hidrojen Peroksit (H,0;) uygulamasina karsi noroprotektif etki gostermistir. 2011
yilinda yapilan bir ¢alismada 1-metil-4 fenil-1,2,3,6-tetrahidropridin (MPTP) ile olusturulan
Parkinson hastaligi fare modelinde, EP glial aktivasyonu ve olusan oksidatif stresi regiile
ederek nigrostriatal dopaminerjik ndronlar1 MPTP norotoksisitesinden  korudugu
gosterilmistir (Huh et al., 2011). Siganlarda yapilan bir ¢alismada neonatal hipoksi—iskemik
(HI) beyin hasar1 sonrast EP’nin beyin hasarim1 ve uzun siireli norolojik fonksiyonlari
lyilestirdigi bildirilmistir (H. Shen et al., 2010). Yine sigcanlarda yapilan bagka bir ¢alismada
travmatik beyin hasar1 (TBH) sonrasi verilen EP ile noérolojik test skorlarinda iyilesme
goriilmiistiir. Ayrica EP’in MMP-9 aracili KBB bozulmasi, ndroinflamasyon ve uzun siireli
beyin hasar1 arasindaki iliskiyi bozarak TBH’ye kars1 uzun vadeli néroproteksiyon sagladigi

goriilmiistir (H. Shi et al., 2015).
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Periferik Anti Inflamatuar Etkileri

In vivo Etkileri

EP’m pek ¢ok dokuda farkli ajanlara karsi koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir. Bu
etkiler Tablo 1’de gdsterilmistir.

EP’nin akciger hasarinda iyilestirici etkisi goriilmistiir. Fareler ile yapilan bir
calismada, radyasyondan 20 hafta sonra kilo kaybeden farelerin, EP verildiginde viicut
agirliklarimi  koruduklart tespit edilmistir (Chen et al., 2017). Sicanlar ile yapilan
trinitrobenzensulfonik asit (TNBS) ile indiiklenmis kolit modelinde, makroskopik ve
mikroskobik kolonik analizler sonucu EP’nin mukozal hiicre yapilanmasinda iyilesme,
notrofil inflatrasyonunda ve pro inflamatuar sitokinlerden olan IL-1pB, IL-6 ve IL-12’de
azalma yarattigr goriilmiistiir (Algieri et al., 2016). Farelerde yapilan TNBS ile indiiklenmis
kolit modelinde, EP’nin intrarektal olarak eklenmesi koliti iyilestirmis ve intestinal sitokin
tiretimini azaltmigtir (Dave et al., 2009). Siganlarda akut kronik karaciger hasarinda (ACLF)
EP’nin koruyucu etkisine bakilan bir ¢alismada, EP’nin karaciger dokusundaki mikroskobik
iskemi bulgularin1 6nemli 6lgiide gerilettigi ve endotoksinlerin serum seviyelerini azalttigi
gozlenmistir (L. W. Wang et al., 2012). EP’nin bdlgesel iskemi/reperfiizyon(I/R) hasari
sonrast anti inflamatuar etkisi ve gecikmis miyokard koruyucu etkileri oldugu da
bulunmustur. Sicanlar ile yapilan bir c¢aligmada, iskemiden bir saat Once sicanlara
intraperitonal sekilde Ringer’s Lactate Solution (RLS) ya da Ringer’s Ethyl Pyruvate Solution
(REPS) verilmistir. EP’nin nétrofil aktivasyonunu, inflamatuar sitokin salinimini ve NF-«B
translokasyonunu inhibe edebildigi gosterilmistir. EP’nin in vivo sigan kalp modelinde
bolgesel I/R hasar1 sonrasi gecikmis miyokard koruyucu etkisi goriilmiistiir (1. S. Jang et al.,
2010). EP’nin enerji metabolizmasini diizenleyerek sepsise karsi koruyucu etki gosterdigi de
bilinmektedir. Buna 6rnek olarak, ¢ekal ligasyon ve ponksiyon ile indiiklenen septik farelere,
intraperitonal olarak RLS ya da REPS verilip farkli zaman noktalarinda IL-1p, IL-6, IL-10 ve
TNF-a’nin plazma seviyeleri, karacigerlerde toplam antioksidatif kapasite, malondialdehid
igerigi ve laktat ve laktat/piruvat seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Daha sonra da karacigerlerde
adenosin trifosfat, toplam adenilat ve enerji yiikii diizeyleri belirlenmistir. Buna gore EP

eklenmesinin sagkalim oranini belirgin olarak arttirdigin1 ve plazma IL-1B, IL-6 ve TNF-a
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seviyelerini inhibe edip, IL-10 seviyesini arttirdig1 goriilmistiir. Ayrica malondialdehit, laktat
ve laktat/piruvat seviyelerinin yilikselmesini belirgin bir sekilde inhibe ettigi ve karaciger
dokularindaki toplam antioksidatif kapasite seviyelerini arttirdig1 bildirilmistir. EP ile tedavi
edilen septik farelerde adenosin trifosfat, toplam adenilat ve karaciger dokularindaki enerji
yiikii seviyelerinin azaltilmasi tersine ¢evrilmistir, boylece EP’nin sepsisin tedavisinde 6nemli
bir bilesen olabilecek enerji metabolizmasimni etkili bir sekilde diizenledigi gosterilmistir

(Kang et al., 2016).
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Tablo 1. Etil Piruvat’n in vivo Periferik Anti Inflamatuar Etkileri

Deney Hastahk Sonug Kaynak

hayvam

Fare, Akciger Hasar1 HMGBL1, IL-6, IL-1pve GM-CSF ‘nin azalmasi ile pulmoner | (Chen et al.,

Sigan inflamasyonda, kollajen depozisyonunda, alveolar | 2017
biitiinliigiin bozulmasinda azalma, TNF- o seviyesinde | Pulathan et
azalma ve akcigerlerde notrofil sayisindaki azalma ile lokal | al., 2014;
inflamasyonun onlenmesi, karaciger dokularindaki doku i¢i | Relja et al.,
6dem ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunda azalma, nétrofil | 2016)
infiltrasyonunda ve serbest radikal iiretiminde baskilanma ile
sistemik ve lokal inflamasyonda azalma.

Sigan, Trinitrobenzensulfonik | Mukozal sitoiskeletinde iyilesme, nétrofil inflatrasyonunda, | (Algieri et

Fare asit (TNBS) ile | pro inflamatuar sitokinlerde ve intestinal TNF- o {iretiminde | al., 2016;

indiiklenmis kolit azalma. Dave et al.,
2009)

Sigan Hiperglisemi Apoptotik hiicre oliimiiniin ve tubular hasar derecesinde, | (Jun et al.,
TNF- o ve IL-1B’nin serum konsantrasyonlarinda, Bcl-2 | 2018)
ekspresyonunda, ayrica artan kreatinin ve kan-iire
nitrojeninde azalma, Bax ekspresyonunda artma.

Sigan, Akut-Kronik Karaciger | Inflamatuar sitokinlerde, endotoksinin serum seviyelerinde, | (L. W. Wang

Fare Yetmezligi inflamatuar hiicre infiltrasyonunda ve hepatositlerde, hepatik | et al., 2012;
lipid peroksidasyonunda, karaciger dokusundaki lobiillerde | Yang, Shaufl,
yag degisimi ve nekrozda azalma. Killeen, &

Fink, 2009)

Sigan, Travma sonrasi | Serum, dalak ve kalpteki TNF seviyelerinde azalma, IL-6 | (Cai et al.,,

Domuz hemoraji ekspresyonunda, hepatoseliiler hasarda, NF-xB | 2009; Dong
aktivasyonunda, hepatik iNOS, TNF ve COX-2 mRNA | et al., 2010;
ekspresyonlarinda, akciger, kalp ve terminal ileumda | Yang, Zou,
myeloperoksidaz seviyelerinde ve serum TNF seviyesinde | Koskinen, &
azalma Tenhunen,

2012)

Sigan, Iskemi/reperfiizyon Notrofil aktivasyonu, inflamatuar sitokin salinimi ve NF-xB | (Crawford et

Fare hasar1 translokasyonunda inhibisyon, polimorfo niikleer monosit | al., 2011; 1.
aktivasyonunun baskilanmasi, farelerin iskelet kaslarindaki | S. Jang et al.,
L- laktat seviyelerinde artis, myeloperoksidaz seviyelerinde | 2010;
azalma, motor noronlarin sayisinin korunmasi, kollajen fiber | Nguyen et
degredasyonunun engellenmesi ve elastik lamellerin dalgali | al., 2016)
yapisinin diizeltilmesi ile endotelyal hiicreler ve yumusak kas
hiicrelerinin korunmasi

Fare Sepsis Inflamatuar ~ sitokinlerde, oksidatif hasarda, metabolik | (Kang et al.,
asidoziste, TNF-o’nin plasma seviyesindeki ve bobrekteki | 2016; Miyaji
MRNA ekspresyonunda azalma, malondialdehid, laktat ve | etal., 2003)
laktat/piruvat seviyelerindeki artigin baskilanmasi, serumda
kreatinin seviyesinde, ¢oklu organ hasarinda ve tubular
hasarda diisiis.

Fare Spinal kord hasar1 Motor fonksiyonlardaki ~ kaybin  Onlenmesi, notrofil | (Genovese et
infiltrasyonunda, inflamatuar sitokinlerinin spinal kord | al., 2009)

diizeylerinde azalma.
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In vitro Etkileri

EP’nin in vitro’da da anti inflamatuar etkileri de tespit edilmistir. Bir ¢alismada, EP’nin
radyasyon ile indiiklenmis akciger hasarmi hafiflettigi de tespit edilmistir. Insan brons
epitelyal hiicreleri (HBE) ve miirin makrofaj benzeri hiicrelerinde (RAW 264.7) yapilan bir
calismada, EP'nin radyasyon koruyucu etkisini test etmek icin, 2 saat boyunca farkli dozlarda
EP ile HBE ve RAW264.7 hiicrelerini 6nceden islemden gecirilmis ve ardindan hiicreler
farkli dozlarda radyasyona maruz birakilmistir. Koloni formasyon analizi sonucu, HBE
hiicrelerinde koruyucu etki goriiliip, RAW264.7'de bir etkiye rastlanmamistir (Chen et al.,
2017). IL-6 tarafindan indiiklenen in vitro akut inflamasyon modeli olan baska bir ¢alismada
ise, notrofillerin insan akciger epitelyal hiicrelerine yapismalar1 EP ile azaltilmistir. izole
hemorajik sokta EP, TNF-o ve IL-6'y1 azaltarak inflamatuar cevabi azaltma kapasitesini
gostermistir, bu da notrofillerin daha az gogiinii ve bagirsak mukozal fonksiyonunun
korunmasini saglamistir. Ote yandan, LPS ile indiiklenen sokta veya sepsiste, IL-6 ve TNF-
a‘y1r iceren bazi sitokinlerin plazma seviyelerini diislirmiis ve akciger fonksiyonunu
iyilestirmistir (Relja et al., 2014). Endotelyal hiicrelerde, TNF-a stresi ile olusan inflamatuar
hasara kars1 EP’nin koruyucu oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada HUVEC hiicreleri kullanilip,
TNF-o verildiginde, hiicre kiiltlirii siipernatantlarinda monosit adhezyonunun HUVEC ve
inflamatuar sitokin tiretimini 6nemli 6l¢lide arttirdig1 gosterilmis, dahast HUVEC'lerde ICAM
ve MMP9 protein ekspresyonunun da arttigi bildirilmistir. Ayrica TNF-a HUVEC'lerde ERS
ile ilgili molekiilleri etkin bir sekilde arttirmistir. EP tedavisi ile monositlerin TNF-o kaynakli
adezyonunun HUVEC'ler, inflamatuar sitokinler ve ERS-iliskili molekiiller itizerindeki
etkilerini basarili bir sekilde inhibe ettigi goriilmiistir. Bu ¢alisma ile, EP'nin vaskiiler
endotelyal inflamasyonu etkili bir sekilde azaltabildigi ve bu etkinin en azindan kismen

ERS'nin zayiflamasina bagli oldugu gosterilmistir (G. Wang et al., 2014).
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Santral Anti Inflamatuar Etkileri

In vivo Etkileri

EP’nin anti inflamatuar etkileri in vivo deneyler ile gsterilmistir. Ornegin yeni dogan
sican beyinlerinde LPS ile indiiklenen beyaz madde hasarinin incelendigi bir ¢alismada, EP
tedavisi ile ventrikiil genislemesini azaltarak hasari iyilestirildigi gosterilmistir (Fang, Zheng,

& Zhang, 2016).

EP bazi maddelerle kombine seklinde kullanildiginda da anti inflamatuar ozellik
gostermektedir. Buna Ornek olarak yapilan bir ¢alismada, MCAO hayvan modelinde
uygulanan Aspirin ve EP kombine tedavisi sonucu sinerjistik bir ndroproteksiyon saglandigi

bildirilmistir (S. W. Kim et al., 2010).

In vitro Etkileri

EP’nin anti inflamatuar etkileri in vitro ¢alismalar ile de gosterilmistir. Ornegin, LPS ile
indiikklenmis BV2 mikroglia hiicreleri lizerinde yapilan bir ¢aligmada, TNF-a, Nitrik Oksit
(NO) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin salinimini baskiladig:r bildirilmistir, MMP-9
ekspresyonunu hem mRNA hem de protein diizeyinde baskiladigi gosterilmistir (Lee & Kim,
2011; Su et al., 2013). EP’nin, LPS ile indiiklenen primer mikroglia kiiltiirlerinin
aktivasyonunu, NO salinimini azaltarak ve niikleer NF-kB aktivasyonunun indiiklenmesiyle

eslik eden pro inflamatuar faktorleri baskiladigi goriilmustiir (S. W. Kim et al., 2010).

EP’nin kisa siireli etkilerinin de anti inflamatuar 6zellik gosterdigi yapilan ¢alismalarla
belirlenmistir. Buna gére, BV2 mikroglial hiicreleri, 10 dakika ila 60 dakika arasinda degisen
zaman araliklarinda EP ile 6n inkiibasyon tabi tutuldugunda, pro inflamatuar sitokinlerden IL-
6 ve TNF-o ve NO salinnminda azalma gorilmistiir (Stanisavljevic, Jevtic, Djedovic, &
Miljkovic, 2015).
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Etil Piruvatin Etki Mekanizmasi

EP’nin etkisine aracilik eden en 6nemli molekiilin HMGB1 oldugu bilinmektedir.
HMGBL, histon olmayan, kromatinle—iliskili niikleer proteindir. Hem hiicre i¢i hem de hiicre
dist 6nemli rolleri olan bir DAMP molekiili olarak kabul edilir., HMGBI1, uyarilmis
makrofajlar ve enterositler tarafindan aktif olarak salgilanir ve apoptotik hiicreler tarafindan
serbest birakilir. Ekstraseliler HMGBL inflamatuar aracilart uyarir ve endotoksemi, I/R ve

artrit gibi sitokinle indiiklenen patolojilerde yer alir (Dave et al., 2009).

Onceki galismalarda, EP’nin anti inflamatuar etkisinin HMGB1 salmimini inhibe ettigi
kanitlanmistir (Y. M. Kim et al., 2016). In vivo bir ¢alismada ise yerlesik endotoksemi, sepsis
ve murin Koliti olan farelerde, EP’nin dolasimdaki HMGBI1 seviyelerini azalttigi ve 6limi
onemli dlglide engelledigi bildirilmistir (Dave et al., 2009). BV2 mikroglia ve RAW 264.7
makrofaj hiicrelerinde yapilan baska bir ¢alismada ise, EP'nin, HMGB1 ekspresyonunu ve
salgilanmasini baskilayarak, inflamatuar yanitlar1 inhibe eden terapdtik bir yol sagladigi
gosterilmistir (Shin et al., 2015).

Ayrica EP’nin bir diger sinyal mekanizmasi olan STAT araciligiyla islev gordiigii
bilinmektedir. EP, LPS ile wuyarilan mikrogliada STAT1 ve STAT3'in tirosin
fosforilasyonunun inhibisyonuna yol acan JAK2 fosforilasyonunu baskilamigtir. Bu
inhibisyon ile STAT1 ve STAT3'lin ¢ekirdege translokasyonu bloke edilmis, ayn1 zamanda
STATI1 ve STAT3"in her iki gen promoteri ile birlesmesi de engellenerek, iNOS ve COX-
2'nin STAT-duyarli genlerinin ekspresyonu bastirilmistir (H. S. Kim et al., 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Calisma deneysel (in vitro) bir calismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calismamiz Temmuz 2017 tarihinde basladi. 01. 03. 2018 tarihinde etik kurul onay1
alindi. Deneyler Agustos 2017 tarihinden Haziran 2018 tarihine kadar 9 Eyliil Universitesi
[zmir Biyotip ve Genom Merkezinde (IBG) yiiriitiildii. Haziran 2018 tarihinde deney
sonuclarinin analizlerine baslandi. Temmuz 2018 biten veri analizlerinden sonra tez yazimina

baslandi. Kasim 2018 tarihinde tez yazimi tamamlandi.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Cahsma Gruplari

Calismamiz insan ¢aligsmasi olmayip, deneysel ( in vitro) bir ¢alisma oldugundan
arastirmanin evreni bulunmamaktadir.

3.4. Calisma Materyali

Arastirmada N9 fare mikroglial hiicre hatt1 kullanildi.

3.5. Calismanin Degiskenleri

Bagimsiz degisken: LPS (1 pg/ml)+ ATP (5 mM) ve EP (10 uM) uygulamasi.

Bagimli degisken: Hiicre canliik ve oliim oranlari, ROS seviyesi, Inflamatuar

sitokinlerin (IL-1Sve IL-18) ve NLRP3 protein ve mRNA seviyesi, hiicre 6liim tipi.
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3.6. Veri Toplama Araclari

Hiicre Kiiltiirii

Bu ¢alismada Dr. Paola Ricciardi—Castagnoli’den saglanan (Cellular Pharmacology
Center, Milan, Italya) N9 fare mikroglial hiicre hatt1 kullamldi. Hiicrelerin kiiltiirii i¢in %10
fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS, Gibco, Kat No:10500064), 2 mM L-Glutamin
(Biochrom, Kat No: K0302), 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin (BioChrom, Kat
No: A2213) iceren RPMI 1640 ortam1 (Biochrom, Kat No: FG1215) kullanild1. Hiicreler 25
cm®lik kiltir flasklarina ekilip iki giinde bir %0.05 konsantrasyonda Tripsin/EDTA
(Biochrom, Kat No: L2163) ile pasajlandi. Hiicreler %5 CO; iceren inkiibatorde 37°C ‘de
inkiibe edildi.

Hiicre Pasaji

Hiicreler inkiibatdrden ¢ikartilip mikroskop altinda kontrol edildi. Saglikli olduklar1 ve
yiizeyi kapladiklar1 goriiliince flask kabinete dik sekilde kondu ve kapagi yavasga acilarak
flaskin ylizeyine degmeden ortam cam pipet ile ¢ekildi. Flaska 5 mL PBS (Invitrogen, Kat no:
14190-144) eklendi ve fazla bekletmeden cam pipet ile uzaklastirilarak yikama yapildi.
Hiicreleri kaldirmak i¢in iizerine 1 mL Tripsin/EDTA eklendi. Flask inkiibatore kaldirildi ve
enzimin 1s1 ile reaksiyon baglatmasi ve hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi i¢in 1-2 dakika
bekletildi. Siirenin sonunda flask inkiibatérden ¢ikartilip, birkag defa yiizeye vurarak mekanik
etki ile de hiicrelerin tamamen kalkmasi saglandi. Hiicrelerin kalktigi mikroskop ile
gozlemledikten sonra flask kabinete dik sekilde konuldu. Tripsini inhibe etmek i¢in komplet
mediumdan 2 mL eklendi ve 5 mL’lik pipetle ¢cok sayida pipetaj ile yikama yapildi. Flask
iyice yikandiktan sonra hiicreler 15 mL’lik falcon tiipe aktarildi. 1500 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiijlendi. Steril cam pipet ile hiicre pelletine dokunmadan siipernatant cekilip
atildi. Ardindan 2 mL komplet medium eklendi ve pellet pipetaj ile ¢oziildii. Hiicreleri
saymak i¢in siispansiyondan 10 pL alindi ve 1.5 mL’lik ependorf tiiplerine, Trypan Blue
(Gibco, Kat no: 15250061) boyasi ile karistirildi. Thoma lamu ile hiicre sayimi yapildi. Hiicre
siispansiyonundan, son hacmi 5 mL olan 25 cm?lik kiiltiir flaskina 3x10° yogunlukta hiicre

ekildi. Hiicreler mikroskopta incelendi. Daha sonra flask inkiibatore kaldirildi.
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In vitro Deneyler

Hiicre canliligin1 saptamak i¢in kullanilan Presto Blue, inflamatuar sitokin diizeylerinin
belirlenmesinde kullanilan ELISA ve ROS tirlerinin belirlenmesinde kullanilan mitoSOX,
CM-H,DCFDA ve JC-1 igin in vitro deneyler 96 kuyucuklu plaklarda yapildi. Yalnizca JC-1
ve CM-H;DCFDA deneyleri icin siyah plak kullanildi ¢iinkii bu boyalar 1s18a duyarlidir.
Hiicre 6liim tipini belirlemek i¢in yapilan PI igin in vitro deneyler 48 kuyucuklu plaklarda
gerceklestirildi. mRNA diizeylerinin belirlenmesi icin yapilan in vitro deney 25 cm? lik
flasklarda, protein seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan immun blot yontemi i¢in 75 cm?

'lik flasklarda in vitro deneyler gerceklestirildi.

Hiicre ekim yogunlugu 96 kuyucuklu plak i¢in kuyucuk basina 1x10* hiicre ve 200 pl
son hacim olacak sekilde ekildi. Yalnizca ELISA deneyi igin bu oran 5x10* olarak degistirildi.
48 kuyucuklu plak i¢in kuyucuk basina 3x10* hiicre ve 400 pl son hacim olacak sekilde ekildi.
25 cm? lik flasklar i¢in flask basina 1x10° hiicre olup, 4 ml son hacim, 75 cm? lik flasklar i¢in

flask basina 3x10° hiicre olup 8 ml son hacim olacak sekilde ekildi.

Kontrol grubuna 2 mM L-Glutamin igeren RPMI 1640 deney ortamindan eklendi. EP +
LPS+ ATP grubuna 10 mM EP (Sigma Aldrich, Kat no: E47808) eklendi ve 37°C ‘lik
inkiibatorde 1 saat 6n isleme tabi tutuldu. Siirenin sonunda, LPS+ATP grubuna 1 pg/ml LPS
(Invivo Gen, Kat No: tirl-3pelps), EP+LPS+ATP grubuna da 10 mM EP ve 1 pug/ml LPS
iceren deney ortami eklenip, 37°C’lik inkiibatorde 4 saat siire ile inkiibasyona birakildu.
Siirenin sonunda, LPS+ATP grubuna 1 pg/ml LPS ve 20 mM ATP (son konsantrasyon = 5
mM ) (Sigma Aldrich, Kat no: A 6419 -5G) i¢eren deney ortamindan eklendi. EP+LPS+ATP
grubuna ise 10 mM EP, 1 pg/ml LPS ve 20 mM ATP (son konsantrasyon = 5 mM ) igeren
deney ortamindan eklendi. Hiicreler 1 saat boyunca 37°C’lik inkiibatérde inkiibasyona

birakaldi.

Presto Blue ile Hiicre Canliiginin Belirlenmesi

EP’nin farkli dozlarmin (0-100 mM) hiicre canliligi iizerine olan bazal etkisi Presto
Blue (ThermoFisher, Kat no: A13261) ile belirlendi. Deney siiresi sonunda, plaktaki 200
pL supernatantin 110 pL’si ¢ekilerek {izerine 10 uL. Presto Blue eklendi. Hiicreler 15 dakika
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37°C’de inkiibasyona birakildi. Ardindan mikroplak okuyucu cihazda florimetrik okutma
yapilip absorbans degerleri elde edildi. Kontrol grubu %100 canli kabul edildi ve 6rneklerin

canlilig1 kontrole oranlanarak verildi.

Propidium Iyodiir Boyamasi ile Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

EP’nin inflamazon aktivasyonu ile olusan hiicre Oliimiine karsi koruyucu etkisi
Propidium Iyodiir (Invitrogen, Kat No: P1304MP) boyama yapilarak belirlendi. Deney
stiresinin sonunda plaktaki 200 pL supernatantin iistiine 50 pg/mL konsantrasyondaki Pl
boyasindan 20 pL eklendi, 15 dakika sonra floresan mikroskop ile kuyular fotograflandi. Her
bir kuyudan 20x biiyiitmede ticer fotograf alindi. Fotograf alanindaki tiim hiicreler ve PI
pozitif hiicreler Image J programinin hiicre sayici eklentisi ile sayildi. Kontrol grubu %100
canlt kabul edilip, sonuglar PI pozitif hiicre sayisi total hiicre sayisina oranlanarak % seklinde

verildi.

ELISA ile IL-1p Sitokinin Olciimii

EP’nin inflamazom aktivasyonuna karst mikroglia hiicrelerinde IL-1p sitokin
salimimina etkisinin belirlenmesi i¢in sandvi¢ ELISA (eBioscience, Kat No: 88- 7013- 86,
ABD) yontemini kullanildi. In vitro deneyin bitiminde 6rneklerden siipernatantlar toplandi.
Kitin iginde mevcut olan Mouse IL-1B Lyophilizek Standart (Affymetrix, Ref: 29-8012-60)
1X ELISPOT ile ¢oziiliip, konsantrasyonu 1000 pg/ml hale getirildi. Yine 1X ELISPOT ile
seri diliisyon yapilarak 500, 250, 125, 62.5, 31.2 ve 15.6 pg/ml konsantrasyonlar elde edildi.
Bu standart drnekleri, standart egrisini ¢izdirmek igin kullamildi. Orneklerin seyreltilmesi
amactyla kuyu bagma 50 pl 1X ELISPOT eklendi. Orneklerin supernatanlarindan 50 ul/kuyu,
yiizeyi IL-1p antikoru ile kapl plaklara eklenip +4 derecede bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin
ELISA plag: 3 kere, 200 pl/kuyu eklenerek yikama soliisyonu ile yikandi. Sonra, kuyu basina
100ul biyotin konjuge soliisyonundan eklendi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona
birakildi. Siirenin sonunda tekrardan 3 kez 200 pl/kuyu yikama soliisyonu ile yikandi. Yikama
bitince 100 pl/kuyu HRP-Avidin soliisyonu eklendi ve yarim saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Siirenin bitiminde 7 kere 200 pl/kuyu yikama soliisyonu ile yikandi. Yikama
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isleminden sonra, 100 ul TMB kromojen eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 6rneklerin
rengi maviye donene kadar inkiibe edildi. Renk doniisiimii gozlenince 100 pl stop
soliisyonundan eklenerek deney sonlandirildi. Varioskan plak okuyucu cihazinda 450/ 610
(eksitasyon/emisyon) nm dalga boylarinda spektrofotometrik 6l¢tim yapildi. Standart egri

yardimiyla IL-1 sonuglar1 hesaplandi.

EP’nin LPS + ATP ile Indiiklenmis N9 Mikroglia Hiicrelerinde IL-1p, IL-18 ve
NALP3 Genlerinin mRNA Ekspresyon Seviyesine Etkisi

RNA izolasyonu

EP’nin inflamazom aktivasyonuna etkileri, Real time PCR (RT-PCR) yontemi
kullanilarak IL-1B, IL-18 ve NALP3 mRNA ekspresyonlar1 belitlenerek incelendi. izolasyona
baslarken, oncelikle total RNA, Nucleospin RNA izolasyon kiti (Macherey —Nagel, Kat no:
740955.50) ile izole edildi. Her 6rnegin iizerine 350 ul LBP lizis soliisyonu eklendi ve pipetaj
yapildiktan sonra vortekslenerek iyice parcalandi. Kitte mevcut olan gDNA temizleme kolonu
kullanilarak lizise ugratilmis ornekler 11,000 x g’de 30 saniye boyunca santrifiij edildi.
Sonrasinda, kolondan gecen siviya 100 pl Binding solution eklenip vortekslenerek iyice
karistirldi. Ornekler RNA Plus kolonuna aktarildi ve 15 saniye boyunca 11,000 x g de
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda kolondan gecen s1v1 atik kabina dokiildii ve kolonu yikama

asamasina gecildi.

Mavi kolon 200 pul WBI soliisyonu ile 5 saniye boyunca 11,000 g de santrifiij edildi.
Daha sonra mavi kolon ¢ikartilip, yeni bir koleksiyon tiibiine yerlestirildi. Uzerine 600 ul
WB?2 soliisyonu eklendi ve 15 saniye boyunca 11, 000 g de santrifiij edildi. Bu basamaktan
sonra kolon bir kez daha 250 pl WB2 soliisyonu eklenerek 2 dakika boyunca 11,000 g de
santrifiij edildi. Yikama islemi sona erince baska bir koleksiyon tiibiine yerlestirilen mavi
kolonun tizerine 30 pl niikleaz icermeyen su eklendi ve 1 dakika boyunca 11,000 g de

santrifiij edildi. Sonrasinda ayni islem tekrarlanarak RNAnin eliisyonu tamamlandi.

Elde edilen RNA’nin safligin1 ve konsantrasyonunu olgmek icin spektrofotometrik
Olctim kullanildi. A260/A230 oranlar1 kontrol edilen RNA 6rneklerinden degerleri 1,8 ile 2,2

arasinda olan 6rnekler secildi ve bir dahaki kullanima kadar -80°C ye kaldirildi.
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cDNA Sentezi

Elde edilen RNA 6rneklerinden iScript (Bio-Rad, ABD) Komplementer DNA (cDNA)
sentez kitiyle cDNA sentezi yapildi. Sentezleme i¢in bir reaksiyon 1pug RNA, 4 ul iScript
Reaksiyon karigimi, 1 pl iScript Reverse Transkriptaz enzimi ve de 14 pl niikleaz igermeyen
su eklendi. Reaksiyonun toplam hacmi 20 pl oldu. Ornekler termal dongii cihazinda
reaksiyona sokuldu. Reaksiyon 3 dakika 25°C de priming, 20 dakika 46°C de reverse
transkripsiyon ve de 1 dakika 95°C de RT inaktivasyon seklinde kuruldu. Reaksiyon
tamamlandiginda ise 6rnekler termal dongii cihazindan alinarak daha sonra kullanilmak iizere

-80°C ye kaldirildu.

Kantitatif PCR Analizi

cDNA sentezlenmesinden sonra, elde edilen cDNA’ler ile qPCR analizi yapildi. gPCR
analizi icin GoTaq qPCR (Promega, ABD) kiti kullanildi. Biitiin islemler buz iizerinde
gerceklestirildi. Kitin i¢inde bulunan qPCR master karisimi buz iizerinde ¢oziilerek baslandi.
Coziildiikten sonra RT-PCR i¢in reaksiyon kuruldu. Reaksiyon kurulurken, reaksiyon bagina
10 pl hacminde SYBR green igeren 5X Master karisimi, 1 pl forward ve 1 pl reverse primer,
2ul ¢cDNA ve de 6 ul niikleaz igermeyen su kullanildi. qPCR analizi i¢in Light Cycler 1.5
(Roche, Almanya) cihazi kullanildi. inflamazom belirteclerinden olan IL-1B, ve NALP3
mRNA’larina spesifik primerler ile analiz yapildi. Analiz yapilirken ayrica Housekeeping gen
olan Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) kullanilarak 6rnekler arasinda
normalizasyon yapildi. Reaksiyon, 10 dakika 95°C, 10 saniye 60°C ve 30 saniye 72°C
seklinde 40 dongii seklinde tamamlandi. RT-PCR analizi bittikten sonra, reaksiyonun
kontrolii erime egrisi analiziyle saglandi. Daha sonra her bir 6rnegin kat degisimi AACt

yontemi ile hesaplandi.

Immunoblot Yéntemiyle inflamazom ile fliskili Protein Degisimlerinin
Gosterilmesi

EP’nin inflamazom aktivasyonuna olan etkisini protein miktar1 acisindan gdstermek
amaciyla, inflamazomda rol alan proteinlerden olan NALP3’ nin ve aktivasyonun

saglanmasinda gerekli bir enzim olan IL-1B’nin spesifik antikorlar1 kullanilarak analiz
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yapildi. IL-1p sitokin diizeyi hem hiicre i¢cinde hem de siipernatantta her iki formunu tespit

edebilen antikorlar ile bakild.

In vitro deneyin sonunda, final hacmi 8 ml olan 75 cm®lik flasklardan hiicreler, hiicre
kaziyic1 yardimiyla kaldirildi. Kaldirilan hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Sonra
orneklerin siipernatant1 falkonlara aktarildi ve liyofilizatr cihazinda toz haline getirildi. Toz
haline getirilen siipernatantlar %1 proteinaz inhibitér igeren 1 ml RIPA soliisyonu ile ¢6ziildii.
Santrifiijden sonra ortaya ¢ikan hiicre pelleti ise %1 proteinaz inhibitorii igeren 1 ml RIPA

soliisyonuna konuldu ve 6rnekler daha sonra kullanilmak iizere -80°C ye kaldirildu.

Ornekler jele yiiklenmeden dnce, BCA protein analizi (BCA protein assay kit, Lot:
QL227062, Thermo Scientific) yapilarak kullanilacak orneklerin protein konsantrasyonlari
belirlendi. BCA i¢in 6rnek hazirlarken lizatlar 1:30, siipernatantlar ise 1:50 olacak sekilde saf
su ile seyreltildi. Oncelikle BCA standartlar1, daha sonra da &rnekler 96 kuyucuklu plaklara
konuldu. Bundan sonra, BCA soliisyonu 50:1 oraninda hazirlanip, standart ve Grneklerin
iizerine eklendi. Mikroplak 60° etiivde inkiibasyona birakildi. Standartlarin rengi koyu mora
donene kadar bekletildi, daha sonra mikroplak okuyucuda okutulup, absorbans degerleri elde
edildi. Elde edilen standart egri yardimiyla drneklerin konsantrasyonlar1 hesaplandi. Ornek
basma 50 pg/ml yiiklenecek olan proteinler, 5X LB yiikleme boyasi ile karistirildi. Daha
sonra 95% de 5 dakika boyunca bekletildi ve %10’luk SDS-PAGE jele yiiklendi. Jelin basma
marker olarak Opti Protein Express Marker (Cat: G494) yiiklendi. SDS-PAGE jel ile ayrilan
ornekler daha sonra PVDF (polivinilden difiloriir) membranina transfer edildi. Transferin
sonunda membran, 1X TBST igerisinde hazirlanmis %5’lik siit soliisyonu ile blokland1 ve s6z
konusu proteinlere 6zel primer antikorlar ile (Tablo 2.) inkiibe edildi. Kontrol proteini olarak
Beta Aktin kullanildi. Daha sonra 6rnekler, Horseradish Peroxidase (HRP) ile isaretlenmis
sekonder antikor ile muamele edildi. Goriintiilemede kimyasal 1s1ma yontemine dayanan ECL
soliisyonu kullanildi. Goériintiiler, Chemi-Smart 5100 jel dokiimentasyon sistemi ile elde
edildi. Bant yogunluklarmin dansitometrik analizi ise Image J adli program kullanilarak
yapildi. Supernatanttaki protein sonuglari dansitometrik olarak, hiicre i¢i proteinler ise

Aktin’e oranlanarak verildi.
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Tablo 2: Antikor Listesi

Antikorun

Firma Adi Katalog Primer Antikor Diliisyon | Sekonder Antikor
Adi Numarast | Orani Diliisyon Orant
IL-18 Abcam Ab-9722 1:1000 (%3 BSA icinde) | 1: 10000 (%5 siit iginde)
B -Aktin Abcam Ab-8727 1:1000(%3 BSA i¢inde) | 1:10000 (%b5siit iginde)
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Mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirlerinin MitoSOX ile Belirlenmesi

Mitokondrial ROS aktivasyonunun saptanmasi i¢in mitoSOX boyasi kullanildi. 5
mM’lik mitoSOX elde etmek i¢in toz halindeki 50 pg’lik mitoSOX indikatorii iceren viale
(Thermoscientific, Kat No: M36008, ABD) 13 uLL. DMSO ile eklenip pipetleyerek ¢oziildii.
Daha sonra PBS ile 1/200 oraninda seyreltildi. Bu esnada konsantrasyon 25 uM oldu. Bu
seyreltmeden her bir kuyuya 50 pl mitoSOX eklendi ve boylece kuyudaki son konsantrasyon
5 uM oldu. Hiicreler 37°C’de 10 dakika enkiibasyona birakildi. Siirenin sonunda Varioskan
plak okuyucusunda 510/580 (eksitasyon/emisyon) nm dalga boylarinda florimetrik okutma

yapildi. Sonuglar kontrol verilerinin yiizde degisimi olarak verildi.

Hiicresel Reaktif Oksijen Tiirlerinin CM—H;DCFDA Yontemi ile Belirlenmesi

Toz halinde 50ug’lik CM-H2DCFDA (Invitrogen, Kat no: C6827) indikatorii igeren
vial 86.5 ul DMSO (Applichem, Kat no: A3672-0250) ile ¢6ziildii ve konsantrasyonu 1 mM
oldu. Daha sonra PBS ile 1:100 oraninda seyreltilip, kuyudaki son konsantrasyonu 10uM
oldu. Bu iglem sirasinda hava almamasina dikkat edildi. Seyreltilen DCFDA’dan kuyucuk
basina 100 pl eklendi ve 1 saat inkiibatérde birakildi. Daha sonra in vitro deney
gerceklestirildi. Deneyin bitiminde plate, Varioskan plak okuyucusunda 517/527
(eksitasyon/emisyon) nm dalga boylarinda florimetrik okutma yapildi. Sonuglar kontrol

verilerinin yilizde degisimi olarak verildi.

Mitokondriyal Membran Potansiyelinin JC-1 Boyamasi ile Belirlenmesi

Inflamazom ile olusan mitokondriyal membran biitiinliigiiniin belirlenmesi JC-1 boyas1
ile gergeklestirildi. JC-1 zor ¢oziinen bir boyadir. Bu nedenle ana stokta konsantrasyonu 5
mg/ml olan JC-1 boyasi oOncelikle 1:20 oraninda DMSO ile seyreltilip 250 pg/ml
konsantrasyonlu ara stok olusturuldu. Daha sonra PBS ile 1:20 oraninda seyreltme yapildi
(12,5 pg/ml) ve her bir kuyudaki son konsantrasyon 2,5 pg/ml oldu. Deney bittikten sonra
hiicrelerin iistiine son konsantrasyonu 2,5 pg/ml olacak sekilde JC-1 boyasindan 50ul/ kuyu
eklenerek 10 dakika boyunca inkiibatorde birakildi. EP’nin mitokondriyal membran
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potansiyeline etkisi JC-1 (Thermo Fisher, ABD) boyamas: ile florimetrik okutularak

gosterildi. Kontrol grubu 100°e esitlendi ve 6rnekler kontrole oranlanarak verildi.
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3.7. Arastirma Plami ve Takvimi:

Temmuz 2017 - Agustos 2017

Literatur Taramasi

Hicre Canlilik ve Olim Testleri

Agustos 2017 - Haziran 2018

v

ELISA Deneyi

Haziran 2018 - Temmuz 2018

Temmuz 2018 -Kasim 2018

Ocak 2019

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi:

gPCR Deneyleri

Western Blot Deneyleri

ROS Deneyleri

Verilerin Analizi

Tez Yazimi

Tez Sunumu

Arastirma sonuglarinin analizleri Graphpad Prism 7.0 programi kullanilarak yapildi.

Veriler ortalama + standart hata biciminde verildi. Gruplar aras1 karsilastirma yapmak i¢in

Mann-Whitney U testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi tiim degerlendirmelerde p <0.05 olarak

kabul edildi.
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3.9. Arastirmanin Sinirhliklar::

Tez calismamizda ki simirliliklardan ilki, calismanin N9 mikroglia hiicre hattinda
yapilmis olmasidir. Primer mikroglia hiicrelerinin N9 hiicre hattiyla benzerlikleri olsa da
calisma sonuglarimizin primer mikroglia hiicrelerinde konfirme edilmesi uygundur. Diger
yandan ¢aligmanin in vivo olarak tekrarlanmasi gerekmektedir. Calismamizda ki diger bir
sinirlilik ise, ¢alismalar yapilirken sadece NLRP3 inflamazom aktivasyonun c¢alisilmasidir.
Diger inflamazom tiirlerinin de dikkate alinarak c¢alisilmasi uygun olacaktir. Son olarak
EP’nin gosterdigi etkileri hangi yolaklar iizerinden gergeklestirdigi arastirilmamistir. Bundan

sonraki ¢caligmalarda bu yolaklar incelenmelidir.

3.10. Etik Kurul Onay1:

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu 01. 03. 2018
tarih, 3827-GOA protokol numarali 2018/06-09 karar numarali kararinda ¢alismamizin etik

acidan uygun oldugu sonucu ¢ikmustir.
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4. SONUCLAR

4.1. EP’nin Hiicre Canhihgina Etkisi

EP’nin 0-100 mM dozlarinin hiicre canliligina etkisi Presto Blue testi ile belirlendi.
Hiicre canliliginin oranlari, kontrol grubunda %100+1,1 mM’ da %9843, 10 mM’da %97+1,
15 mM’da %92+1, 20 mM’da %89+1, 25 mM’da %70+1, 50 mM’da %65+0 ve 100 mM’da
%62+1 seklinde olup, 25mM’dan itibaren canlilifin istatistiksel olarak anlamli azaldig:
goriildli. Gruplarin p degerleri su sekildedir; EP 1 mM igin p=0.3095, 10 mM i¢in p=0.0952
olup, 15 mM’dan itibaren p degeri 0.0079’dur (Sekil 2).
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Sekil 2. EP’nin mikroglial hiicrelerde bazal canlhihiga etkisi Hiicreler EP 'nin 1, 10,
15, 20, 25, 50 ve 100 mM dozlar ile 6 saat boyunca inkiibe edildi. Hiicre canliligi Presto
Blue soliisyonu ile belirlendi. EP 1 mM i¢cin p=0.3095, 10 mM i¢in p=0.0952 olup, 15
mM dan itibaren p degeri 0.0079.(n=5).
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4.2. EP’nin LPS +ATP ile indiiklenmis N9 mikroglia hiicrelerinde IL-1p protein
olctiimii

Kontrol grubunda IL-1B diizeyi 11+0 pg/ml, LPS + ATP grubunda 1857,8+294
pg/ml ve EP 6n inkiibasyon grubunda ise 259,7+33 pg/ml olarak bulundu. Buna gére IL-
1B salinim diizeyine bakildiginda, LPS+ATP grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde bir artis saptandi (p=0.0159). EP 6n inkiibasyon grubunda ise
LPS+ATP grubuna kiyasla IL-1B diizeyi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi
tespit edildi. (p=0.0159)(Sekil 3).
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Sekil 3. LPS+ATP ile indiiklenmis mikroglial hiicrelerden salinan IL-1f protein
seviyesine EP’nin etkisi. N9 mikroglia hiicreleri Etil Piruvat'in 10mM dozu ile 1 saat inkiibe
edildi. Sonra 4 saat 1 ug/ mL LPS uygulandi, devaminda 1 saat 5SmM ATP ile inkiibe edildi.
IL-18 seviyesi ELISA yontemi ile saptandi. (n=5) (LPS + ATP i¢cin p=0.0159, EP 10 mM igin
p=0.0159)
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4.3. EP’nin LPS + ATP ile indiiklenmis N9 Mikroglia Hiicrelerinde IL -1p, IL-18 ve
NALP3 Genlerinin mMRNA Ekspresyon Seviyesine Etkisi
EP’nin LPS+ATP ile indiiklenen mikroglial hiicrelerde, inflamazom belirteci olan
genlerin 1L-1pB, IL-18 ve NALP3 mRNA ekspresyon seviyelerine etkisi incelendi. Kontrol
grubunda mRNA seviyesi 1,1+ 0,6 kat bulundu. LPS+ATP grubunda IL-1 mRNA seviyesi
1484,1+169,7 Kkat degisimi gosterirken, EP 6n inkiibasyonunun bu orami 578,2+55,7 kata
indirdigi saptandi. LPS+ATP grubunda, kontrole kiyasla istatistiksel anlamda artis saptandi
(p=0.0079). EP, LPS+ATP ile indiikklenen IL-13 mRNA ekspresyon diizeyini istatistiksel
olarak anlamli sekilde baskiladi (p=0.0079) (Sekil 4A).

Kontrol grubunda mRNA seviyesi 1,0+0,1 kat bulundu. LPS+ATP grubunda IL-18
mRNA seviyesi 1,8+0,2 kat degisimi gosterirken, EP 6n inkiibasyonu ile bu seviyenin 0,9+0,1
kata indigi goriildi. LPS+ATP grubunda, kontrole kiyasla istatistiksel anlamda artis saptandi
(p=0.0079). EP, LPS+ATP ile indiiklenen IL-18 mRNA ekspresyon diizeyini ististiksel olarak
anlamli sekilde baskiladi (p=0.0079) (Sekil 4B).

NALP3 mRNA seviyesi kontol grubunda 1,0+0,4 kat bulundu. LPS + ATP grubunda
NALP3 mRNA seviyesi 10,0 + 0,4 kat degisimi gosterirken, EP 6n inkiibasyonunun etkisiyle
bu seviyenin 8,1+0,1 kata indigi saptandi. LPS + ATP grubunda, kontrole kiyasla istatistiksel
anlamda artis saptandi (p=0.0357). EP, LPS+ATP ile indiiklenen NALP3 mRNA
ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli sekilde baskiladi (p=0.0179) (Sekil 4C).
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Sekil 4. EP’nin inflamazom belirteci genlerin mRNA’lar1 iizerindeki baskilayici etkisi. EP on
inkiibasyonunun, inflamazom aktivasyonu ile ekspresyonlart artan IL-1f (A), IL-18 (B), NALP3 (C)
genlerinin ekspresyon diizeylerini azalttigi saptandi (A: LPS+ATP i¢in p=0.0079, EP 10 mM igin
p=0.0079 B: LPS + ATP i¢in p=0.0079, EP 10 mM ig¢in p=0.0079 C:: LPS+ATP i¢in p= 0.0357, EP 10
mM i¢cin p= 0.0179). (n=5) Sonuglar ortalama + S.D. olarak verildi.

39



4.4. Immiinoblot Yoéntemiyle Inflamazom ile 1liskili Protein Degisimlerinin
Gosterilmesi
EP’nin, inflamazomda belirte¢ proteinler iizerine etkisini belirlemek i¢in immunblot
yontemi ile pro IL-1f ve IL-1p’nin protein miktarlarina bakildi. Pro IL-1p miktarlar
karsilastirildiginda, pro IL-1f bant yogunlugu kontrol grubunda 4+0,10, LPS+ATP grubunda
20+0,87 ve EP 10 mM 0n inkiibasyon grubunda 11+0,5 bulundu. LPS+ATP grubunda,
kontrol ile kiyaslandiginda anlamli bir artis goriilmekedir (p=0.0159). EP’nin 10 mM’lik dozu
ile 6n inkiibasyon yapilan grupta ise, LPS+ATP grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir azalma goriilmektedir (p=0.0159) (Sekil 5B).

IL-1B miktarlar1 karsilastirildiginda ise, kontrol grubunda 7,9+5234,8, LPS+ATP
grubunda 26,63+14929,0 iken, EP 6n inkiibasyonuyla beraber bu yogunluk 1,7+1307,3
seviyelerine inmistir. LPS+ATP grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bir artig goriilmektedir (p=0.0317). EP’mn 10 mM’lik 6n inkiibasyonu ile LPS+ATP ile artan
IL-1pB orani istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p=0.0079) (Sekil 5C).

40



oB

proiL -1B
LPS + ATP 4
Kontrol g EP (10 m M) E
[s]
7 kD
3 a _E
— - ProlIL 1B é
i3
i
-
g
a3kpa WP W W oo aktin 2

Kontrol

IL1B

5C
IL-1B (AU)
'5‘ 407
< e
B 307
=
=
T 204
—
E
I:E 104 .
m i
= o r r *_
Kontrol - EP

Sekil 5. LPS+ATP ile indiiklenmis mikroglial hiicrelerde EP’nin IL-1p protein seviyesindeki
etkisinin immiinoblotlama ile gosterilmesi. N9 mikroglia hiicreleri EP’nin 10mM dozu ile 1 saat
inkiibe edildi. Sonra 4 saat 1 ug/mL LPS uygulandi, devaminda 1 saat 5 mM ATP ile inkiibe edildi. 1L-15
protein seviyesi immunblot yontemi ile saptandi. (A:LPS+ATP i¢in p=0.0159, EP 10 mM i¢in p=0.0159;
B:LPS+ATP i¢in p=0.0317, EP 10 mM i¢in p=0.0079); **p<0.01; #p<0,05; *p<0,05).(n=5) Sonuc¢lar

ortalama £ S.D. olarak verildi.
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4.5. EP’nin LPS+ATP sitotoksisitesinde N9 mikroglial hiicre 6liimii iizerine etkisi

EP’1n inflamazom aktivasyonudaki piroptotik hiicre oliimiine etkisi PI boyamasi ile
incelendi. PI ile saptanan oliim oranlari, Kontrol grubunda 1+0, LPS+ATP grubunda 49+2
bulundu. EP 10 mM o&n inkiibasyonda ise bu oran 37.5+3 olarak bulundu. LPS+ATP
grubunun hiicre 6liim oran1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
arttirdigr gorildi (p=0,0022). EP’nin 10 mM dozu ile 6n inkiibasyon ise LPS+ATP grubuna
gore hiicresel 6limii istatistiksel olarak anlamli azalttigi gorildii. (10 mM p=0,0022) (Sekil
6B)
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Sekil 6. EP’nin LPS+ATP ile indiiklenen hiicre 6liimii iizerine etKisi N9 mikroglia hiicreleri
EP’nin 10 mM dozu ile 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda 1 ug/ mL LPS ile inkiibe edilip, 5. saatin
sonunda 5 mM ATP eklenip 1 saat daha inkiibe edildi. Hiicre éliimii Pl testi ile degerlendirildi (n=6)
(LPS+ATP igin p=0,0022 ve 10 mM i¢in p=0,0022)
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4.6. EP’nin LPS+ATP ile uyarilmis mikroglial hiicrelerin mitokondrial ROS
iiretimlerine olan etkisi
Kontrol grubunda mitokondrial ROS miktar1 100+£16, LPS+ATP grubunda 430+50 ve
EP’nin 10 mM doz uygulanan grubunda 332+34 olarak bulundu. LPS+ATP grubunda, kontrol
grubuna kiyasla mitokondrial ROS iiretiminde istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi
(p=0.0079). EP’nin 10 mM dozu ile 6n inkiibasyonun, LPS+ATP ile uyarilmis mikroglial
hiicrelerde mitokondrial ROS {iretimini istatistiksel olarak anlamli seviyede azalttig1 goriildii

(p= 0.0159) (Sekil 7).
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Sekil 7. LPS+ATP ile indiiklenen mikroglial hiicrelerin mitokondrial ROS
iiretimine EP’nin etkisi. N9 mikroglia hiicreleri EP 'nin tek dozu ile 1 saat inkiibe edildi.
Sonrasinda 1 ug/ mL LPS ile 4 saat inkiibe edilip, siirenin sonunda 5 mM ATP eklenip 1 saat
daha inkiibe edildi. Mitokondrial ROS seviyesi mitoSOX yontemi ile belirlendi. (n=>5)
LPS+ATP i¢in p=0.0079, EP 10 mM i¢in p= 0.0159)
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4.7. EP’nin LPS + ATP ile Uyarilmis Mikroglial Hiicrelerin ROS Uretimlerine Olan
Etkisi

Kontrol grubunda reaktif oksijen tiirleri tiretim miktar1 100+9, LPS+ATP grubunda
140+15 olarak bulunmustur. Buna karsin, EP 10 mM o6n inkiibasyon grubunun 6 saatlik
inkiibasyonunda 80+14, 1 saatlik uygulanmasinda da 98+12 olarak saptandi. LPS+ATP
grubunda, kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmustir (p=0.0079).
EP’nin 10 mM 06n inkiibasyon grubunda, LPS+ATP grubuna kiyasla mikroglial hiicrelerde
ROS iiretimi istatistiksel olarak anlamli seviyede azalmistir (p=0.0079) (Sekil 8).
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Sekil 8. LPS+ATP ile indiiklenen mikroglial hiicrelerin ROS iiretimine etkisi N9
mikroglia hiicreleri 10 mM EP ile 6n uygulama yapildi. Sonrasinda 1 ug/ mL LPS ile enkiibe
5. saatin sonunda 5mM ATP eklenip 1 saat daha inkiibasyona birakildi. Uretilen ROS seviyesi
CM-H2DCFDAydéntemi ile belirlendi. (n=5), (LPS +ATP i¢in p=0.0079, EP 10 mM 6 sa i¢in
p=0.0079, EP 10 mM 1 sa i¢in p=0.0079)
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4.8. EP’nin LPS + ATP ile Uyarilmis Mikroglial Hiicrelerin Mitokondriyal

Membran Potansiyeline Etkisinin Gosterilmesi

Kontrol grubunda 5+0, LPS+ATP grubunda 7+0 oraninda membran potansiyelinde
bozulma goriildii. EP 10 mM 06n inkiibasyon grubunda ise 60 bozulma saptandi. Kontrol
grubunda, LPS+ATP grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p=0.0159).
EP’nin 10 mM dozu, LPS+ATP ile bozulan mitokondriyal membran potansiyelini istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde geri dondiirdii (p=0.0159) (Sekil 9).
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Sekil 9. LPS+ATP ile indiiklenen mikroglial hiicrelerde EP’nin membran
potansiyelinin gosterilmesi N9 mikroglia hiicreleri 10 mM EP ile on uygulama yapildi.
Sonrasinda 1 pug/ mL LPS ile inkiibe 5. saatin sonunda SmM ATP eklenip 1 saat daha
inkiibasyona birakildi. Bozulan membran potansiyeline JC-1 boyasi ile bakildi. (n=35)
(LPS+ATP i¢in p=0.0159, EP 10 mM i¢in p= 0.015).
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5. TARTISMA

Dogal bagisiklik sisteminin bir sonucu olan inflamazom, inflamatuar proteinlerin
iretimini takiben viicudun eksojen ve endojen tehditlere karsi etkili bir sekilde yanit
vermesini saglayan bir mekanizmadir (Herman & Pasinetti, 2018). inflamazomun aktif hale
gelmesi kaspaz-1 enziminin aktiflesmesine, daha sonra IL-1 ve IL-18 gibi inflamatuar
sitokinlerin salinimina ve de hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Gereksiz yere gergeklesen ya da
gereginden uzun siiren inflamasyon, saglikli hiicrelerin 6liimiine yol agip, sistemik lupus
eritematozus (SLE), romatoid artrit (RA), sistemik skleroz (SSc) ve inflamatuar barsak
hastalig1 (IBD) gibi otoimmiin hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (H. H. Shen et

al., 2018). Bu nedenle inflamazom aktivasyonunun diizenlenmesi biiyitk 6nem arz etmektedir.

NLRP3 inflamazom modeli, en iyi bilinen ve en ¢ok calisilan inflamazom modelidir.
NLRP3 inflamazomu bir multiprotein kompleks olup; NLRP3, ASC ve Kkaspaz-1
proteinlerinden olusur (Agostini et al., 2004). PAMP ve DAMP molekiillerinin varlig ile
NLRP3 inflamazom kompleksinin olusumu tetiklenir (C. S. Shi et al., 2012). Aktive olan
NLRP3 inflamazom kompleksi kaspaz-1 proteini araciligiyla, hiicre i¢ginde bulunan pro IL-1f
ve pro IL-18 sitokinlerini keser ve olgun hale gelmelerini saglar. Olgun sitokinlerin hiicre

icinden salimimi1 gergeklesir (Herman & Pasinetti, 2018).

Projemizde, NLRP3 aktivasyonu LPS ve ATP modeli ile gerceklestirilmistir. APP/PS1
transgenik farelerden elde edilen primer mikroglia kiiltiirlerinde yapilan bir ¢aligmada,
NLRP3 aktivasyonu 1 pg/ml LPS ve SmM ATP ile saglanmistir. LPS’in inflamazom
aktivasyonu agisindan ilk uyaran (priming) oldugu, ATP’nin ise NLRP3 inflamazom
olusumunu tetikledigi ve boylece IL-1B ve IL-18 gen ekspresyonlarinin artmasini sagladigi
belirlenmistir (Venegas & Heneka, 2017). Biz de calismalarimizda N9 fare mikroglial
hiicrelerinde, 4 saat 1 pg/ml LPS ve 1 saat 5 mM ATP uygulamasi ile NLRP3 inflamazom
aktivasyonu gerceklestirdik.

NLRP3 inflamazom aktivasyonunun en dnemli ¢iktilarindan biri inflamatuar sitokinler
olan IL-1Bve IL-18’ de olan artistir (Song, Pei, Yao, Wu et al., 2017). PAMP ve DAMP
molekiilleri NLRP3 inflamazomunu aktive eder. Bu aktivasyon hiicre i¢inde bulunan pro IL-

1Bve pro IL-18’in kaspaz-1 enzimi tarafindan kesilip olgun halleri olan IL-1B ve IL-18’e
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doniistimiinii saglar (Fleshner, Frank, & Maier, 2017). LPS+ATP modeli ile N9 mikroglial
hiicrelerinde inflamazom aktivasyonundan sonra, IL-1Bve IL-18 sitokinlerinde istatistiksel
olarak anlamli artis oldugu ELISA testiyle gosterilmistir. IL-1p ve IL-18 mMRNA seviyelerinde
de istatistiksel agidan artis oldugu RT-PCR ile gosterilmistir. Ayrica IL-1p sitokininin protein

seviyesindeki istatistiksel olarak anlamli artis immiinblot testiyle de gosterilmistir.

NLRP3 inflamazom aktivasyonundan sonra, piropitoz adi verilen hiicre Oliimii
gerceklesir. Diizenlenmis bir hiicre 6liimili olan piropitoz, kaspaz-1 aktivasyonuna baghdir,
bunun sonucunda da plazma membran biitiinliiglinde bozulmalar meydana gelir (J. Shi et al.,
2015) ve ayni zamanda inflamatuar yanit indiikklenmis olur (Tschopp & Schroder, 2010).
NLRP3'lin protein seviyesinde artmasimi ve ASC ve pro kaspaz-1'in birlesmesini igeren
NLRP3 inflamazom aktivasyonu, aktif kaspaz-1 ile sonuglanir (Miao et al., 2011). Aktif
kaspaz-1, pro IL-1B’y1 olgun formu olan IL-1p’ya doniistiiriir (Okamoto et al., 2010) ve bu da
daha sonra ekstreseliiler alana salgilanarak piropitozise aracilik eder (Fernandes-Alnemri, Yu,
Datta, Wu et al., 2009). Daha sonra kaspaz aktivitesinin sonucunda hiicre siser ve patlar
(Chivero et al., 2017). LPS+ATP modeli ile N9 mikroglia hiicrelerinde kaspaz-1 aktivitesi
sonucunda gerceklesen piroptotik hiicre 6liimii, yapilan Pl boyama yontemiyle istatistiksel

olarak anlamli sekilde arttig1 ortaya koyulmustur.

NLRP3 inflamazomu, bir dizi ¢evresel ve endojen molekiiller tarafindan aktive edilir
(L. Wang et al., 2017). Iyon akilari, endozomal bozulma, ROS ve mitokondriyal disfonksiyon
gibi belirli fizyolojik olaylarin, NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikledigi gosterilmistir
(Walsh et al., 2014). Yapilan ¢alismalara gére mitokondrial disfonksiyonunun, artmig ROS
tiretimi ile ilgisi oldugu disiintilmektedir (Yao & Brownlee, 2010). Bir¢ok calismada da
NLRP3 inflamazom aktivasyonunu bloke etmek i¢in ROS iiretim inhibit6rleri kullanilmistir
(Haslund-Vinding, McBean, Jaquet, & Vilhardt, 2017). Primer mikroglia kiiltiirlerinde
yapilan bir ¢caligmada, amiloid—beta peptidleri ile indiiklenen NLRP3 inflamazom modelinde,
JC-1 boyamas: ile azalan mitokondriyal membran potansiyelinin, mitokondriyal ROS’u
arttirdigl gosterilmistir (L. Wang et al., 2017). Yaptigimiz ¢alismada, LPS+ATP modeli ile
N9 mikroglial hiicrelerinde indiikledigimiz NLRP3 inflamazom aktivasyonu sonucunda,
mitokondriyal ROS seviyesinin istatistiksel olarak anlamli arttigi mitoSOX ve CM-
H,DCFDA boyamalariyla gosterilmistir. Ayrica, LPS+ATP ile indiiklenen N9 mikroglial

hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyeline JC-1 boyamasi yapilarak bakilmis olup,
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NLRP3 inflamazom aktivasyonunun mitokondriyal membran potansiyelini bozdugu ortaya

koyulmustur.

Yaptigimiz calismada, EP’nin LPS+ATP ile indiiklenen inflamazom aktivasyonuna
etkisi incelenmistir. EP’nin mikroglial hiicrelerde NLRP3 inflamazom aktivasyonu iizerindeki
etkisi  bilinmemektedir. Ancak EP’nin mikroglial hiicrelerde inflamatuar sitokin
ekspresyonunu baskiladig1 gosterilmistir. EP ile inkiibe edilen BV2 mikroglia hiicreleri ile
yapilan bir caligmada, EP’nin inflamatuar sitokinlerden olan TNF-a, IL-1p ve COX-2’yi
anlamli diizeyde baskiladig1 bildirilmistir (Yu et al., 2005). Fareden alinan primer mikroglia
tizerinde yapilan bir ¢alismada inflamazom belirteclerinden olan TNF-a, IL-1p ve COX-2’nin
MRNA diizeylerinin EP uygulamas: ile anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (Kim ve ark.,
2005). Fareden alinan primer mikroglia ile yapilan bir bagka ¢alismada ise, inflamazomda
diizeyleri artan IL-1p ve TNF-a gibi sitokinlerin, EP inkiibasyonu ile protein diizeyinde
anlamli olarak azaldigi immunblot ¢aligmalariyla belirlenmistir (Lin, Chen, Li, & Fang,
2015). Calismamizda EP’nin, N9 mikroglial hiicrelerde indiiklenen inflamazomun
belirteglerinden olan IL-1p ve IL-18 inflamatuar sitokinlerini, mRNA diizeyinde miktarini
istatistiksel olarak anlamli azalttifi saptanmistir. Ayrica EP’nin inflamazomda artan IL-1

protein diizeyini baskiladigi da immunblot testi ile gosterilmistir.

Onceki calismalarda, EP’nin yalnizca anti inflamatuar degil, anti oksidant etkileri
oldugu da gosterilmistir. Primer astrosit kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada, EP ile inkiibe
edilen hiicrelerde HO-1 anti oksidant savunma enzimin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica EP’nin
Nrf2 sinyal yolagini aktive ederek anti oksidant genlerden olan GST, NQO1 ve GCLM
diizeylerinin arttig1 gosterilerek, hiicreleri oksidatif hasara karsi korudugu belirlenmistir (W00
et al., 2012). EP’nin hasar gérmiis mitokondrilerin yol a¢tig1 oksidatif zarari azalttigi, yapilan
calismalar ile belirlenmigtir. LPS ile aktive edilmis BV2 mikroglia hiicrelerinde yapilan bir
calismada, EP ile 6n inkiibe edilen hiicrelerin ROS iiretiminin azaldigi saptanmigtir (H. S.
Kim et al., 2008). Calismamizda, EP’nin N9 mikroglia hiicre hattinda mitokondriyal ROS
olusumunu istatistiksel olarak anlamli azalttigi saptanmistir. Ayrica EP’nin LPS+ATP ile

mitokondriyal membran potansiyeli bozulmasini 6nledigi gosterilmistir.

EP’nin mikroglial hiicrelerde NLRP3 inflamazom aktivasyonu ile indiiklenen
piroptotik hiicre 6liimiine etkisi bilinmemektedir. Buna karsin daha dnce fareler ile yapilmis

bir ¢alismaya gore, intraserebral-hemoraji hayvan modelinde hemoglobin ile hiicre 6limii
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indiiklemis olan primer kortikal ndron kiiltiirlerine EP verildiginde hiicre 6liimiiniin azaldigi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda aktive mikroglia hiicrelerine (Iba-1 immiinreaktif hiicreleri)
bakildiginda, EP’nin aktive olmus mikroglia sayin1 azalttigi gosterilmistir (Su et al., 2013).
Farelerde yapilan bir bagka ¢alismada ise, kainik asit ile indiiklenen hiicre 6liimiiniin, EP
eklendikten sonra hipokampal hiicre 6liimiini azalttigi kaydedilmistir (Cho et al., 2006). Yine
farelerde denenen hepatik iskemi/reperfiizyon modeli ile olusturulan hiicre 6liimiinde, EP’nin
apoptotik hiicre sayisii azalttigi gosterilmistir (M. Shen et al., 2013). Primer astrosit
kiiltiirlerinde yapilan in vitro bir ¢alismada ise, hidrojen peroksit (H,0,) ile ger¢eklesen hiicre
Oliimiiniin, EP verildiginde azaldigi tespit edilmistir (Shin, Kim, Jin, Kim et al., 2012).
Yaptigimiz ¢alismada da EP’nin piroptotik hiicre oliinii engelledigini gosterdik. Bundan
sonraki calismalarda EP’nin bu etkiyi hangi yolaklar aracihifiyla gerceklestirdigi

incelenmelidir.

50



6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, EP’nin, mikroglial hiicrelerde NLRP3 inflamazom aktivasyonu iizerine
etkisi incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda LPS ve ATP maddeleriyle N9 mikroglia hiicre
hattinda olusturulan inflamazom modeline EP uygulanarak, EP’nin etkilerine bakilmuistir.
Oncelikle EP’nin degisik dozlar1 denenerek efektif doz bulunmustur. Daha sonra EP’nin
canliligmma Presto Blue testiyle analiz edilmis ve EP’nin koruyuculugu gdosterilmistir.
Inflamazom aktivasyonu gostergelerinden olan IL-1p ve IL-18 sitokinleri, mMRNA ve protein
seviyelerinde ELISA, RT-PCR ve immunblot yontemleriyle incelenip, EP’nin bu proteinleri
baskiladig1 gosterilmistir. Sonug olarak, EP, LPS ve ATP modeli ile NLRP3 inflamazom
aktivasyonu gergeklestirilen N9 mikroglial hiicrelerinde, IL-1f sitokinin salinimini
azaltmistir. Ayrica, inflamazom iligkili proteinlerin ekspresyonunu baskilamis ve inflamazom
aktivasyonu sonucunda goriilen piroptotik hiicre 6liimiinii azaltmistir. Bunlara ek olarak
mitokondriyal ROS miktarini baskilayip, mitokondriyal membran potansiyelindeki bozulmay1

engellemistir. EP, NLRP3 inflamazomunu baskilayici bir terapdtik ajan olarak kullanilabilir.
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