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OZET

INTERLOKIN - 1 RESEPTOR ANTAGONISTi VE RNA POLIMERAZ
INHIBITORUNUN HIPOKAMPAL HUCRE HATTINDA
NORODEJENERASYON UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Mehtap SAHIN
Doktora Tezi, Fizyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Ahmet Kemal FILIZ
2023, 42+xiii sayfa
Glutamat, cesitli norofizyolojik fonksiyonlarda yer alan merkezi sinir sisteminin
(CNS) ana uyaric1 norotransmitteridir. Hem enfeksiyéz hem de enfeksiy6z olmayan
durumlarda, asir1 hiicre dist serebral glutamat tarafindan indiiklenen
eksitotoksisitenin tetiklendigi bilinmektedir. Homeostazin bozulmasi néronlara zarar
verebilir ve bu da sonunda hiicre Oliimiine yol acgabilir. Eksitotoksisite olarak
adlandirilan bu patolojik siireg, spesifik iyonotropik reseptdrleri lizerinde glutamatin
asirt uyarilmasini takiben noral hiicrelerin dejenerasyonunu indiikleyebilir. Bu
reseptorlerin aktivasyonu, serbest radikal tiretimi, mitokondriyal disfonksiyon ve
normal hiicre gelisimi ve fonksiyonunda yer alan ¢esitli enzimlerin aktivasyonunu
iceren bir dizi olay araciligiyla eksitotoksisiteye aracilik edebilen noral Ca? akis ile

sonuglanir ve hiicrede zar, hiicre iskeleti ve DNA da hasara neden olur.

Glutamata olan asir1 duyarliligi nedeniyle hipokampal HT22 hiicre hatti
norodejeneratif hastaliklart modelleme de kullanilmaktadir. Glutamatla ¢esitli hiicre
hatlarinda daha &nce sitotoksiteyle ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Interldkin-1 reseptor
antagonisti  (anakinra); bircok otoinflamatuvar  hastalikta inflamasyonun
onlenmesinde kullanilmaktadir. Calismamizin amaci bir RNA polimeraz inhibitorii;
favipravirin ve Interlokin-1 reseptdrii anakinranin, anti-ndrodejeneratif etkilerini
hipokampal hiicrelerde glutamatla olusturulacak sitotoksisite yani sira hiicre canlilig1
(viabilite) aragtirllmasi amaglandi. Bu agidan da glutamata olan asirt duyarlilig:
nedeniyle HT22 hiicre hatt1 kullanildi.

Hiicreler %10’luk fetal sigir serumu, %1°lik penisilin- streptomisin ve %]1’°lik
L-glutamin iceren DMEM’de kiiltiire edildi. 37 C de % 5 CO2 ile nemlendirilmis
inkiibatorde cogalmasi saglandi. Hiicreler % 80-90 yogunluga ulasinca 3 kez

pasajlama yapilip 96’11k platelere her bir kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde ekim



yapildi. Kontrol, glutamat (10 mM), anakinra (1, 10, 25, 50 ve 100 pg), favipravir (1,
10, 25, 50 ve 100 pg) ve anakinra+favipravir hiicre gruplart olusturuldu Kontrol
grubuna herhangi bir tedavi uygulanmadi. Glutamat ile indiiklenen grubun
hiicrelerine 24 saat boyunca 10 mM glutamat verildi. Anakinra grubundaki hiicrelere
24 saat boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda (1,10, 25, 50 ve 100 pg) anakinra verildi.
Favipravir grubundaki hiicrelere 24 saat boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda (1, 10,
25, 50 ve 100 pg) favipravir verildi. Anakinra+glutamat grubundaki hiicreler, 1 saat
boyunca farkli konsantrasyonlarda (1, 10, 25, 50 ve 100 pg) anakinra ile 6n isleme
tabi tutuldu ve ardindan 24 saat boyunca 10 mM glutamat uygulandi.
Favipiravir+glutamat grubundaki hiicreler, 1 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
(1, 10, 25, 50 ve 100 pg) favipiravir ile 6n isleme tabi tutuldu ve ardindan 24 saat
boyunca 10 mM glutamat uygulandi. Ardindan etkili dozlar belirlenerek
anakinra+favipiavir+glutamattan olusan kombinasyonlari uygulandi. Hiicre canliligi
XTT testi kullanilarak degerlendirildi.

Favipravirin HT22 hiicre hattinda glutamat uygulamasi sonrasi hiicre canlilig1
yani viabilite tizerine etkinliginin olmadig1 gozlendi. Yani yalnizca favipravirin farkl
dozlarmin uygulanmasininda viabilite iizerinde herhangi bir etkisi gézlenmedi (p<
0.01 kontrole gore). Anakinranin HT22 hiicre hattinda glutamat uygulamasi sonrasi
hiicre canliligi yani viabilite iizerine etkisine baktigimizda ise 100 ug anakinra
uygulanan grupta hiicre canliliginin diger gruplara gore daha fazla oldugu gozlendi
(p<0.01 glutamata goére). Yani yalmizca anakinranin farkli  dozlarinin
uygulanmasininda viabilite {izerinde herhangi bir etkisi gozlenmedi (p< 0.01 kontrole
gore). Fakat Glutamatla HT22 hiicre hattinda olusturulan sitotoksisitenin anakinra
100 pg uygulamastyla 6nlendigi gozlendi. Anakinranin bu dozda nérodejenerasyon
tizerine koruyucu etkisi izlendi. Anakinra + favipravir+glutamat kombine uygulanan
grupta ise anakinranin  glutamat toksisitesine  karsi  koruyucu fakat

anakinrat+favipravir kombinasyonu bu etkiyi degistirmedigi gozlendi.

Ancak bu etkinin klinik yansimalari i¢in daha kapsamli hayvan model ve insan

calismalarina ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Noérodejenerasyon, Hipokampal hiicre hatti, interlokin-1

reseptOr antagonisti, RNA polimeraz inhibitorii.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTS OF INTERLEUKIN -1 RECEPTOR
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Mehtap SAHIN
Doctorate’s Thesis
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Supervisor: Assoc. Prof. Ahmet Kemal FIL1Z
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Glutamate is the principal excitatory neurotransmitter in the central nervous
system (CNS) involved in various neurophysiological functions. Both in infectious
and non-infectious conditions, excessive extracellular cerebral glutamate-induced
excitotoxicity is known to be triggered. Disruption of its homeostasis can be
detrimental to neurons and ultimately lead to cell death. This pathological process,
known as excitotoxicity, can induce neuronal cell degeneration following the
overstimulation of glutamate on specific ionotropic receptors. Activation of these
receptors results in neural calcium influx, which can mediate excitotoxicity through a
cascade of events, including free radical production, mitochondrial dysfunction, and
activation of various enzymes involved in normal cell development and function,

leading to damage to the cell membrane, cytoskeleton, and DNA.

Due to their heightened sensitivity to glutamate, the hippocampal HT22 cell
line is utilized for modeling neurodegenarative diseases. Previous studies have
explored cytotoxicity related to glutamate in various cell lines. Interleukin-1 receptor
antagonist (anakinra) is used for preventing inflammation in many autoinflammatory
diseases. The aim of our study is to investigate the anti-inflammatory and/or anti-
neurodegenerative effects of a RNA polymerase inhibitor, favipiravir, and anakinra.
For this purpose, the HT22 cell line was employed, and cell cultures were maintained

under appropriate conditions.

Five groups of cells were established to examine the effect of anakinra and
favipiravir on glutamate-induced cytotoxicity. The control group received no



treatment. The group induced with glutamate received 10 mM of glutamate for 24
hours. The anakinra group was exposed to different concentrations (1, 10, 25, 50, and
100 pg) of anakinra for 24 hours. The favipiravir group was exposed to different
concentrations (1, 10, 25, 50, and 100 pg) of favipiravir for 24 hours. The
anakinrat+glutamate group was pre-treated with anakinra at various concentrations (1,
10, 25, 50, and 100 pg) for 1 hour and then exposed to 10 mM of glutamate for 24
hours. The favipiravir+glutamate group was pre-treated with favipiravir at various
concentrations (1, 10, 25, 50, and 100 pg) for 1 hour and then exposed to 10 mM of
glutamate for 24 hours. Effective doses were subsequently determined, and
combinations of anakinra+favipiravir+glutamate were applied. Cell viability was

assessed using the XTT test.

The results indicate that favipiravir did not have any effect on cell viability
after glutamate application in the HT22 cell line. Viability was not affected by the
application of different doses of favipiravir alone (p < 0.01 compared to the control
group). When examining the effect of anakinra on cell viability after glutamate
application in the HT22 cell line, it was observed that the group treated with 100 pg
anakinra showed higher viability compared to other groups (p < 0.01 compared to
glutamate). Viability was not affected by the application of different doses of
anakinra alone (p< 0.01 compared to the control group). However, anakinra was
observed to prevent the cytotoxicity induced by glutamate in the HT22 cell line when
applied at 100 pg, exhibiting a protective effect on neurodegeneration at this dose. In
the group where anakinra and favipiravir were combined and applied with glutamate,
anakinra showed a protective effect against glutamate toxicity, but the combination

of anakinra and favipiravir did not alter this effect.

However, for the clinical implications of these findings, more extensive animal

models and human studies are required.

Keywords: Neurodegeneration, Hippocampal cell line, interleukin-1 receptor

antagonist, RNA polimerase inhibitor.
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1.GIRIS VE AMAC

Norodejeneratif hastaliklarda (NDH) yeni tedavi stratejileri gelistirmek i¢in bu
hastaliklarin patogenezi ve hedef sitokin, molekiiller iizerinde ¢alismak Onemlidir.
Iste bu yiizden in-vitro hastalik modelleri 6zellikle hiicre kiiltiirii modelleri bu
konuda devreye girmektedir. Normal dokuda veya NDH modellerinde hiicre kiiltiirii

caligmalar1 yapilabilmektedir.

Baslica norodejeneratif hastaliklarin temel mekanizmasi, rasyonel tedaviler
belirlenmeden once lizerinde anlasmaya varilmasi gerekir, ancak bu bilgi hala bir
akis halindedir. Cogu, on yillardir hem enfeksiydz hem de enfeksiydz olmayan bu
hastalik durumlarinin, asir1 hiicre disi serebral glutamat tarafindan indiiklenen

eksitotoksisiteyi suclayan arglimanlart paylastigi konusunda hemfikirdir.

Glutamat, ¢esitli norofizyolojik fonksiyonlarda yer alan merkezi sinir
sisteminin (CNS) ana uyarici norotransmitteridir. Homeostazinin  bozulmast
noronlara zarar verebilir ve bu da sonunda hiicre oliimiine yol agabilir (5).
Eksitotoksisite olarak adlandirilan bu patolojik siireg, spesifik iyonotropik
reseptorleri lizerinde glutamatin asir1 uyarilmasii takiben ndéral hiicrelerin
dejenerasyonunu indiikleyebilir. Bu reseptorlerin aktivasyonu, serbest radikal
tiretimi, mitokondriyal disfonksiyon ve normal hiicre gelisimi ve fonksiyonunda yer
alan c¢esitli enzimlerin aktivasyonunu igeren bir dizi olay araciliiyla
eksitotoksisiteye aracilik edebilen ndral Ca? akisi ile sonuglanir ve hiicrede zar, hiicre
iskeleti ve DNA da hasara neden olur (6). Ilging bir sekilde, eksitotoksisitenin
insanlarda Alzheimer hastaligi ve MS gibi ¢esitli noérodejeneratif hastaliklarda yer

aldig1 bildirilmistir (7).

Glutamat geri alimi fizyolojik hiicre dis1 glutamat konsantrasyonlarinin
diizenlenmesi ic¢in gereklidir ve esas olarak yliksek afiniteli sodyuma bagiml
tastyicilar aracilik eder. Noronal veya glial hiicrelerde ifade edilen en az bes farkli
glutamat tasiyicisi (GLT-1, GLAST, EAACL, EAAT4 ve EAATS) iyi karakterize
edilmistir (8) ve yetiskin SSS'de toplam glutamat geri alimmin % 90' ma kadari
saglanir (8). Birkag norolojik hastalikta, GLT-1 ekspresyon seviyesinin bozulmasinin

glutamat alimindaki degisiklikle iligkili oldugu bildirilmistir (9).



Glutamata olan asir1 duyarlilifi nedeniyle hipokampal HT22 hiicre hatti
NDHlIar1 modelleme de kullanilmaktadir (2), (10), (7), (11). Glutamatla ¢esitli hiicre
hatlarinda daha once sitotoksiteyle ilgili ¢alismalar yapilmistir (10), (7), (12), (13).

Interlokin-1 reseptdr antagonisti anakinra bir ¢ok otoinflamatuvar hastalikta
inflamasyonun 6nlenmesinde kullanilmaktadir. NDHlarda da olusan inflamasyon ve
norodejenerasyon {lizerine muhtemel etkilerinin arastirilmast bu ¢alisma da

amagclanmaktadir.

Yine bir RNA polimeraz inhibitorii; favipravirin antiinflamatuvar ve veya anti-
norodejeneratif etkilerini inecelemek agisindan da HT22 hiicre hatti kullanilacaktir.
Ayrica glutamatla olusturulacak sitotoksisite yani sira hiicre canliligi (viabilite)

arastirilmasi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Norodejeneratif Hastaliklar Ve In-Vitro Hastalik Modelleri

Norodejeneratif hastalik (NDH) terimi, santral sinir sisteminde (SSS) etkilenen
bolgede proteinlerin yanhs katlanmasi, birikimi sonucu ¢ézlinmeyen agregatlar veya
inkliizyonlar seklinde birikiminin neden oldugu progresif ndron kaybiyla karekterize
birbirinden klinik ve patolojik olarak farkli bir grup hastaligi igerir (1). NDHlIar
toplumda énemli mortalite nedenleri arasindadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2015
verisine gore tim dilinyadaki Oliimlerin yaklastk % 12’nin NDH’lardan
kaynaklandigini bildirmistir (2). NDH’larin baslicalari; Alzheimer hastaligi (AH),
Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS), Huntington hastaligi (HH), Parkinson hastalig1
(PH) dir (2).

Yaslanma; organizmanin fonksiyonlarinda zamanla azalmaya yol acan
biyolojik degisikliklerin birikimiyle karekterize evrensel bir silire¢ olarak
tanimlanmistir (3). Yaslanmayla kognitif ve fiziksel bozulmanin yanisira kanser,
diyabet, kardiyovaskiiler, kas-iskelet sistemi ve norodejeneratif hastaliklarin gelisme
riski de artar. Yaslanma norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde en 6nemli risk
faktortdiir. Alzheimer hastaligi (AH), Parkinson hastaligi (PH) siklig1 yasla birlikte
artmaktadir. Ozellikle hiicresel yaslanmanin yanisira bu protein birikimleri tipi,
cesidi hastaliga gore degismektedir. Ornegin; amyloid-p (AP) ve tau agregatlari
AH’de, yanlis katlanmis a-synuclein PH’da, TAR-DNA-binding protein 43 (TDP43)
ve siiperoksid dismutaz (SOD1) ise ALS’de, mutate huntington (HTT) ise HH’de
biriken proteinlerden bazilaridir (Tablo 2.1), (Sekil 2.3), (4), (1).

Tim diinyada halen yedinci 6liim nedenleri arasinda yer alan AH’de cesitli
tedavi yaklagimlart bu orani azaltamamistir (2). NDHlarda yeni tedavi stratejileri
gelistirmek ic¢in bu hastaliklarin patogenezi ve hedef sitokin, molekiiller {izerinde
calismak dnemlidir. Iste bu yiizden in-vitro hastalik modelleri zellikle hiicre kiiltiirii
modelleri bu konuda devreye girmektedir. Normal dokuda veya NDH modellerinde
hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 yapilabilmektedir. COS-7, HC2S2, HEK-293, Hela,
Neuro-2a, NSC-34, PC-12 ve SH-SYS5Y gibi hiicre hatlarinda NDH modellerine

ornek verilebilir (2).



Tablo 2.1. Norodejeneratif Hastaliklarla iligkili proteinler (4).

Protein Ozellik Hastahk
AP Amiloid plak komponenti Alzheimer hastalig1
APP AP onciilii Alzheimer hastalig1
a-synuclein Lewy cisimcigi komponenti Parkinson hastalig1
DJ-1 Reaktif oksijen radikali sensor ve temizleyici ~ Parkinson hastalig1
HTRAZ2 Apopitoz faktor Parkinson hastalig1
Huntingtin Hastaliga yol agan poliglutamin mutasyonu Huntington hastalig
LRRK2 Kinaz Parkinson hastalig
Parkin Ubiquitin E3 ligaz Parkinson hastalig
PINK1 Mitokondriyal kinaz Parkinson hastalig1
PS1/2 APP isleyen y-sekretaz komponenti Alzheimer hastaligi
SOD1 Cu/Zn Superoksid dizmutaz Amiyotrofik lateral skleroz

Hiicre kiiltiiri, doku veya organlardan, belirli sartlar altinda hiicrelerin alinip
in-vitro ortamda uygun sartlar altinda yasamasinin saglanmasi islemidir. Amacimiz
elde ettigimiz hiicrelerin canliliginin devami ve sonrasinda ¢ogaltilmasini saglamak
ve calismalarda kullanilabilir hale getirmektir. Hiicreler in-vitro ortamda genellikle
diger hiicreler ile olan iletisim o6zelligini doku oOzelligi gostermedikleri igin
kaybedebilirler. Bu sebeple canliliklart ancak ¢ok 6zel sartlar altinda devam edebilir.
Ayn1 zamanda ¢ogaltilmasi islemi sonrasi ¢ok miktarda hiicrede ¢alisma yapilmasi
olanag1 da vardir. Genetik olarak klonlama gibi teknikleri kullanarak farkl: fenotip ve
genotiplerde hiicreler elde edilebilir. Ilave olarak uygun sartlarda dondurulma islemi

ile uzun siire saklanabilme 6zelligine de sahiplerdir (14).

Norodejeneratif hastaliklar (NDH), tiim diinyada giderek artan siklikta goriilen
ve bilinen hastaliklardandir. Bu hastaliklarda progresif noronal hasar, néron yap1 ve
fonksiyon kayb1 ve 6zellikle apopitoz 6nemli patogenetik faktorlerdir. Klinik olarak
ise bu durumlarda hayat kalitesi, 6z bakim kaybi, mental ve motor fonksiyon kaybu,
hayati tehdit eden durumlar ve 6liimle sonuglanabilmektedir (2). NDHIlar1 diger sinir
sistemi hastaliklarindan ayirtetmek onemlidir. Genetik faktorler, cesitli kimyasal ve
toksinler, alkolizm, stroke sinir hasarina yol agabilecek diger faktrlerdir. NDHIarda
ya bir kromozomda genetik defekt ya da protein yapisinin degradasyonu baslica rol
oynar. NDHlar dedigimiz grup Alzheimer hastaligi (AH), Amiyotrofik Lateral
Skleroz (ALS), Huntington hastaligi (HH), Parkinson hastaligi (PH) n1 igerir.



Bunlarin yanisira prion hastaliklari, spinal miiskiiler atrofi (SMA), spinoserebellar
ataksi (SSA) NDH’lar grubuna dahil edilebilirler. Fakat sinir sistemindeki biitiin
patofizyolojik durumlar, 6rnegin, multipl skleroz, hipoksi ve metabolik bozukluklar

norodejenerasyon terimi altinda ele alinmamalidir.

In-vitro hiicre modelleri, NDHIlar yanisira respiratuvar, kardiyovaskiiler,
hematolojik bozukluklar, ¢esitli kanser tipleri, iskemi modelleri, bakteriyel ve viral
hastalik modelleri, hiicresel ve molekiiler seviyedeki anormallikleri gostermede
kolay, ucuz, ekonomik ve yapilabilecek hayvan ve insan deneylerine onciiliik,

onderlik edebilecek sonuglar saglamasi bakimindan énemlidir.

NDHlar beynin farkli bolgelerinde lokalize olabilirler. Serebral korteks, bazal
gangliyonlar, spinal kord kaynakli goriilebilirler. Serebral korteks etkilenince
demansli veya demanssiz durumlar olabilir. Bazal gangliyon iliskili, substansiya
nigra, talamik veya beyin sapt nukleuslart etkilenince hareket anormallikleri,
hipokinetik veya hiperkinetik durumlar goriilebilir. Spinal kord etkilendigi durumlar
ise ALS veya SMAdir (2). Apopitoz, hiicresel yaslanma, protein transmisyonu-
agregasyonu, kalsiyum sinyal yolaklari, oksidatif stress ve mitokondriyal
disfonksiyon norodejenerasyona yol acabilen patogenetik durumlardir (Sekil 2.1),

(4), (1), (2). Buna ragmen NDHlarin yaklasik % 10’u herediter faktorlerle iligkilidir.



Genetik faktorler

U

Cevresel faktorler

U

Norodejeneratif hastahga yatkan hiicreler

J

Protein vanhs
katlanmasi

U

Birikim; toksisite

|

I

Hiicreden hiicreve
transmisyon

U

Fibrilizasyon

d

Etkilenen bélgede hiicresel disfonksivon ve hiicre
oliimii

4

Bilissel bozukluk

U

J

Davranissal
bozukluk

Motor fonksivon
bhozuklugu

Sekil 2.1. Norodejeneratif hastaliklarin etiyopatogenezi (4).

Hiicre dis1 inkliizyonlar olarak amyloid-f birikimi ve sitozolik tau proteinin
asir1 fosforilizasyonu AH’nda norodejenerasyon ve hiicre Oliimiiniin temelini
olusturur (1), (2). ALS’de ise TDP-43 (transactive response DNA-binding
ribonucleoprotein-43), SOD1 (siiperoksit dismutaz) in alt ve {ist motor noron
sitozoliinde birikimi mevcuttur (Sekil 2.2), (15), (4). HH ise bir otozomal dominant
NDH olup, HTT geni exon 1 in CAG (trinucleotid codon repeats) iin mutan
Huntington protein (mHtt) yapisinda poliglutamin zincirlerinin sentezine yol agmasi
s6z konusudur. PH’da ise substansiya nigrada dopaminerjik néronlarin kaybini
tetikleyen a-synuclein (Lewy bodies) varligi saptanmistir (2). NDHIarin hiicresel ve

molekiiler patofizyolojik mekanizmalari, hedef yolaklar ve hiicre modelleri Tablo

2.1’de sunulmustur (2).



Parkinson Alzheimer Huntington Amiyotrofik Frontotemporal
hastahgi hastahg: hastahig lateral skleroz demans
l / \ 4 h 4 Z \
a-5yn Tau Ap m-Hitt TDP-43 Tau TDP-43
Misfold Misfold Misfold Misfold Misfold
y l v v 4
Agregasyon Agregasyon Agregasyon Agregasyon Agregasyon
Y y L b 4
Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
disfonksivonu disfonksivonu disfonksiyonu disfonksiyvonu disfonksiyonu
ve bliimii ve oliimii ve 6liimii ve dliimii ve Oliimii

Sekil 2.2. Norodejeneratif hastaliklarda biriken proteinler (15).

In-vitro hiicre modellerinde nérodejenerasyon, kimyasallar (okadaik asit gibi),
norotoksinler (rotenon gibi), dogrudan protein metobolitleri (amyloid-f gibi) ile
olusturulabilir (2). Farklilastiricilarin ¢ogunun hedefi protein kinaz C (PKC)
yolagidir. Ayrica farkli COS-7, HC2S2, HEK-293, HeLa, Neuro-2a, NSC-34, PC-12
ve SH-SY5Y gibi in-vitro nérodejeneratif hastalik modelleri olugturulmustur (2).

Ozellikle néronal hastaliklarda in-vitro ¢alismalar, hiicre kiiltiirii modelleri, etik
olarak bu dokulardan 6rnek almak ve fizyolojik ¢aligmalar yapmaktaki zorlugunda
oniine gecmis olmaktadir. In-vitro calismalar da, hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 az sayida
calisan ile daha az zamanda hemde ekonomik olarak daha pratik olmaktadir. Fakat
in-vitro modellerin dezavantajlari ise in-vivo ortamda insan viicudunda bu sistemleri
etkileyebilecek diger fizyolojik, kimyasal ve hormonal durumlar1 hesaba katamiyor
olmamizdir. Yinede in-vitro ¢alismalar, in-vivo ve ileri faz ¢aligmalarina onciiliik

etmesi bakimindan degerli ¢alismalardir (2).

NDH’larda smirli sayida hiicre serisi mevcuttur. Bazen toksik veya mutant
proteinleri gostermek icin noronal kaynakli olmayan hiicre serileri kullanmamiz
gerekebilir. Noronal kaynakli olmayan hiicre serileri genellikle sunlardir; Afrika
yesil maymun bobrek hiicresi COS-7 (ATCC, CRL-1651), HEK-293 (ATCC, CRL-
1573), HeLa (ATCC, CCL-2) (2). in-vitro ¢alismalarda en sik kullanilan ndronal



hiicre serilerine ise HC2S2, Neuro-2a, NSC-34, PC-12, SH-SY5Y hiicre serileri
ornek verilebilir (Tablo 2.2) (2).

HC2S2 (RRID: CVCL_6A80); HH igin kullanilan bu model ilk olarak
ratlardan izole edilen ndronal projenitor hiicrelerden olusur. Bu hiicre serisi i¢in total
bliylime medyum formiili; DMEM ve HAM’S F12 bazal medyum karisimi (1:1
hacim oraninda) ve % 1 N2 saplement (x100) final konsantrasyonu ve ilave

antibiyotik soliisyonu gerekmektedir (Tablo 2.2) (2).

Neuro-2a (N2a; ATCC, CCL-T3T); siklikla nérodejenerasyon ve toksikolji
calismalarinda kullanilan fare beyin noroblastom hiicre hattindan olusur. NZ2a
hiicreleri i¢in total biiylime medyum formiilii; DMEM, bazal medyum %10 FCS ve

%1 penisilin-streptomisin antibiyotik soliisyonu igeren soliisyondur (Tablo 2.2).

Noroblastom x spinal kord clone-34 (NSC-34; Cedarlane, CLUI40); spinal
kord motor néron ve fare néroblastom hibrid motor néron 6zellikleri tasir (asetilkolin
sentez, depo ve salimi gibi) ve yiiksek proliferasyon 6zelligi vardir. NSC-34 igin,

DMEM ve %10 FCS, antibiyotiksiz soliisyon gerektirir (Tablo 2.2) (2).

PC-12 (ATCC, CRL-1721); si¢an adrenal feokromasitoma hiicre hatt1 néronal
morfolojiye indiiklenebildigi i¢in norodejenerasyonu gostermede kullanilir (Tablo
2.2). Bunu noéronal biiyime faktorii (NGF) etkisiyle yapar. PC-12 hiicrelerinin
biiyiimesi i¢in; RPMI-1640 bazal medyum ve nutrientleri; L-glutamin i¢eren %10
FCS, %5 1s1 ile inaktive at serumu ve %]l penisilin-streptomisin antibiyotik

soliisyonlar1 gerektirir (2).

SH-SY5Y (ATCC, CRL-2266) noroblastom hiicre serisi; NDHIar i¢in yaygin
olarak kullanilan iyi bilinen hiicre hattidir (Tablo 2.2). Dopaminerjik noronal
aktivite, enzimatik profil nedeniyle farmakolojik ¢alismalar i¢in uygundur. Bu hiicre
hatt1 retinoik asitle farklilagabilir. Biiyiime medyum formiili; DMEM ve HAM’S
F12 bazal medyum karisimi (1:1 voliim orani ile), %10 fetal bovin serum (FCS) ve
%1 penisilin-streptomisin antibiyotik karisimi igerir. Bu hiicreler amyloid-p ve o-
synuclein ekspresse eder ve AH ve PH etiyopatolojisini incelemek i¢in ¢ok uygun

hiicresel organizasyon ortami saglar (2).

NDH in-vitro modellerinde norodejenerasyonu baslatacak, tetikleyip ortaya

cikaracak cesitli “inducer”lar kullanilir. Bunlarin hiicresel metabolik progesler



tizerindeki etkilerini bilmek gerekir. Ayrica hiicre viabilitesi (canlilik) ve noéronal
aktiviteyi azaltan ve apopitozu artiran ¢esitli faktorler mevcuttur. Deneysel
caligmalarda ¢esitli kiyasallar, toksinler, genetik modifikasyonlar ve ekzojenik
mutant proteinler kullanilabilir. PC-12 hiicreleri dopamin, epinefrin ve diger néronal
kaynakli proteinleri ekspresse ederler. NGF (NGF; N0513, Sigma) gibi norotrofinler
PC-12 hiicrelerini diferansiye etmek icin kullanilir, ¢ilinkii bu hiicreler NGF
reseptoriine sahiptir. NGF, protein kinaz-C (PKC) igeren sinyal kaskadini indiikler ve

hiicre farklilasmasini inhibe eder fakat norit asir1 biiytimesini tetikler (2).

PH’da, SH-SYSY hiicreleri triozin hidroksilaz ve dopamin-B-hidroksilaz
aktivitesini gostermede kullanilir. Doza ve zaman bagimli retinoik asit ile
inkiibasyonu farklilagmalarinda kullanilir. PKC aktivatorii; forbol miristat asetat

(PMA; P8T39 Sigma) ve inhibitorii staurosporin farklilagma metodunda ise yarar
(Tablo 2.2) (2).



Tablo 2.2. Norodejeneratif hastaliklarin hiicresel ve molekiiler patofizyolojik
mekanizmalari, hedef yolaklar ve hiicre modelleri (2).

Etkilenen sinir NDH tipi Molekiiler temeli Benzer in-vitro
sistemi bolgesi modeli

Hippokampiis ve AH B-sekretaz ve y-sekretaz ilea | PC-12 ve SH-
serebral korteks miloid prekiirsor proteinin SY5Y

(APP) amyloid-p 40 ve 42

ye doniigiimii. Hiicre dist

presenilin-1 ve presenilin-2.

Glikojen sentaz kinaz-3f

(GSK-3B) ve cyclin-

dependent-like kinaz tip 5

(CDK-5) ile anormal

hiperfosforile olan Tau

proteini. Protein fosfataz 2

subtip A (PP2A) nin

disregiilasyonu.
Spinal kord ALS TDP-43 riboniikleoproteinin | Neuro-2a ve NSC-

sitozolik birkimi ve yanlis 34

katlanmis SOD1
Bazal gangliyonlar HH HH i¢in; HTT gen poly- HC2S2, Neuro-2a,
(substansiya nigra, (hiperkinetik | (CAG)n ekspresyonuyla PC-12 ve SH-
subtalamik veya kore) mutant huntington proteini. | SY5Y. Non-néral;
cekirdek, caudat PH PH i¢in; dopamin Cos-7, HEK-293,
cekirdek, putamen (hipokinetik) | sekresyonu kayb1 ve a- HelLa.
ve globus pallidus synucleinin Lewy body PC-12 ve SH-
gibi yapilar) agregati olarak birkimi. SY5Y.

AH; Alzheimer hastaligi, ALS; amiyotrofik lateral skleroz, HH; Huntington hastaligi, NDH;

norodejeneratif hastalik, PH; Parkinson hastalig.
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2.1.1. Alzheimer Hastaligi Modeli

Alzheimer hastali§i (AH), en sik goriilen nérodejeneratif hastalik tipi olup, en sik
Oliim sebepleri arasinda yedinci siray1 almaktadir ve etyopatogenezi halen tam olarak
anlagilamamistir.  Amyloid-f fragmanlarinin  hiicre dist alanda birikimi  ve
hiperfosforile Tau proteinlerinin ndrofibriler yumaklar halinde hiicre iginde birikimi
s6z konusudur (2). Noritik plaklar APP proteinin, amyloid-f3 40 ve 42 aminoasitlik -
ve - seklinde yariklanmasi sonucu olusur ve tau proteini araciligiyla olusan anormal
mikrotiibiil hiperfosforilasyonu ile nérodejenerasyon ortaya ¢ikar (2). Okadaik asit,
dinofflagellate toksin, protein fosfataz tip 1 ve 2A y1 inhibe ederek kimyasal olarak
AH modeli olusumunu indiikler. Amyloid-f proteini B- ve y-sekretaz enzimleri ile

toksik mutant metabolitlerine doniistiiriliir.

Hastaligin temel patofizyolojisinde amiloidojenik ve non-amiloidojenik
yolaklar 6nemlidir (16). Hiicre disi Amyloid-f inkiibasyonu ise kaspaz enzim
aktivitesini baslatir ve mitokondriyal disfonksiyona yol acarak ndronal hiicrelerde
apopitozu indiikler. PC-12 ve SH-SY5Y hiicre hatlarinda deneysel AH olusturmak
icin farkli uzunlukta Amyloid-p fragmanlar1 (25-35, 1-40 ve 1-42 gibi) kullanilabilir

(2).

AH hayvan modellerine baktigimizda, genetik temelli yapilan caligmalarda
amiloid 6nciil protein (APP) olarak presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2)
birikimlerinin aragtirildigi fare modellerinde daha c¢ogunlukla AP birikimine
rastlanllmistir  (17). Bu farelerde davranugsal degisiklikler ¢ok asikar ortaya
citkmamugstir. Preklinik asemptomatik hastalik evresine benzer klinik bulgular
saptanmistir  (17). Transjenik farelerde Tau inkliizyon patolojisi (tauopathy)
aragtirilmigtir. On beyin, hipokampiis, entorinal korteksde tau ekspresyonu ve

norodejenerasyon fare modellerinde gosterilmistir (17).

Cesitli fare modellerinde amiloidojenik ve non-amiloidojenik olarak APP’nin
a-sekretazla parcalanmasi ve mirotubiil iligkili tau proteinin (MAPT)

hiperfosforilasyonu ile norit olusturulmustur (4).

11



2.1.2. Parkinson Hastahg Modeli

Parkinson hastaligi (PH), Alzheimer hastaligindan sonra ikinci en sik goriilen
norodejeneratif hastaliktir. Baslica substansia nigra pars compakta néronlar1 olmak
tizere bazal gangliyonlarda dopaminerjik néronlarin kaybi1 ve dopamin seviyelerinde
eksilme ile karakterize bir nérodejeneratif hastaliktir (2). Altmis yas tizeri yash
niifusun yaklasik % 1’ini etkiledigi bildirilmistir (2). Hastalarin yaklasik % 5’1 ailesel
yatkinlik sonucu hastaliga sahip olsa da, ¢ogu hasta da herediter olmayan (idiyopatik
veya sporadik) sekilde multifaktoriyel nedenlerle; 6rnegin, Lewy bodilerin olusumu,
oksidatif stresin yikici etkileri, mitokondriyal disfonksiyon sonucu hastaligin ortaya
cikabilecegi bildirilmistir (18), (2). Baz1 genetik mutasyonlar ailesel formundan
sorumludur. Noérodejeneratif siire¢ a-synuclein, parkin (PARK2), Parkinson disease
protein 7 (DJ-1), PTEN tarafindan indiiklenen putatif kinaz 1 (PINK1), dardarin
(LRRK2), ATP13A2 (PARKY) sonucu ortaya ¢ikar (2).

Biitin NDHlarda oldugu gibi PH’da da mitokondriyal disfonksiyon ve
oksidatif stress noronal hiicre kaybi ve norodejenerasyonda suglanan en Onemli
nedenlerdendir. Mitokondriyal kompleks 1 eksikligi bildirilmistir. Mitonkondriyal
kompleks 1 i inhibe etmek igin deneysel modellerde 1-methyl-4-phenylpyridinium
(MPP+), 6-hydroxydopamine (6-OHDA) ve rotenon kullanilabilir (2).

MPP+, monoamin oksidaz tip B (MAO-B) nin enzimatik aktivitesiyle tiretilen
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetranydropyridine nin toksik metabolitidir ve selektif
olarak substansiya nigrada dopamninerjik ndéronlar1 o6ldirir (2). MPP+,
mitokondriyal elektron kompleks chain 1 ve ATP sentezini bozarak ROS firetimini
ve noronal apopitozu indiikler. MPP+ toksisitesi PC-12 ve SH-SY5Y dopamninerjik

hiicre hatlarinda gosterilebilir (2).

6-OHDA, norotoksik katekolamin analogu (dopamin ve ndrepinefrin) olup
katekolaminerjik ndronlar1 hedefler ve in-vivo PH modellerinde de kullanilabilir.
Fakat kan-beyin bariyerini gecemediginden stereotaktik yontemlerle dogrudan beyin
icine enjekte edilmelidir. Hiicre mebranint dopamin ve epinefrin transportirlariyla
geger ve hiicre kiiltiirii medyumunun 6-OHDA ile tinkiibasyonu in-vitro PH modeli
olusturmak i¢in olduk¢a elverislidir (2). 6-OHDA’nin monoaminoksidaz tip A
(MAO-A) ile enzimatik degradasyonu veya self-oksidasyonu ROS ve Quinone
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olusumu ile néronal apopitozu tetikler. 6-OHDA’nin diisiik konsantraayonlar: seliiler
viabilite i¢in pozitif etkilere sahip iken, yliksek seviyeleri (50-100 uM) intraseliiler
kalsiyum influksuna neden olarak ve ERK1/2 asir1 fosforillenmesine neden olarak
hiicre o6liimiinii indiikler. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda viabilteyi gosterebilmek igin
Tripan Mavisi boyast canli ve Olii hiicrelerin boyanmasi amaciyla kullanilabilir

(Sekil 2.3).

Rotenon, lipofilik yapiya sahip mitokondriyal elektron transport chain
kompleks 1 inhibitérii olan bir tropikal bitki toksinidir. Ayni zamanda ROS
tiretiminde neden olur ve mitokondriyal membran potansiyelini degistirerek

apopitozu indiikler (2).

SH-SY5Y ve PC-12 hiicreleri dogal olarak a-synuclein ekspresse ederler.
Ayrica, gecici veya stabil transfeksiyon metodlart yalmizca HH ve ALS
aragtirmalarma smirli degildir. Ayn1 zamanda bunlar a-synuclein asir1 ekspresyonu

ile in-vitro PH modelleri i¢in de kullanilabilir (2).

PH hayvan modellerinde, yetiskin farelerde, germline parkin, PINK1, DJ-1
knockout olanlarda noérdédejenerasyonun indiiklenmedigi goriilmistir (17). Yine

deneysel hayvan modellerinde LRRK2 ve a-synuclein ¢alisilmistir (18), (17).

Sekil 2.3. Hiicre kiiltiirii calismalarinda Tripan Mavisi Boyast ile Canli ve Olii
Hiicrelerin Boyanmasi.

2.1.3. Huntington Hastah@ Modeli

Huntington hastaligi (HH), monojenik otozomal dominant kalitim 6zelligine sahip
epidemiyolojik calismalarda bati toplumlarinda 1/7300 siklikta goriildiigii bildirilen
bir norodejeneratif hastaliktir (2). Mutant protein transfeksiyonu ile deneysel HH
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olusturulabilir. Noronal hiicre hatlarinda mHtt protein ekspresyonunu indiiklemek
icin kromozom 4 de lokalize HTT geninini exon 1 bdlgesinde poliniikleotid (CAG)n
tekrarlart kullanilir (2). PC-12 feokromasitoma ve SH-SY5Y human néroblastom
hiicre hatlar1 kullanilir. mHtt protein ekspresyonunu arastirmak igin ise non-ndronal
hiicre hatlar1 (COS-7, HEK-293 ve Hela) kullanilabilir (2). Yine hiicre kiiltiirti
caligmalarinda, 6zellikle uyarilmis pluripotent-kok hiicre ¢aligmlarinda non-néronal

hiicrelerden spesifik néronlar iPS hiicre teknolojisiyle elde edilebilir (Sekil 2.4) (4).

(Y neuronal differentiation

Sekil 2.4. Non-noronal hiicrelerden iPS hiicre teknigiyle noronal hiicrelerin elde
edilmesi (4).

HH, hayvan modelleri ¢alismalarina baktigimizda ise tranjenik fare ve knock-
in (KI) fare modelleri ¢alisilmigtir (15). Fareler bu hastaliklar1 ¢alismakta ekonomik,
etkin ve kolaylikla maniple edilebilmeleri agisindan uygun modellerdir (15).
Transjenik farelerde exon 1 de R6/1 (116 CAG tekrarlar1) ve R6/2 (144 CAG
tekrarlar1) ¢alisgilmistir (19). YAC128 ve BACHD transjenik fare modellerinde 128
ve 97 poliglutamin igeren tam uzunlukta insan Htt ekspresse edilmistir (20), (21),

(22).
2.1.4. Amiyotrofik Lateral Skleroz Modeli

Amiyotrofik Lateral sklerozis (ALS), 21. Kromozomda SOD1 mutasyonlar1 sonucu
ilk olarak 1993 yilinda Rosen tarafindan otozomal dominat olarak ortaya ¢ikan bir
hastalik olarak tanimlanmistir (23). ALS modelinde norodejenerasyonu olusturmak
igin farkli endojen ve ekzojen faktdrler kullanilir. Ornegin ROS, glutamat ile
eksisitotoksite gibi kullanilabilir (2). ALS insidansinin yaklasik olarak 1-2.6/100.000
oldugu bildirilmistir. Cesitli deneysel genetik modifikasyonlar ile ALS de
norodejenerasyon olusturulabilecegi gosterilmistir. Plazmid transfeksiyonu ig¢in
SOD1 ve TDP-43 ekspresse eden hiicre hatti1 kullanilabilir. Neuro-2a ndroblastoma
ve NSC-34 motor néron hiicre hatti siklikla ALS modeli olarak kullanilir (2).
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Cesitli hayvan deney modellerinde, “seed” AP, tau, a-synuclein ve
frontotemporal demans ve ALS iligkili inkliizyon patolojileri rodentlerde (transjenik
ve wild-tip) calsilmistir (17). Bununla birlikte sadece rodentler bu hastalik
modellerinde kullanilabilecek organizmalar degildir. Drosofilia, Caenorhabditis
elegans, Danio rerio, yeast (maya) modelleri ve diger bazi organizmalar NDHIlarin
hiicresel diizeyde bozukluklarinin arastirilmasinda kullanilmistir  (17). SOD1
transjenik farelerde, insan wild-tip TDP-43 asir1 ekspresyonunun norodejenerasyona
yol ag¢tig1 bildirilmistir (24). No6rodejeneratif hastaliklarda kullanilan deneysel
hayvan modelleri Sekil 2.5’de 6zetlenmistir (15).

Parldnson Alzheimer Huntington Amiyotrofik Frontotemporal
hastahi hastahg hastahz lateral sileroz demans

Nirotolsin Genetik /\
modelleri modeller

Transgenik Noo- -
\—‘ Transgenil: Transgenik Knock-in Transgenik Knock-out
l l l L Y

Tramsgenik

B-APPTEL, Afvetan R612, Mutant -
APTR, z-symuckin PDAFP, \ﬂ—l YACIS Htt Scﬂl‘rﬁé’_? sonl Tan, TDE4Z,
Rotenona, - LRRKD, ! Tzl576 BACHD COORFTL pngrsnnlmj: VCP,
OHDA PARKIN, DJ-1, VeP CHMP2B
PINKL

Sekil 2.5. Norodejeneratif hastaliklarin hayvan modelleri (15).

2.2. Glutamat

Glutamat santral sinir sisteminde sinyal iletiminde gorevli bir uyarici
norotransmitterdir. Ayn1 zamanda esansiyel olmayan bir aminoasittir (25). Motor,
kognitif, biligsel fonksyonlar, tat, koku ve goérme entegrasyonu gibi duyusal
fonksyonlar, solunum, kalp hiz1 gibi vital fonksyonlarda gorev alir. Bununla birlikte
diistinme, 0grenme, hafiza, bellek, noral plastisite, noral gelisim gibi bir¢cok hayati
fizyolojik mekanizmada 6nemli rol oynar (26). Glutamat noronlar arasi sinyal
iletimini saglamasinin yaninda sinaptik bosluktan sizarak komsu noéronlarda da bir
uyar1 meydana getirebilir. Boylece ekstrasinaptik bir uyar iletimi de saglanmis olur
(27). Glutamat kan beyin bariyerini gecebilir. Ayni sekilde Beyin Omurilik Stvisi
(BOS)’ndan sinir sisteminde yer alan hiicrelere gecisi saglanarak BOS ig¢indeki
miktar1 sabit tutulmaya caligilir. Glutamat ayn1 zamanda Gama-Aminobiitrik asitin

(GABA) sentezinde de 6ncii molekiil olarak kullanilmaktadir (27).
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Organizmada sentezlenmeyen gidalarla alinan bir aminoasittir. Viicutta alfa —
ketoglutarattan da sentezlenebilmektedir (25). Fakat Merkezi sinir sisteminde
glutamaterjik noronlar glukozdan glutamat iiretemedigi icin presinaptik ndronlarin
glutamat ihtiyact glutamat-glutamin dongiisii ile karsilanir. Bu siklus presinaptik

noron ile komsu glial hiicre arasinda gergeklesir (25).

Presinaptik ve postsinaptik néronda bir miktar glutamat yikimi gergeklestirilir
(sekil) (27). Ancak bunlarin haricinde en biiyilkk mekanizma c¢evre astrositlere
Eksitator amino asit tasiyicilar (EAAT) ile gergeklestirilen alimdir. Merkezi sinir
sisteminde karbon ve azot kaybi1 olmamasi igin astrositlere alinan glutamat komsu
kilcallarla dolasima gegmez (27). Bunun yerine, noronlara bir etkisi olmayan
glutamine doniistiiriiliir. Bu sayede glutamatin néronlar lizerindeki eksitatorik etkisi
ve asir1 depolarizasyonu Onlenir. Tekrar glutamat sentezlenmesi gerektiginde iiretilen

glutamin presinaptik ndronlara gecer ve burada glutaminaz enzimi ile glutamin-

glutamat doniisimii saglanir (Sekil 2.6) (27).

Synaptic cleft

Pre-synaptic neuron Post-synaptic neuron

Glutamine

Astrocytes

gs Glutamate

(b)

a-ketoglutarate

TCA cycle

ATP

Sekil 2.6. Astrositler tarafindan glutamat alimi1 ve metabolizmas1 (27).

Glutamatin bir diger fonksiyonu néral dokularda iiretilen GABA'nin onciil
molekiilii olmasidir. Glutamat ayrica amonyagin zararsiz hale getirilmesi ic¢in
gerceklesen detoksifikasyon isleminde de aracilik yapabilir (28). Glutamati astrosit
hiicre membran1 boyunca ya da intraseliiler vezikiil membrani igerisine tasiyan
kanallara glutamat tasiyicilart denir. Glutamat tasiyicilart Eksitatér amino asit

tasiyict (EAAT) ailesi ve Vezikiiler glutamat tasiyict (VGLUT) ailesi olarak ikiye
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ayrilir. EAAT grubu glutamati sinaptik bosluktan uzaklastirarak ndronal ve glial
hiicrelere geri alinmasim1 saglar. VGLUT ailesinin gorevi ise glutamatin
sitoplazmadan vezikiillere gegisini saglamaktir (25). Glutamat tasiyicilari aspartatin
tasinmasinda da gorev alir. Beyin disinda bir¢ok dokuda da bulunur. Bu dokularda
glutamat ve diger glutamaterjik maddelerin fizyolojik etkilerinde rolii vardir. Bu

dokularin baglicalar kalp, testis, karaciger, kemik ve pankreas adacik hiicreleridir.

EAAT grubu, membran iizerinde bulunan ¢ogunlukla Na*? bagiml ikincil
aktif tranport gerceklestiren kanalciklardir. Ekstraseliiler glutamat yogunlugunun
diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar (27). Sinaptik bosluga salgilanan Glutamat, bu
kanallar ile kisa siirede uzaklastirilarak uyari iletiminin durmasinda gérev alirlar. Bu
kanallarin faaliyetlerindeki azalma, glutamatin toksik etkiye neden olarak
postsinaptik ndronda asir1 uyarim ve sonrasinda bir grup biyokimyasal
mekanizmanin aktiflestigi eksitotoksisite ile neticelenmektedir. Ayrica bu kanalciklar
glutamatin yeniden sentezlenmnesine ve kullanilmasina imkan saglamaktadir (27).
EAAT ailesi temelde basta Na iyonlarinin elektrokimyasal gecisine bagli olarak
caligsmalarina ragmen potasyum ve hidrojen konsantrasyonuna bagli olarak da ¢alisir.
Bundan dolay1 “’Na ve K bagimli glutamat tasiyicilar’® olarak da bilinirler. EAAT
ailesinin alt tipleri glutamata farkli gecirgenlik gosterirler. Sodyuma bagimli olarak
calisanlar yiiksek affiniteli glutamat tasiyicilari olarak da bilinmektedirler. EAAT ler
1 molekiil glutamat1 3 Na ve 1 H molekiille birlikte hiicre i¢ine alirken 1 K
molekiiliinii ise hiicre disina ¢ikarirlar (27). Insan hiicrelerinde EAAT ailesinin 5 tipi
mevcuttur. EAAT1 ve EAAT2 glial hiicrelerin yiizeylerinde bulunur. EAAT2 (glial
glutamat transporter) hipokampal bolgedeki CA3 noronlarinin akson terminalinde de

tespit edilmistir (27).

Vezikiiler glutamat tastyicilart VGLUTI1, VGLUT2 ve VGLUT3 olmak iizere
3 adettir. Bu tasiyicilarin baglica gorevi hiicre i¢ine alinan glutamati sinaptik vezikiile
aktarmak suretiyle sinaptik bosluga salinmasi i¢in depolanmasini saglamaktir.
VGLUT lar vezikiiler sistemdeki proton gecislerine baghdirlar. Glutamata olan
gecirgenlikleri EAAT ailesine gore oldukca diistiktiir. Ayrica EAAT lerin aksine
aspartata afiniteleri yoktur (27). VGLUT’lardan en fazla bilgi VGLUT3 hakkinda
mevcuttur. VGLUT3’lin isitme sistemindeki hizli glutaminerjik eksitasyonda rolii

oldugu bilinmektedir (27). Glutamat 1 iki tip reseptdrii vardir. Iyonotropik Glutamat
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Reseptorleri; N-metil-D-aspartat reseptorleri, glutamat, glisin, Mg?*, Zn** ve
poliaminleri baglayabilen karmasik yapilardir. Yedi alt birimden (bir NR1, dort NR2
ve iki NR3) olusan NMDAR’larin islevleri, NR1 ve NR2 alt birimlerinin
kombinasyonu ile belirlenir (29). Metabotropik glutamat reseptorleri; G-protein bagl
reseptorlerdir ve ikinci bir haberci kaskadini tetiklemesine neden olur (29). Hem
presinaptik hem de postsinaptik néronlarda bulunurlar, bununla birlikte metabotropik
reseptorlerin alt birimleri mikrogliada da mevcuttur. Sekiz farkli mGluR tipi vardir
(mGIuR1-8) ve yapilarina ve fizyolojik aktivitelerine gore (grup I, II ve III) {i¢ ana
gruba ayrilir. Grup |, mGIuR1 ve mGIuRS5 reseptorlerinden olusur. Grup II ise
mGIluR3 ve mGIuR2 reseptorlerini igerir. Grup III, mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 ve
MGIuRS8 reseptorlerinden olusur. Grup I mGluR’nin fosfolipaz C’yi aktive eder,
siklik adenozin monofosfat (cAMP) olusumunu tetikler. Grup II ve III mGluR’nin

ise cAMP ve adenilat siklaz inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (27) .
2.2.1. Eksitotoksisite Kavrami

Yapilan invitro ve invivo yapilan deneyler sonucunda, asir1 miktarlarda glutamat gibi
eksitator amino asit ve bunlarin analoglarinin ndrodejenerasyona sebep oldugu
bulunmustur (29). Glutamat presinaptik nérondan salindiginda NMDA ve AMPA
reseptorlerinin ikisini de uyarir. Na*?’un hiicreye girmesi depolarizasyona neden
olur. NMDA reseptdrii monovalan katyon ve kalsiyuma gecirgendir. Mg?* ile

kapatilan kanal, membranin depolarizasyonuyla blokajdan kurtulur (29).

AMPA reseptorii bagimli kanallar aracilifi ile Na+ girisi hiicrede
depolarizasyona neden olur. Boylece NMDA kanallarindan Ca?* girisi olur. Kisaca
ifade edilecek olursa glutamat reseptorlerinin aktivasyonu Ca?* gecisi ile etkisini
gosterir. Glutamat tastyicilart olan EAA’larin salimmi ve IGLUR’nin aktif hale
gelmesi pek cok iyona karsi zar gecirgenliginin artmasina neden olur (30). Ca?
girisinden sonra reseptdrlerin glutamatla aktive oldugu eksitatér olaylar meydana
gelir. EAA’lerin geri alinmasi ve inhibitor mekanizmalar bu eksitator olaylarin
sonlanmasini saglar. Gecikmis hiicre 6liimii ise NMDAR’larin asir1 uyarimi ve buna
bagli Ca?* fazlaligiyla meydana gelmektedir. Kalpain ve Fosfolipaz A2 gibi Ca?*’ye
bagimli enzim aktivitesi ve bazi serbest radikallerin tiretimi de apoptozda etkilidir

(25). Hiicre i¢ci Ca?* konsantrasyonunun artist her zaman hiicre Sliimiine neden
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olmaz. NMDA reseptorlerine bagli bolgesel artiglar NO sentazin asgir1 uyarimina da

sebep olur ve boylece hiicrede dliimciil olaylar tetiklenir (6), (7), (25).

mGluR1 hem de mGIluRS5, NMDA reseptér akimlariin Src'ye bagl
mekanizma yoluyla gii¢lendirilmesine yol agar. Alternatif olarak diger goriisler, hem
mGIluR1 hem de mGIuRS5'in kalmodulin ile kalsiyum bagiml bir sekilde etkilesime
girebilecegini destekleyerek, PKC'nin yani sira diger molekiillerin, Pyk2 / Src'nin,
mGlIuR1 aracili aktivasyonundan ve NMDARs akimlarmin giiclendirmesinden

sorumlu olabilecegini 6ne siirer (25).

Hiicresel ve molekiiler diizeyde yaslanma, karmasik bir siirectir. DNA
remodellingi, pargalanmasi, protein yapisal ve fonksiyonel degisiklikleri ve membran
yapisal kusurlari gibi degisiklikler igin tetikleyici olaylar1 bilinmemektedir.
Yaslanma siirecine giren bir hiicrede ortaya ¢ikan molekiiler anormalliklerin 6nceden
programlandigini, bu nedenle hiicre canliliginin, bir hiicrenin miras aldig1 genetik ve
protein yapist tarafindan sinirlandirildigini 6ne siirenler vardir. Hipokampal néronlar,
amiloid P ile indiiklenen toksisiteye karsi olduk¢a savunmasizdir ve bu durum
noronlarda artan oksidatif stres ile iliskilidir. Bu artmis oksidatif stres, proteinlerle
reaksiyona giren ve islevlerini degistiren, lipid peroksidasyonunun aldehidik tiriinii
olan 4-hidroksinonenal (HNE) olusumunun artmasina neden olur. Noronlarin
HNE'ye maruz kalmasi, Na*2 ve Ca?* gibi iyonlarin hiicre i¢i diizenlenmesini bozar
ve NMDA reseptor antagonistleri tarafindan zayiflatilabilen toksisiteye yol acar (29).
Glutamatin akut veya kronik norodejeneratif sorunlar meydana getirmek suretiyle
hiicre Oliimiinii baslattigr bilinmektedir. Dolayisiyla glutamat sinyal iletiminin
saglikli olmast néronun korunmasinda onemlidir. Ek olarak ¢ogu zaman glutamat

norotoksisitesi  glutamat reseptdrlerinden NMDA’nin  asir1  uyarilmasindan

kaynaklanabilir (29).

Eksitotoksisite fenomeni, yani ylizey reseptorlerinin asir1  glutamat
aktivasyonundan kaynaklanan hiicre nekrozu, ndbetler, iskemi, anoksi, hipoglisemi
ve iltihaplanma gibi sinir sistemindeki ¢esitli patolojik durumlarla iliskilendirilmistir
(29). Eksitotoksisite fikrinin gelistirilmesinden bu yana, ana dogma, glutamata bagh
hiicre hasar1 ve dliimiiniin EAA reseptorlerinin aktivasyonunun bir sonucu oldugu ve

bu etkilerin kompetitif veya kompetitif olmayan I-glutamat reseptor inhibitorlerinin
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kullanilmasiyla bloke edilebilecegi olmustur (29). Noronlarin yiiksek hiicre disi
glutamat konsantrasyonlarina maruz kalmasmin ardindan gelen norotoksisite, iki
farkli noronal hasar ve 6liim mekanizmasi seklinde olusabilir. Glutamata kisa stireli
maruz kalma (5-15 dakika), hiicre dis1 Na* ve CI" konsantrasyonlarina bagl olarak
ndronlarin sismesine, hiicrelerin parcalanmasina ve laktat dehidrojenazin (LDH)
salinmasina neden olur (29). Eksitotoksik hiicre oliimi ile ilgili bu bilgiler,
glutamatin iskemik veya hipoglisemik ndronal hasarlanmadaki rolii agisindan ¢ok

onemlidir.
2.3.Anakinra

IL-1, dogal bagisiklik ve inflamasyonun merkezi bir mediatoriidir. IL-1 ailesi,
agonist aktiviteye sahip 7 ligand (IL-1a ve B, IL-18, IL-33, IL-360, B, y), ii¢ reseptor
antagonisti (IL-1Ra, 1L-36Ra, 1L-38) ve bir anti-inflamatuar sitokin (IL-37) igerir.
IL-1 Reseptor (IL-1R) ailesi 6 reseptdr zinciri igerir. Bunlar 4 sinyal reseptor
kompleksi, 2 tuzak reseptor (IL-1R2, IL-18BP) ve 2 negatif regiilator (TIR8 veya
SIGIRR, IL-1RACcPD) icerir. Reseptdr antagonistleri, tuzak reseptorleri ve sinyal
inhibitorleri araciligiyla, dogal bagisiklik ile kontrolsiiz inflamasyon arasinda bir
denge saglanir. Dogal bagiksikligin tiim hiicreleri IL-1 ailesi iiyelerinden etkilenir
(31). IL-1 makrofajlar, notrofiller, eozinofiller, bazofiller ve mast hiicreleri dahil
hemen hemen tiim hiicreleri ve organlar etkiler. Otoinflamatuar, otoimmiin, bulasict

ve dejeneratif hastaliklarin ana patojenik mediatoriidiir.

IL-1'in patofizyolojik rolleri, inflamasyon, akut faz yanitlari, bakteriyel ve
viral enfeksiyona kars1 konak savunmasi, timosit olgunlagsmasi ve T helper 2 hiicre
proliferasyonu dahil olmak iizere immiin sisteminin aktivasyonu, osteoklast
aktivasyonu ve metalloproteazlarin salgilanmasi dahil kemik metabolizmasi, ates
gelisimi ve hipotalamopitiiiter aks (HPA) ekseninin aktivasyonudur. Noro-immiino-
endokrin sistemdeki rolleri viicudun homeostazini saglamada ve bagisiklik
sisteminin merkezi sinir sistemi tarafindan kontroliinde 6nemlidir (32). IL-1'in
merkezi sinir sistemi lizerindeki etkileri ates ve HPA aksin aktivasyonudur. Yiiksek
sicaklikta 16kosit gocii artar. HPA aksinin agagisindaki kortizol, dogal bagisiklik ve

inflamasyon iizerinde diizenleyici bir isleve sahiptir (32).
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Iki gesit IL-1 tammlanmstir: IL-la ve IL-1B, farkli genler tarafindan
kodlanir, aynmi reseptore (IL-1R1) baglanir ve benzer biyolojik 6zelliklere sahiptir.
Bununla birlikte, bagisiklik, inflamasyon ve kanser iizerinde etkilerinde farkliliklar
vardir. IL-lo Onciisii, tim gastrointestinal sistemin epitel tabakalarinda, akciger,
karaciger, bobrek, endotel hiicreleri ve astrositlerde yapisal olarak bulunur. Miyokard
enfarktiisii, inme, akut bobrek yetmezligi ve tiimor nekrozu gibi iskemik
hastaliklarda olan nekrozla hiicre Oliimii {izerine IL-lo Oncilisii salmir. IL-1B
onciiliiniin aksine, IL-1a Onciilii tamamen aktiftir ve steril enflamasyonu olusturan
enflamatuar sitokin ve kemokinlerden olusan bir kaskadi hizla baslatarak bir alarm
olarak iglev goriir. Dolayistyla, IL-1a steril enflamasyonun erken evrelerine aracilik
eder. Nekrotik hiicrelerden salinan IL-la Onciisiine ek olarak, aktive edilmis
monositlerde de IL-la'min bir membran formu mevcuttur. Bununla birlikte,
dolagimdaki IL-la, ciddi enfeksiyonlari olan kisilerde bile nadiren tespit edilir.

Ancak endotelyal hiicrelerden salinan apoptotik cisimlerde bulunur.

IL-1B, kan monositleri, doku makrofajlari, deri dendritik hiicreleri ve beyin
mikroglialar1 gibi hematopoetik hiicreler tarafindan TLR (toll like receptor)' ye,
aktive edilmis kompleman bilesenlerine, diger sitokinlere (TNF-a gibi) ve IL-1'in
kendisine yanit olarak tiretilir. IL-1o prekiirsoriiniin aksine, IL-1p prekiirsorii aktif
degildir. Kaspaz-1 tarafindan parcalanarak aktif sitokini hiicre dis1 bosluga birakir.
Kaspaz-1 hematopoetik hiicrelerde bol miktarda bulunmasma ragmen, proenzim
(prokaspaz-1) ilk olarak inflamazom tarafindan pargalanmayi1 gerektirir. Bu
makromolekiiler kompleksin kilit bileseni, kriyopirindir. Pyrindeki tek amino asit
fonksiyon mutasyonlari, yiiksek miktarda aktif olarak salgilanan IL-1f ile sonuglanir.
IL-1B'min  yiliksek miktarda salgilanmasi, otoinflamatuar hastaliklar olarak
adlandirilan bu mutasyonlara sahip hastalarda inflamasyonla baglantilidir. Ancak,
IL-1B aracili inflamasyonun tamami NLRP3 veya kaspaz-1 aktivitesine bagh
degildir. Inaktif IL-1B prekiirsoriiniin proteinaz-3 ve elastaz gibi notrofil enzimleri
tarafindan hiicre dis1 parcalanmasi aktif I[L-1f iiretir (33). Clinkdi par¢alanma bolgesi

kaspaz-1'inkine yakindir.
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Mediterranean FeVer (MEFV) geni tarafindan kodlanan pyrinin 6nemli bir roli
IL-1B sekresyonunu diizenlenmesidir. Otoinflamatuvar hastaliklardan biri olan
Ailesel Akdeniz atesi (familial Mediterranean fever, FMF)’ nin inflamatuar
semptomlarinin IL-1f tarafindan tetiklendigi diisiiniilmektedir. Pyrinin C-terminal
B30.2 alanindaki mutasyonlar tarafindan IL-1 iiretimi anormal sekilde indiiklenir.
IL-1 B 'nin blokaji, FMF igin biiyiileyici bir yardimer tedavidir (36). Anakinra,

rilonacept ve kanakinumab, IL-1 inhibitorleridir (35).

Anakinra (insan IL-1 reseptoriiniin rekombinant homologu), IL-1a ve IL-
1B'min IL-1 reseptoriine baglanmasini yarigmali olarak inhibe eder (31). Escherichia
coli'den rekombinant DNA teknolojisi ile tiretilir. Aminoasit yapisi, N'-terminalinde
ek bir metionin kalintis1 disinda, dogal IL-1RA' ninkiyle aynidir. Anakinranin yari
omrii 4 ila 6 saat arasinda degismektedir, bu nedenle giinliik olarak subkutan
enjeksiyonla, ¢ocuklarda 6nerilen 1-2 mg/kg ve yetiskinlerde 100 mg ile uygulanir.
Ilag esas olarak bobrek tarafindan elimine edildiginden siddetli bobrek yetmezligi
veya son donem bobrek hastaliginda (kreatinin klerensi 30 ml/dk'nin altinda) verilen
doz giin asirt uygulanmalidir (49). Birgok otoinflamatuvar hastaligin kullaniminin
yanisira, giiniimiizde ozellikle COVID-19 enfeksiyonunun tedavisinde de
kullanilmustir (33), (34), (35), (36), (37), (38), (39), (40).

2.4. Favipravir

Favipravir (FPV, T-705), RNA bagimli RNA polimerazi kompetitif inhibe ederek,
viral transkripsiyon ve replikasyou onleyen antiviral etkiye sahip bir RNA polimeraz
inhibitoridir (41), (42), (43) (Sekil 2.7). 2014 yilinda Japonyada standard antiviral
tedavilere direngli influenza tedavisinde onay almistir (41). FPV ayriva Ebola viriis
hastalig1 ve 6zellikle coronavirus — 2 (SARS-CoV-2) nin neden oldugu siddetli akut
respiratuvar sendrom tedavisinde kullanilmaktadir (41). Molekiiler yapist
C5H4FN302 ve molekiiler agirligr 157.1 g/mol olan bir piirin niikleozid onciiliidiir.
FPV nin aktif formu olan favipravir ribofuranosyl-triphosphate (FTP) RNA bagimli
RNA polimerazi (RdRp) inhibe ederek viral replikasyonu onleyerek etki eder (Sekil
2.8).
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COVID-19 da etkinligi ile ilgili 2 hipotez ortaya atilmustir. ilkine gére FTP
intraseliiler olarak olugsmakta sonra niikleozid analogu gibi davranarak GTP/ATP yi
stimiile etmekte ve sonugta viral RNA ya inkorpere olarak RNA sentezi

sonlanmaktadir. Diger goriise gore ise FTP viral RNA ya inkorpere olarak genom

mutasyonunu indiikler ve etkisiz ve inenfektif viron olusumuna yol acar (44) (Sekil

2.8).
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Sekil 2.8. Favipravirin etki mekanizmasi (42).
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3. GEREC ve YONTEM

HT22 (SCC129) hiicre Merck ® hiicre koleksiyonundan elde edildi ve % 10’luk
Fetal Sigir Serumu (FBS) (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA), % 1’lik
penisilin/streptomisin (Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, USA) ve % 1’lik L-
glutamin iceren DMEM'de (Thermo Fisher Scientific, Altrincham, UK) kiiltiire
edildi. Uygun kosullar olusturularak inkiibatérde (37 °C ve % 5 CO2 ile
nemlendirilmis atmosfer ortami) bekletildi. Hiicreler %80-90 yogunluga ulasinca
pasajland1. Ug defa pasajlama yapildiktan sonra hiicreler 96’11 plate her kuyucuktaki
hiicre yogunlugu 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapild.

Anakinra, favipravir ve glutamat (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, ABD)

DMEM i¢erisinde ¢ozlindiiriildii ve islemden once stok ¢ozeltiler olusturuldu.

Anakinra ve favipravirin glutamat kaynakli sitotoksisite tizerindeki etkisini
incelemek igin hiicre gruplari olusturuldu. Kontrol grubuna herhangi bir tedavi
uygulanmadi. Glutamat ile indiiklenen grubun hiicrelerine 24 saat boyunca 10 mM
glutamat verildi. Anakinra grubundaki hiicrelere 24 saat boyunca ¢esitli
konsantrasyonlarda (1,10, 25, 50 ve 100 pg) anakinra verildi. Favipravir grubundaki
hiicrelere 24 saat boyunca cesitli konsantrasyonlarda (1, 10, 25, 50 ve 100 pg)
favipravir verildi. Anakinratglutamat grubundaki hiicreler, 1 saat boyunca farkl
konsantrasyonlarda (1, 10, 25, 50 ve 100 pg) anakinra ile 6n isleme tabi tutuldu ve
ardindan 24 saat boyunca 10 mM glutamat uygulandi. Favipiravir+glutamat
grubundaki hiicreler, 1 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (1, 10, 25, 50 ve 100
ng) favipiravir ile 6n isleme tabi tutuldu ve ardindan 24 saat boyunca 10 mM
glutamat uygulandi. Ardindan etkili dozlar belirlenerek anakinra+favipiavir+

glutamattan olusan kombinasyonlar1 uygulandi.

Hiicre canliligi, XTT testi (Roche Diagnostic, MA, USA) kullanilarak
degerlendirildi. Baglangicta HT22 hiicreleri oyuk basina 100 uL. DMEM i¢inde 1 x
10* hiicre yogunlugunda 96 oyuklu plaklara ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. Glutamat
kaynakl1 sitotoksisite yontemi, daha once tarif edildigi gibi gerceklestirildi. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan 96’11 plaka ¢ikarilip oyuklar fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikandi. Daha sonra tiim kuyucuklara fenol kirmizisi igermeyen 100 uL DMEM ve
50 uL XTT soliisyonu ilave edildi ve ardindan plakalar 4 saat 37 °C'de tutuldu.

24



Absorbans degerleri, 450 nm'de bir ELISA mikro plaka okuyucu (Thermo Fisher
Scientific, Altrincham, UK) kullanilarak tespit edildi. Tiim deneyler ii¢ kez yapild1
ve hiicre canliligi, kontrol grubuna (tedavi uygulanmamis hiicreler) kiyasla canli

hiicre yiizdeleri olarak degerlendirildi. Kontrol grubu canliligi yiizde yiiz (%100)
olarak kabul edildi.

3.1. istatistiksel Analiz

Calismada yapilan biitiin 6l¢timler tli¢ kez tekrar edildi. Elde edilen verilerin istatiksel
degerlendirilmesi SPSS 23.0 paket programi dahilinde; verilerin her grupta normal
dagilima uygun olup olmadigi Shapiro Wilk testi, ¢alismadan elde edilen veriler igin
tanimlayici istatistik olarak ortalama ve standart sapma degerleri olarak elde edildi.
Normal dagilima uyan verilerde tek yonliic ANOVA varyans analizi testi ve normal
dagilim gostermeyen veriler de ise nonparametrik testler olan Kruskal-Wallis ve
Mann-Whitney U testi uygulandi. istatiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul
edildi.

3.2. Arastirmanin Etik Yonii

Arastirmanin her asamasi etik ilkeler dogrultusunda yiiriitiilmistiir. Calismaya
baglamadan &nce Sivas Cumhuriyet Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’dan (20/10/2021 tarihli, 2021-10/39 sayili) (EK.1) izin

alinmustir.
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4. BULGULAR

Glutamatla HT22 hipokampal hiicre hattinda olusturulan eksitotoksisite sonrasi
anakinra ve favipravirin hiicre canliligt viabilite {izerine etkileri farkli
konsantrasyonlarinda ayri ayr1 ve anakinra — favipravir kombine uygulanarak
incelendi (Sekil 4.1-3). Hiicre viabilitesi herhangi bir sey uygulanmayan (anakinra —
favipravir tek basma veya kombine) yani kontrol grubuna oranla canli hiicre

yiizdeleri seklinde degerlendirildi.

Sekil 4.1. Glutamat eksitotoksisitesi olusturulan HT22 hiicre hattinin mikroskobik
morfolojik goriiniimleri. A; glutamat grubu, B; kontrol grubu.

Sekil 4.2. Glutamat eksitotoksisitesi olusturulan HT22 hiicre hattinin mikroskobik
morfolojik goériiniimleri. A; Anakinra 100 ug uygulanan grup, B; Favipravir 100 nug
uygulanan grup.
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Sekil 4.3. Glutamat eksitotoksisitesi olusturulan HT22 hiicre hattinin mikroskobik
morfolojik goriiniimleri. A; Anakinra 100 pg ve glutamat uygulanan grup, B;
Favipravir 100 pg ve glutamat uygulanan grup, C; Anakinra 100 ug ve glutamat ve
Favipravir 100 pg uygulanan grup.

Anakinranin 100, 50, 25, 10 ve 1 uM konsantrasyonlarinin HT22 hiicre hattinda
glutamat 10 mM uygulamasi sonrasi hiicre canlilifi yani viabilite {izerine
anakinranin farkli dozlarinin etkisine baktigimizda ise 100 uM anakinra uygulanan
grupta hiicre canliliginin diger gruplara gore daha fazla oldugu gézlendi (p < 0.01
glutamata gore). Yani yalnizca anakinranin farkli dozlarinin uygulanmasininda

viabilite lizerinde herhangi bir etkisi gézlenmedi (p< 0.01 kontrole gore) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. HT22 hiicre hattinda glutamatla olusturulan eksitotoksisite iizerine
Anakinranin farkli dozlarinin uygulamasinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi. (p <
0.01 glutamata gore). (p< 0.01 kontrole gore).
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Fakat Glutamatla HT22 hiicre hattinda olusturulan sitotoksisitenin anakinra
100 uM uygulamasiyla 6nlendigi gozlendi. Anakinranin bu dozda nérodejenerasyon

tizerine koruyucu etkisi izlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. HT22 hiicre hattinda glutamatla olusturulan eksitotoksisite iizerine
Favipravirin farkli dozlarinin uygulamasinin hiicre canliligi tizerindeki etkisi. (p<
0.01 kontrole gore).

Favipravirin 100, 50, 25, 10 ve 1 uM konsantrasyonlarin HT22 hiicre
hattinda glutamat 10 mM uygulamasi sonrasi hiicre canlilig1 yani viabilite iizerine
favipravirin farkli dozlarinin etkinliginin olmadig1 gozlendi. Yani yalnizca
favipravirin farkli dozlarinin uygulanmasininda viabilite {izerinde herhangi bir etkisi

gozlenmedi (p< 0.01 kontrole gore) (Sekil 4.5).
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a; p< 0.01 kontrole gore

B; p<0.01 glutamata gore

Sekil 4.6. HT22 hiicre hattinda glutamatla olusturulan eksitotoksisite tizerine
Anakinra — Favipravir kombine uygulamasinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi.

Anakinra — favipravir — glutamat kombine uygulanan grupta ise anakinranin
100 uM dozu ile favipravirin 100, 50, 25, 10 ve 1 uM konsantrasyonlar1 ve glutamat
10 M dozlarinda; anakinra glutamate toksisitesine kars1 koruyucu fakat anakinra —

favipravir kombinasyonu bu etkiyi degistirmedi (Sekil 4.6).
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TARTISMA

Hipokampal hiicreler glutamat toksisitesine hassas ve norodejenerasyonu in-vitro
modelleme acgisindan uygun hiicre gruplaridir. Bu calismada glutamatla HT22
hipokampal hiicre hattinda olusturulan eksitotoksisitede, anakinra ve favipravirin
hiicre canlilig1 viabilite {lizerine etkileri farkli konsantrasyonlarinda ayri ayri ve

anakinra — favipravir kombine uygulanarak incelemek amaclandi.

Covid-19 tedavisinde yiiksek dozda kullanilan antiviral ilag olan favipiravir ve
sitokin firtinasinda oksijen satiirasyonu diisiince solunum yetmezligine giren
hastalara bakanlik onayli kullanilan antiinflamatuvar ila¢ kullanilan anakinra
kullanilmaktadir.Gegirilen Covid-19 enfeksiyonu sonrasi hastalarda unutkanlik,
konsantrasyon eksikligi,hatirlama ve hafiza problemleri gibi bir¢cok biligsel
fonksiyonda zorlanmay1 da iceren beyin sisi goriilmektedir.Bu beyin sisinin yogun
sitokin firtinasinda etkilenen glial hiicreler,mikrogliyalar ve astrosit hiicrelerini de
iceren inflamasyon ve eslik ettigi norodejenerasyondan mi yoksa yliksek doz
kullanilan bu ilaglarin tekli veye kombine olarak kullaniminin olusturdugu toksisite
ile iliskili bir norojenerasyondan mi olustugu bilinmemektedir. Bu konuyla ilgili

yapilan ¢alismalar bulunmamaktadir.

Norodejeneratif hastaliklar (NDH) giinlimiizde giderek artan siklikta
karsilastigimiz, tam1 koydugumuz bir grup hastaligi icerir. Bunlarin baslicalari;
Alzheimer hastaligt (AH), Amiyotrofik Lateral Sklerozis (ALS), Huntington
hastaligi (HH) ve Parkinson hastaligi (PH) dir (46), (47). Frontotemporal demans ve
spinoserebellar ataksileride bu gruba alan yayinlar mevcuttur (48). Bu hastaliklarin
bazilarinda hafiza ve biligsel bozukluklar oluriken bazilarinda da hareket, konusma
ve hatta nefes almada zorluklar olabilmektedir (48). Bu hastaliklarin hiicresel ve
molekiiler diizeyde etiyopatogenezlerini anlamak i¢in in-vivo c¢aligmalar1 yapmak
¢ogu zaman etik sorunlar, ekonomik — maliyet ve zaman kaybi, is giicii ve daha
kapsamli laboratuvar ekipmanlarmni gerektirebilmektedir. Iste bu yiizden NDH’larda

in-vitro ¢alismalar daha 6nem kazanmaktadir.

NDH’larla ilgili fare, meyve sinegi, nematod solucan1 ve maya kiiltiirleri
deneysel calismalarda kullanilmistir (48). Yine son yillarda pluripotent kdk hiicre

calismalar1 bildirilmistir (48). Bazi calismalarda protein agregatlarinin nérondan
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norona farkli yollarla aktarildigi ve NDH’larin patogenezinde rolii oldugu
bildirilmistir. Yine son yillarda g¢evresel toksinler ve endojen proteinlerin yanisira
NDH’larin ortaya ¢ikmasinda mikroglialarin asir1 aktivasyonu ve reaktif oksijen

radikalleri saliniminin nérodejenerasyonda rol oynadigi bildirilmistir (49), (50).

Yapilan ¢esitli hayvan calismalariyla pozitron emisyon tomografi (PET) ve
manyetik rezonans (MR) goriintiilemelerde kullanilarak NDH’larin fonksiyonel,
norokimyasal ve anatomik farkliliklar1 ortaya konmaya ¢alisilmistir (51). Yine ¢esitli
fare modellerinde PET ve SPECT (single-photon emission computed tomography)
ile preklinik goriintilleme ve norovaskiiler komponentler incelenmistir (52). Fakat
bunlar pahali tetkikler olup zamansal ve ortamsal, laboratuvarlar gibi, ilave yiikler
getirmektedir. Bunlarin yerini alabilecek daha ucuz ve daha molekiiler ¢aligmalar
mevcuttur. Bir ¢alismada floresanla isaretlenmis insan a-synuclein fibrillerinin sinir
hiicresinden bir diger sinir hiicresine transmisyonu primer fare hiicre kiiltiirlinde

gosterilmistir (53).

NDH’larin patogenezinde rol oynayan TREM2 varyantlar1 calisiimistir.
TREM2 resptorleri ¢esitli immiin hiicrelerde ekspresse edilir (54). Yine bir fare AH
modelinde proinflamatuvar sitokin olan interlokin — 1 (IL-1) in etkisi arastiritlmistir
(55). Bu calisma hipokampal diizeyde artmis IL-1 diizeyi ile AH’indaki hafiza

problemlerinin iligkili olabilecegini gostermistir (55).

Bu calismada HT22 hipokampal hiicrelerde glutamatla olusturulan
norodejenerasyon (eksitotoksisite) lizerine anakinranin farkli dozlar1 uygulanarak
hiicre canliligma etkisi incelendi. Anakinra 100 pM uygulanan grupta hiicre
canliliginin, anakinranin daha diisiik dozlar1 uygulanan gruplara kiyasla daha fazla
oldugu gozlendi (p< 0.01, glutamata gore). Fakat anakinranin daha diisiik ve farklh

dozlarda uygulamasinin viabilite lizerinde herhangi bir etkisi gdzlenmedi.

Interlokin — 1 antagonisti olan ankinra giiniimiizde birgok inflamatuvar
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (32). Gerek yaslanmanin dogal siirecinde,
giinliik yasamda farkina varilmayan apopitoz olay1 ve gereksede ¢esitli nedenlerde

noronal hiicrelerde olusan inflamasyonu baskilamak 6nemlidir.

Cliteur ve ark., faz 2, randomize klinik ¢alismalarinda spontan intraserebral

hemorajili hastalarda olusan mikroglial aktivasyonu, inflamasyonu ve beyin hasarim
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onlemek igin rekombinan insan IL-1ra (anakinra) uygulamislar (56). Hastalar1 iki
gruba ayirmislar; birinci grupta yiiksek doz anakinra 500 mg/giin ikinci grupta ise
daha diisiik doz 100 mg/giin anakinra kullanmiglar ve standart tedavi verilen hasta
grubuyla karsilastirmiglardir. Anakinranin yiiksek dozlarinin kan beyin bariyerini
daha c¢ok gecebildigi olusabilecek sekonder noroinflamasyonu Onlemede ise
yarayabilecegini gostermislerdir (56). bu bulgular ¢alismamizda da gosterdigimiz
yuksek doz ankinranin HT22 hipokampal hiicre canliligmmi daha iyi korudugu

sonucunu desteklemektedir.

Anakinra giiniimiizde COVID-19 enfeksiyonun da ortaya cikan sitokin
firtinasinda da kulanilmistir (37). Hiicre i¢i kaspaz aktivasyonu ve inflamazom

kompleksi olusumuyla giden inflamatuvar hadiselerde anakinranin etkinligi

bilinmektedir (40).

Birgok NDH ta bozulmus microRNA seviyelerinin hastalik patogenezi ile
iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir (57). Ozellikle miR-9-5p, miR-21-5p, miR-29
ailesi, miR-132-3p, miR-124-3p, miR-146a-5p, miR-155-5p, and miR-223-3p iliskili
bulunmustur (57). Ailesel frontotemporal demansta ise progranulin geninde

fonksiyon kaybina yol acan genetik mutasyonlarin rol aldig1 bildirilmistir (58).

Alzheimer hastaliinin  patogenezinde proinflamatuvar mekanizmalarin
hastaligin erken evrelerinde bile rol oynadigi bildirilmistir (59). Burada o6zellikle
TNF-o ve IL-1B gibi sitokinlerin roliine vurgu yapilmistir. Rat AH amiloidoz
modellerinde bu sitokinlerin sinaptik plastisideki bozukluk iizerine etkileri
bildirilmistir (59). NLRP3 inflamazom inhibitorii olarak Mcc950, IL-1 reseptor
antagonisti (anakinra) ve anti-TNF-o ajan (etanercept) kullanmilmistir (59).
Inflamasyonun nérodejeneratif hastaliklarda ve 6zellikle AH’da transtiretin (TTR)
hiicre dis1 birikimini, apopitozu engelleyerek amilodozisin 6nlenmesinde anakinra ile

IL-1 blokajinin etkili olabilecegi bildirilmistir (40).

Ailesel amiloidiotik polinéropatinin (FAP) patogenezinde prefibriller
transtiretin ve amiloid fibrillerin birikiminin rol oynadig: bildirilmistir (60). FAP’de
deneysel modellerinde (V30M FAP fare modelinde) anakinra ile IL-1 blokajinin
TTR birikimi ve toksisiteyi 6nleyebilecegi bildirilmistir (60). Yine bazi ¢aligmalarda

norodejeneratif hastalik modellerinde makrootofajinin genetik diizenlenmesi {izerine
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yogunlagilmistir (61), (62). Bazi hayvan modellerinde NDH’larda kreatinin
noroprotektif etkisi olabilecegi rapor edilmistir (63). NDHlarin patogenezinin

anlasilmasinda in-vitro microfluidic modellerin 6nemi iizerinde de durulmustur (64).

SARS-CoV-2 enfeksiyonunda oOzellikle antiviral tedavide favipravir
kullanilmistir (44). Pirazin karboksamidden koéken alan niikleozid analogu olan

favipravir viral polimerazi inbhibe etmektedir (44).

Calismamizda HT22 hiicre hattinda glutamat uygulamasi sonrasi hiicre
canlilig1 yani viabilite iizerine favipravirin farkli dozlarinin etkinliginin olmadigi
gozlendi. Farkli dozlarda anakinra ve favipravir kombinasyonlarminda glutamatla

olusturulan eksitotoksite ve hiicre canlilig1 iizerine etkisinin olmadig: saptandi.

Anakinra ve favipravirin ndroinflamasyon ve norodejenerasyon {izerine

etkilerini daha iyi anlayabilmek icin in-vitro ve invivo ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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SONUC

HT22 hiicre hattinda glutamat ile olusturulan eksitotoksisite iizerine interlokin — 1
reseptOr antagonisti anakinra ve RNA polimeraz inhibitorii olan favipravirin etkisi ve
bu etkinin tek basma ve kombine olarak etkileri ile ilgili asagidaki sonuglar

bulunmustur:

e HT22 hiicre hattinda glutamat uygulamasi sonrasit hiicre canliligi yani

viabilite lizerine favipravirin farkli dozlariin etkinliginin olmadig1 gézlendi.

e Anakinranin HT22 hiicre hattinda glutamat uygulamasi sonrasi hiicre canliligt
yani viabilite lizerine anakinranin farkli dozlarinin etkisine baktigimizda ise
100 pg anakinra uygulanan grupta hiicre canliliginin diger gruplara gore daha

fazla oldugu gozlendi (B < 0.01 glutamata gore).

e Yani yalnizca anakinranin farkli dozlarmin (1, 10, 25, 50 png)

uygulanmasininda viabilite lizerinde herhangi bir etkisi gézlenmedi.

e Fakat Glutamatla HT22 hiicre hattinda olusturulan sitotoksisitenin anakinra
100 pg wuygulamasiyla Onlendigi gozlendi. Anakinranin bu dozda

norodejenerasyon lizerine koruyucu etkisi izlendi.

e Anakinra — favipravir — glutamat kombine uygulanan grupta ise anakinranin
100 pg dozu ile favipravirin 100, 50, 25, 10 ve 1 pg konsantrasyonlar1 ve
glutamat 10 mM dozlarinda; anakinra glutamate toksisitesine karst koruyucu

fakat anakinra — favipravir kombinasyonu bu etkiyi degistirmedi.

Sonu¢ olarak anakinranin yiliksek doz uygulamasmin HT22 hiicre hattinda

glutamatla olusturulan eksitotoksisite tizerine koruyucu etkisi gézlendi.
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