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MELATONIN'IN MIKROGLIAL HUCRELERDE iNFLAMAZOM
AKTIVASYONUNA ETKISI
Burak ibrahim ARIOZ, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Sinirbilimler
Ana Bilim Dal1, 35340, Inciralti, [zmir

OZET

Dogal bagisiklik sistemi viicuda giren patojenik mikroplarin hizli bir sekilde taninip
tayin edilmesinde gorevlidir. Gerek membrana bagli gerekse sitozolik reseptorler bu siirecte
gorev almaktadir. iInflamazom aktivasyonu klasik inflamatuar yanitlardan farklidir. Mikrobiyal
ajanlarin yani1 sira metabolik stres iirlinlerinin (lirik asit, ATP gibi) ve asbestos, silika gibi digsal
ajanlarin inflamazom aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir. inflamazom aktivasyonu,
inflamatuar yanitlarin baslatilmasinda rolii olan bir siiregtir. Aktivasyon hiicreden IL-1f, IL-18
sitokinlerinin salinimi1 ve Kaspaz-1 aktivasyonu ile sonlanir. Buna bagli olan inflamazom
baslangici ise inflamatuar yanitlarin harekete gegirmesi suretiyle piroptotik hiicre 6liimiine yol
acar. Bu nedenle inflamazom aktivasyonunun baskilanmasi gereklidir.

Melatonin (MEL) sitoprotektif ve ayni zamanda anti-inflamatuar bir molekiildiir. Bu
projede MEL’in N9 mikroglial hiicre hattinda inflamazom aktivasyonuna etkisinin incelenmesi
amaclanmigstir. Projemizde N9 mikroglia hiicrelerine LPS ve ATP verilerek inflamazom
aktivasyonu saglanmistir. MEL’in inflamazom modelinde etkisi N9 mikroglial hiicrelerde
incelenmistir. 1L-1P, I1L-18 ve Kaspaz-1 seviyeleri ELISA ve Western Blot yontemleriyle;
Hiicre canliligt WST-8 testi ile; Hiicre toksisitesi LDH testiyle; Piroptotik 6liim PI boyamayla;
Mitokondrial biitiinliik ve siiperoksit liretimi Mitosox ve JC-1 boyamayla; IL-1f, 1L-18 ve
NALP3 gen seviyelerindeki degisim rtPCR yontemiyle bakildi.

Calismamizda, MEL, LPS ve ATP ile IL-1B, IL-18 ve NLRP3 i¢in protein ve gen
diizeyindeki arti1 istatistiksel anlamlilikla 6nlemistir. LDH ve WST testleriyle MEL’in, LPS
ve ATP ile artan inflamazom aktivasyonuyla olusan hiicre 6liimii {izerinde istatistiksel olarak
anlamli azaltic1 etkisi saptandi. Bunlara ek olarak uyaran ile artan mitokondrial ROS ve
mitokondrial biitiinliik bozulmast LPS+ ATP grubuna gore MEL verildikten sonra yine
istatistiksel anlamlilikla azaldig1 gozlemlendi. Sonuglarimiz MEL’in N9 mikroglial hiicrelerde
NLRP3 inflamazom aktivasyonunu baskiladigini ortaya koymustur.

Bu calisma MEL’in mikroglial hiicrelerde inflamazom aktivasyonunu baskilamasi
iizerine etkili oldugu kanitlayan ilk ¢alismadir.

Anahtar kelimeler: Melatonin, mikroglia, inflamazom, piroptoz, LPS, ATP



THE EFFECTS OF MELATONIN ON INFLAMMASOME ACTIVATION IN
MICROGLIAL CELLS

Burak Ibrahim ARIOZ, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences, Department of

Neuroscience, 35340, Inciralti, Izmir

ABSTRACT

The natural immune system is responsible for the rapid identification and identification
of pathogenic microbes entering the body. Both membrane-bound and cytosolic receptors are
involved in this process. Inflammatory activation is different from classical inflammatory
responses. In addition to microbial agents, metabolic stress products (such as uric acid, ATP)
and exogenous agents such as asbestos and silica are known to cause inflammatory activation.
Inflammatory activation is a process that has a role in the initiation of inflammatory responses.
Activation results in the release of IL-1B, IL-18 cytokines and activation of Caspase-1 in the
cell. Inflammatory activation may also result in inflammation of the inflammatory response, as
well as pyrogenic death of the cell. Therefore, suppression of inflammatory activation is

necessary.

Melatonin (MEL) is a cytoprotective and anti-inflammatory molecule at the same time.
In this project, it is aimed to investigate the effect of MEL on N9 microglial cell line for
inflammatory activation. In our protocol, N9 microglia cells were given LPS and ATP to
activate inflammation. The effect of MEL in the inflammatory model was examined in N9
microglial cells. IL-1p, IL-18 and Caspase-1 levels by ELISA and Western Blot methods; Cell
viability was assessed by WST-8 test; Cell toxicity by LDH assay; Piroptopic cell death with
Pl staining; Mitochondrial integrity and superoxide production Mitosox and JC-1 staining;
Changes in IL-1p, IL-18 and NALP3 gene levels were assessed by rtPCR.

In our study, the increase in protein and gene levels for IL-1p, IL-18 and NLRP3 with
MEL, LPS and ATP was statistically significant. LDH and WST tests showed statistically
significant reductions in cell death due to increased inflammation of MEL, LPS and ATP. In
addition, increased mitochondrial ROS and mitochondrial integrity deterioration with stimuli
were observed to decrease with statistical significance after administration of MEL according
to LPS + ATP group. Our results demonstrate that MEL suppresses NLRP3 inflammatory
activation in N9 microglial cells. This is the first study to demonstrate that MEL is effective on

suppressing inflammatory activation in microglial cells.

Keywords: Melatonin, microglia, inflammasome, piroptosis, LPS, ATP



1. GIRIS VE AMAC

Mikroglia, beyin ve omurilik boyunca bulunan bir tip noéroglia hiicresidir. Beyinde
bulunan tiim hiicrelerin %10-15'ini mikroglialar olusturur. Yerlesik makrofaj hiicreleri olarak,
merkezi sinir sisteminde (MSS) aktif bagisiklik savunmasinin ilk ve ana formunu olustururlar.
Mikroglia genel beyin bakiminda anahtar hiicrelerdir; plaklar, hasar gérmiis veya gereksiz
noronlar ve sinapslar ve enfeksiydz ajanlar i¢in MSS'yi siirekli olarak dolanir ve siipiiriirler.
Mikroglianin belirli ndronal popiilasyonlarda progresif hiicre kaybi1 ile karakterize
norodejeneratif bozukluklarda rolii vardir. Glia'nin normal trofik islevlerinin bir¢ogu
norodejeneratif bozukluklarda hiicreler kronik olarak aktive edildiginde kaybolabilir veya
bunlar1 bastirabilir; c¢linkii bu gibi bozukluklarda, aktive olan glianin dogrudan ve dolayh
enflamatuar saldirtyla yikici rol oynadigina dair ¢ok sayida kanit vardir. Norodejeneratif
bozukluklarda mikroglial hiicrelerin roliiniin belirgin ornekleri bulunmaktadir: Alzheimer

hastalig1, Parkinson hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar vb.

inflamazom, Kaspaz 1, PYCARD, NALP ve bazen de kaspaz 5 (ayn1 zamanda kaspaz
11 veya ICH-3 olarak da bilinir) iceren ¢oklu proteinli bir oligomerdir. Miyeloid hiicrelerde
eksprese edilir ve dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir bilesenidir. Bir inflamazomun tam
kompozisyonnu inflamasyon diizenegini baglatan aktivatorler tarafindan tetikler, 6rn dsDNA,
asbest, ATP. Inflamazom inflamatuar sitokinlerinden Interlokin 1B (IL-1B) ve Interlokin 18'in

(IL-18) olgunlagmasini tegvik eder.

MEL hayvanlarda ¢ogunlukla pineal bez tarafindan iiretilen ve uyku ve uyaniklig
diizenleyen bir hormondur. MEL, oksidatif strese karsi ilk savunma hatti olarak islev
gormektedir, hatta bu islevle bitkilerde de firetilir. Hayvanlarda MEL, uyku-uyanma
zamanlamasi, kan basincinin diizenlenmesi, mevsimlik iireme ve digerleri dahil sirkadyen

ritimlerin diizenlenmesi ile ilgilidir.

Bu calismada mikroglial hiicrelerde MEL’in inflamazom aktivasyonuna etkisinin
incelenmesi ve bu etkinin mekanizmasinin incelenmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma sonunda
elde edilen bulgular MEL’in mikroglial hiicrelerde inflamazom aktivasyonuna koruyucu etkisi

oldugunu gostermistir.

H1: LPS + ATP ile uyarilan N9 fare mikroglial hiicrelerinde MEL inflamazom aktivasyonunu

azaltir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikroglial Hiicreler

Merkezi sinir sisteminin (MSS) yerlesik bagisiklik hiicreleri olan mikroglialar gelisme,
eriskinlik ve yaslanma sirasinda CNS homeostazinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Prinz ve
ark., 2014). Mikroglia, belirli bir gelisimsel nisten tiiretilir, uzun 6miirliidiir, lokal olarak
degistirilir ve cevresel bagisiklik sistemi ile MSS arasinda iletisim yolunun 6nemli bir
boliimiinii olusturur; Mikroglia biyolojisinin tiim bu bilesenleri homeostazi korumaya katkida
bulunur (Kreutzberg, 1995). Mikroglia ayn1 zamanda giiglii bagisiklik diizenleyici ve rejeneratif
bir kapasiteye sahiptir, bu nedenle onlari terap6tik manipiilasyon i¢in cazip hedefler haline
getirir (Gehrmann, 1996).

2.1.1. Mikroglia Tarihcesi ve Kokeni

Yunanca "tutkal" kelimesinden tiiretilen "glia" terimi, mikroglia'nin astroglia ve
oligodendroglia ile beyin desteginin ve 6zellikle de ndronlarin destegini paylastiklarini ortaya
koyuyor (Ginhoux ve ark., 2013). Mikroglia, farkli gelisimsel kokene sahip MSS'de ayr1 ve
uzmanlagmis bir makrofaj popitilasyonu olarak resmen taninmasi i¢in 150 yildan fazla aragtirma
aldi (Kettenmann ve Verkhratsky, 2008). Cajal 1913 yilinda merkezi sinir sistemindeki
noronlarin ve noroglianin yani sira hiicresel bir "iclincli unsur" un varligini ilk kez acikladi
(Ginhoux ve ark., 2013). Bunun ardindan ve giimiis karbonat lekesi ile del Rio-Hortega,
mezodermal orijinli oldugunu ileri siirdiigli merkezi sinir sistemi icerisindeki kii¢iik bir
fagositik ve gdo¢ eden bir hiicre popiilasyonunu acik bir sekilde tanimlayan ilk kisidir (del Rio-
Hortega, 1932). Bundan birkag yil sonra, "mikroglial hiicre" terimini tanitt1 ve bu hiicrelerin
tanimini, makro gliay1 olusturan nurektodermal oligodendroglia ve oligodendrositlerden farkli
SSS'nin non-ndronal, nonastrositik eleman1 olarak rafine etti (Rio-Hortega, 1939). Mikroglial
caligma tarihinde ya mezoderm veya ektodermden kaynaklanan bazi mikroglia tartismalarina
ragmen, birkag¢ arastirmaci del Rio-Hortega'nin hipotezini izledi ve makrofajlarla morfolojik ve
fenotipik benzerliklerinin 15181nda mikroglia'nin mezodermal bir kdkenini destekleyen kanitlart
sundu (Barron, 1995). ilk olarak, isik/elektron mikroskopisinin ve immiinohistokimyanin
birlestirilmesi ile gelismenin c¢esitli asamalarinda makrofajlarin ve mikroglianin paralel

morfolojik 6zelliklerinin tanimlanmasina olanak saglamistir (Murabe ve Sano, 1983). Ikincisi,



mikroglial hiicrelerin, monosit/makrofaj antijenlerine kars1 ortaya ¢ikan antiserumlar tarafindan

fark edildigini gostererek olmustur (Parpura ve Verkhratsky, 2012).

Mikroglia’nin kokeni hakkinda iki tane ana hipotez bulunmaktadir. ilk hipotez,
mikroglial prekiirsorlerin néronlar ve geriye kalan glial hiicreler gibi ndroektodermal kokenli
hiicreler olduguna isaret eder (Ginhoux ve Prinz, 2015). Digeri ise mezodermal hiicrelerden
ilerlemelerini ve dolayisiyla gelismekte olan sinir dokusunun disindan kaynaklanmasini
onermektedir (Masuda ve Prinz, 2016). Ikinci teori dogruysa, mikroglia dnciillerinin sinir
parankimine ne zaman ve ne zaman girecegi belirlenmelidir. Kokenleri ne olursa olsun, bu

hiicreler MSS'nin tamaminda gog etmelidir (Cuadros ve Navascues, 1998).

Mikroglia'nin miyeloid kdkenine iliskin bir fikir birligi olmasina ragmen, mikroglial
progenitdrlerin kesin kdkeni ile ilgili ¢ok tartismalar siirmektedir (Murray ve ark., 1992). ilk
caligmalar, erken gelisim sirasinda mikroglial hiicrelerin varligini ortaya koyarak mikroglianin
embriyonik progenitdrlerden geldigini diisiindiirdii. Del Rio-Hortega, mikroglia'nin embriyonik
gelisim sirasinda beynin icine niifuz eden meningeal makrofajlardan kaynaklandigini 6nermis
olsa da del Rio-Hortega'nin da dahil oldugu bir¢ok yazar, beyin parenkimal mikroglianin kan
monositlerinden tiiretilebilecegini iddia etti (Nayak ve ark., 2014). Monositler gergekten de
yenidogan ve eriskin beyne, ikinci durumda enflamatuar kosullar altinda, bunlar mikroglia
benzeri hiicrelere ayirdiklarinda goreve alinir (Tay ve ark., 2016). Bu bilgi uzun zamandir,
dolagimdaki kan monositlerinin embriyonik gelisim sirasinda beynin tohumlarmi degistiren
mikro-glial progenitorleri temsil ettikleri gorisiinii destekledi (Ginhoux ve Merad, 2011).
Nitekim, yakin zamana kadar en ¢ok kabul goren hipotez, MSS'de mikroglial aliminda ve
farklilagsmasinda embriyonik ve peri-natal hematopoietik dalgalarin ortaya ¢ikmasiydi (Chan
ve ark., 2007).

2.1.2. Mikroglianmin Fonksiyonlari

2.1.2.1.  Gocg ve hareketlilik
Mikroglial migrasyon, bagisiklik savunmasi da dahil olmak iizere birgok patofizyolojik
stire¢ i¢in gereklidir. Ramified (Dinlenme) formunda ki mikroglia hiicre gdvdesinin
translokasyonu olmadan aktif olarak siireclerini hareket ettirirler (Ling ve Wong, 1993).
Dinlenme formundaki mikroglia'nin ndéronlarin refahina katkida bulunmas1 muhtemel goriinse

de bu "néronosentrik" goriis mikroglianin ndronal desteginin 6nemini hafife alabilir (Leong ve
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Ling, 1992). Bununla birlikte, amoeboid mikroglia, fetal beynin normal olarak yeniden
sekillendirilmesi sirasinda Olen, neokorteksdeki ¢ok sayidaki hiicrenin c¢ikarilmasiyla,
gelismekte olan beyinde dnemli bir temizleyici islevine sahip oldugu diistiniilmektedir. Dogum
oncesi fare veya normal insan yetiskin beyinde mikro-gliada hiicre yiizeyi proteininin bu sinifi
tespit edilmedigi halde yenidogan miirin mikrogramlarinda ¢6pgti alicilari tespit edilmistir (Wu
ve ark., 1997). Yarali néronlarin diizelmesinin aktive edilmis mikroglia'nin trofik fonksiyonuna
bagimli oldugu fasial sinir aksotomi paradigmasinda, mikroglianin destekleyici bir rolii

olduguna dair diger kanitlar gosterilmistir (Aloisi, 2001).

Amoeboid formda, mikroglial hiicreler siirecleri hareket ettirmekle kalmaz, tiim hiicre
beynin dokusundan gegebilir; go¢ gelismekte olan monositlerin beyinden yayilmasiyla ortaya
cikar (Davis ve ark., 1994). Mikroglial aktivasyon durumu, in vitro galismalarla yansitilan ve
CD14'i eksprese eden amfiboid mikroglianin hazirlanmasi ve kiiltiirlenmesi sirasinda nispeten
ufak degisiklikler goriilen (viral mikrogramda bulunmayan bir markor) bir siirekliligi temsil
eder. Aktivasyon spektrumunun en u¢ noktasinda belirgin degisiklikler, lipopolisakkarit (LPS)
gibi mikrobiyal iriinlerle uyarildiktan sonra goriiliir (Watkins ve ark., 2001). Aktive edilmis
mikroglia, MSS enfeksiyonlarinin ve enflamatuar hastaliklarimin  savunmasi  ve
immiinopatojenezinde 6nemli bir hiicre oldugu i¢in mikroglial aktivasyona katilan diizenleyici
faktorlerin sayisiz in vitro c¢alismasi rapor edilmistir. Baska bir gog¢ tiirli, dinlenme
mikrogliasinin aktivasyona ugramasina neden olan patolojik bir hakaret tarafindan tetiklenerek

amoeboid forma doniisiirler ve yaralanma bolgesine go¢ ederler (Christensen ve ark., 2006).

2.1.2.2.  Fagositoz

Mikroglial hiicreler CNS dokusunun dogustan gelen fagositleridir ve bu siire¢ beyin
gelisimi ve patoloji ve yenilenme sirasinda Onemlidir (Lawson ve ark., 1992). MSG
gelismesinde mikroglial fagositoz apoptotik hiicrelerin ¢ikarilmasinda 6nemli bir aragtir ve
gelisme sirasindaki sinaps c¢ikarilmasina ve postnatal beyindeki budama sinapslarinda
potansiyel olarak rol oynar (Kreutzberg, 1995). Bu siire¢ birgok norolojik hastalikla yakindan
ilgilidir. Lezyona cevap olarak, mikroglial hiicreler hasar goren bolgede birikirler ve hiicrenin
enkazini veya hasar gérmiis hiicrelerin parcalarimi bile ¢ikarirlar. Alzheimer hastaliginda,
ornegin fagositoz yoluyla, mikroglial hiicreler, B-amiloid gibi farkli patolojik faktorler
biriktirebilir (Knezevic ve Mizrahi, 2017). Coklu faktorler, reseptorler ve sinyalleme

kaskadlar1, mikroglial fagositik aktiviteyi diizenleyebilir.



2.1.2.3. Antijen Sunumu
Mikroglial hiicreler, sinir sistemindeki hiicreleri sunan egemen antijendir. Yaralanma
iizerine, bu siirecte yer alan molekiiller yiiksek oranda diizenlenir ve bu kompleksin ifadesi T
lenfositleri ile etkilesim icin gereklidir. Bu siire¢ ¢coklu sklerozda iyi ¢alisilmistir. Mikroglial
hiicreler miyelin fagositozoz alir, bozunur ve miyelin proteinlerinin peptidlerini antijen olarak
sunar. Baz1 sitokinleri salarak, mikroglial hiicreler MSS'de 16kositlerin alinmasi i¢in 6nemlidir.
Bunlar T lenfositleri ile etkilesime girerler ve bu nedenle beyindeki bagisiklik tepkisine aracilik

eder (Aloisi, 2001).

2.2. Inflamazom

Inflamazom, dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir bilesenidir. Viicuda yabanc1 olan
hiicre veya molekiiller bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan membrana bagli ya da sitoplazmik
reseptorler olan “patern tantyan reseptorler (PRRs)” tarafindan taninirlar (Poon ve ark., 2010).
Bu reseptorlerden birisi NOD-benzeri reseptorlerdir (NLR) (Krysko ve ark., 2011). NLR’ler N
ucundaki bolgenin ¢esitlerine gore (NLRA, NLRB, NLRC, NLRP ve NLRX olmak {izere bes
ana grupta toplanir ve her bir grupta yer alan alt tipler farkli sinyalleri tanimak iizere
ozellesmistir (Kersse ve ark., 2011). NLRP3 inflamazomu, ayni1 zamanda kriyopirin olarak da
bilinir, tim inflamazom tipleri arasinda en iyi karakterize edilenlerden biridir (Leemans ve ark.,
2011). NLRP3 inflamazomu, NOD benzeri reseptér (NLR) NLRP3, ASC adaptor proteini ve
pro-caspase-1 iceren ¢oklu protein kompleksidir. NLRP3 inflamazomu patojenler gibi etki eden
patojenle iliskili molekiiler kaliplar (PAMP) ve i¢ ROS iiriinleri, iirik asit kristalleri, silis, asbest
ve sap gibi tehlike ile iligkili molekdler kaliplar (DAMP) tarafindan aktive edilebilir (Petrilli ve
ark., 2007). NLRP3 inflamazomu RNA-DNA hibritleri ve birkag¢ viral, bakteri, mantar ve
protozoan patojeni gibi patojenle iliskili molekiiler kaliplar (PAMP) ve i¢ ROS iiriinleri gibi
tehlike ile iligkili molekiiler kaliplar (DAMP) tarafindan aktive edilebilir (Kumar ve ark., 2011).
Sonug olarak, bu sitokinler hiicreleri piroptotik hiicre o6liimiine; hiicrelerin sismesine ve
patlamasia goétiiriir. NLPR3 aktivasyonu Onemli bir bagisiklik yanit1 ve konuk savunma
sistemi olmasina ragmen asir1 aktivasyonu iskemik inme, serebral hemoraji, Parkinson hastaligi
(PD) ve Alzheimer hastalig1 gibi enflamatuar merkezi sinir sistemi rahatsizliklarina neden
olabilir (Halle ve ark., 2008). Bu sebepten otiirii, NLRP3 inflamazomunun bastirilmasi bu

otoimmiin ve otoenflamatuar hastaliklar i¢in umut verici bir tedavi adayidir.

Inflamatuar ligandin taninmasi, sensdr aktivasyonu, oligomerizasyonu ve ASC olarak
bilinen, bir pirin alant (PYD) ve bir kaspaz alim alan1 (CARD) igeren bir adaptor proteininin
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alimmasiyla sonuglanir. Bu alanlar, ASC'nin {ist akis inflamazm sensér molekiiliinii kaspaz-1
ile koprii kurmasina izin verir. Bu islem, interlokin 1 (IL-1 B) ve IL-18 salinimi da dahil olmak
lizere asagl akis yanitlarini baglatan katalitik olarak aktif proteaz kaspaz-1'in olusumuyla

sonuglanir. Bu siireg, litik bir hiicre 6liim sekli olan piroptozu indiikler (Guo ve ark., 2015).

Patojenile iligkili molekiller

(PAMPS) @s
bakteri % s IL-1beta
virls
* 9 ) Il-18
L ]
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molekilller[DAMPs) = >
LRR NACHT
domain
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1I-18

NLRP3

Aktif olmayan reseptor llll PYD -h A @
T

Pro-kaspaz-1 DU
¥

Aktif Pre-IL-1beta,
pro-L-18

kaspaz-1

Sekil 1. NLRP3 inflamazom kompleks olusum mekanizmalari: Saglikli hiicresel kosullarda NLRP3’nin
NACHT ve LRR domainlerinin internal etkilesimi reseptorlerin baskilanmasma neden olur ve inflamazom
aktivasyonu gozlenmez. Bu baskilanma PAMP ya da DAMP’larin varligiyla bozulur ve NACHT domaininin
acikta kalmasiyla ve LRR domaininin konformasyonal degisiklige ugramasiyla sonuglanir. NLRP3 oligomerize
olur ve PYD-CARD domaininde bulunan CARD domaini pro-kaspaz-1 enzimini ortama ¢agirir. Kaspaz-1 enzimi
aktive edilir ve pro-interleukin-1p (pro-IL-1B) ve pro-interleukin-18 (pro-1L-18) sitokinleri kesilerek olgun
formlarina getirilir. (NACHT (ndral apoptoz inhibitor protein (NAIP) kisaltmasi); CARD, kaspaz recruitment

domain; LRRs, lisin zengin tekrarlar; PYD, pyrin domain.)

NLRP3 genindeki mutasyonlar, agirlikli olarak kriyopirin ile iligkili periyodik sendrom
(CAPS) ad1 verilen otoenflamatuar hastaliklardan olusan bir spektrum ile iliskilendirilmistir.
Ailesel soguk otoenflamatuar sendrom (FCAS), Muckle-Wells sendromu (MWS), kronik
infantil norolojik kutan6z ve eklem (CINCA) sendromu ve neonatal baslangi¢ch ¢ok sistemli
inflamatuar hastalik (NOMID) dahildir. Bu gendeki kusurlar ayn1 zamanda ailesel Akdeniz
hummasi ile baglantilidir. Buna ek olarak, NALP3 inflamazomu, gut'un patogenezinde ve
Alzheimer, Parkinson ve prion hastaliklar1 gibi protein misfolding hastaliklarda ortaya ¢ikan

noroinflamasyonda rol oynamaktadir (de Torre-Minguela ve ark., 2017).



2.3. Melatonin

MEL (N-asetil-5-metoksitriptamin) ilk olarak on dokuzuncu yiizyilda pineal bezin
hormonu olarak kesfedilmistir (Lerner ve digerleri, 1958, 1959). Triptofan’dan belirli enzimatik
reaksiyonlar sonucunda ¢ogunlukla pineal bezde tretilir. MEL’in salinimi 1s18a duyarli olan
pinealosit hiicreleri tarafindan karanlikta ger¢eklesmektedir (Hardeland ve ark., 2015). MEL’in
ana gorevi viicudun sirkadyen ritminin ayarlanmasidir. Bu gorev taniminin igine uyku-
uyaniklik zamanlamasi, kan basinci diizenlemesi, mevsimsel zamanlama, iiremenin mevsimsel
zamanlamasi girmektedir. Kronobiyolojik fonksiyonlar1 6n planda olsa da MEL’in anti-
oksidan, anti-kanser, anti-aging ve immun modiilator etkileri s6z konusudur (Macchi ve Bruce,
2004).

MEL‘in santral sinir sisteminde anti-inflamatuar etkileri oldugunu gdsteren caligmalar
bildirilmistir. Sicanlarda intraven6z MEL uygulanmasi fokal iskemine iskemi bolgesinde
inflamatuar yanitlar1 baskilamaktadir. Ayni ¢alismada MEL’in anti-inflamatuar etkisine klinik
iyilesme ve infakt hacminde azalmanin eslik ettigi bildirilmistir (Lee ve ark., 2007). Travmatik
beyin hasarinda da MEL hasari1 azaltmakta, bu etkisi inflamatuar yanitlari mTOR yolag1
tizerinden baskilamasiyla gerceklestirmektedir (Ding ve ark., 2014). Hiicre kiiltiiri
caligsmalarinda metamfetamin ile artan proinflamatuar sitokin salinimimin MEL ile baskilandig1
gosterilmistir. Ayrica MEL bu hiicrelerde metamfetamine bagl hiicre 6liimiinii de 6nlemistir

(Tocharus ve ark., 2010).

2.3.1. Melatonin Sentezi

Hayvanlarda MEL’in biyosentezi, hidroksilasyon, dekarboksilasyon, asetilasyon ve L-
triptofandan baglayarak metilasyon yoluyla gerceklesir. L-triptofan, shikimate yolaginda
koridattan iiretilir veya protein katabolizmasindan elde edilir. ilk olarak L-triptofan, 5-
hidroksitriptofanin iiretilmesi i¢in indol halkasinda triptofan hidroksilaz ile hidroksillenir. Bu
ara madde (5-HTP), seridonin iiretmek tizere piridoksal fosfat ve 5-hidroksitriptofan
dekarboksilaz tarafindan dekarboksilatlanir. Serotonin kendisi de dnemli bir nérotransmitterdir,
ancak serotonin N-asetiltransferaz ve asetil-CoA ile de N-asetilserotonin'e doniistiiriiliir.
Hidroksiindol O-metil transferaz ve S-adenosil metiyonin, hidroksil grubunun metilasyonu
yoluyla N-asetilserotonini MEL’e dontstiiriir. (Ebihara ve ark., 1986; Roberts ve Fitzpatrick,
2013)



2.3.2. Melatonin Sinyallemesi

MEL, reseptorler vasitasiyla veya reseptdrlerden bagimsiz olarak sinyal iletim
kaskadlarini aktive edebilir veya inhibe edebilir. Hormon, membran reseptorlerine veya niikleer
reseptorlere (RZR/ROR) ve ayrica Calmodulin'e yiiksek afinite ile baglanir (Zawilska ve ark.,
2009). MEL’in baglayabilecegi ve aktive edebilecegi ¢oklu reseptor alt tiirleri mevcuttur.
Membran MEL reseptor alt tiplerinden ikisi, GPCR'ler (G-Protein Bagli Reseptorler) iken son
zamanlarda afinite ile saflagtirilan tiglincii, kinon rediiktaz ailesine aittir (Hardeland, 2009).
MTNR1A (MEL Reseptor-1A) ve MTNR1B (MEL Reseptor-1B) olarak adlandirilan G
proteine bagli MEL reseptor alt tiplerinin her biri, ¢oklu sinyal iletim kaskadlarina
baglanabilirken ii¢lincli reseptoriin yanitlarina aracilik eden sinyal iletim kaskadlar1 heniiz
aydinlatilmamistir (Dawson ve van den Heuvel, 1998). Membran MEL reseptorleri esas olarak
merkezi sinir sisteminde eksprese edilirken, RZR (Retinoid Z Reseptorleri) / ROR (Retinoid
Orphan Reseptorleri) periferik ve beyinde belirgin olarak ifade edilir. Bu, niikleer ve membran
reseptorleri vasitasiyla sinyal vermenin MEL i¢in {i¢ vakanin ayirt edilmesini saglar: Zar MEL
reseptorlerini ve RZR'yi paralel olarak, sadece membran MEL reseptorlerini veya sadece
RZR'yi ifade eden hiicreler (Pandi-Perumal ve ark., 2008). RZR 'nin olduk¢a yaygin olarak ifade
edildigi i¢in, ilk durum, merkezi sinir sisteminin ¢esitli yapilari (SCN, retina, pars tuberalis ve
pineal bez) i¢cin gecerli olabilir. Membran MEL reseptorlerinin ve spesifik agonistlerinin
faaliyeti, sirkadiyen ritmiklik ile iliskilendirilmistir MEL’in ¢evredeki direkt etkileri, 6rnegin
bagisiklik modiilasyonu, hiicresel biiyiime ve kalsiyum ritmisi dahil olmak {izere kemik

farklilagsmasi RZR aracilik ettigi goriilmektedir (Dawson ve van den Heuvel, 1998).

Membrana bagli reseptorlerine baglandiktan sonra, MEL spesifik hiicrei¢i G
proteinlerinin  Alfa-altbiriminin konformasyonunu degistirir. CAMP (Siklik Adenozin
Monofosfat), Ca2 +, cGMP (Siklik Guanozin Monofosfat), DAG (Diasilgliserol), PKC (Protein
Kinaz-C) ve Arasidonik asit gibi hiicre i¢i ikinci haberciler yoluyla hiicre fonksiyonunu
diizenler; bununla birlikte, MEL tarafindan aktive edilen sinyal yollar1 farkli sekilde
diizenlenmis ve dokuya spesifik goriinmektedir (Guillaume ve ark., 2008). MEL, MTNR1A'nin
aktivasyonu yoluyla ve ardindan G-Alfal, CREB (CAMP-Responsive Element Baglayict
Protein) fosforilasyonunda azalma ile sonuglanan cAMP olusumunu, PKA (Protein Kinaz-A)
aktivitesini inhibe eder (Dubocovich ve Markowska, 2005). MTNRIA, cAMP'ye bagh
kaskadin yan1 sira PLC'ye bagli sinyal iletim kaskadlarinin uyarilmasina, fosfoinositid ciro igin
dogrudan veya dolayli olarak G-BetaGamma alt {initeleri vasitasiyla eslenebilir ve ayrica

PKC'yi de etkinlestirebilir (Levoye ve ark., 2006). Ote yandan, MTNR1A'nin aktivasyonu,
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MAPK (Mitojen Aktive Protein Kinaz) veya MEK1 (MAPK / ERK Kinaz-1) ve MEK2 (MAPK
/ ERK Kinaz-2) ve ERK1 / 2'nin (Ekstraseliiler Sinyal-Kontrollii Kinazlar 1 ve 2). Bu
reseptorler ayrica arasidonik asit ve JNK'lerin olusumunu modiile edebilirler (c-Jun N-terminal
Kinaz). C-Fosand c-Jun'in erken erken gen tiriinlerinden olusan bir aktarim protein-1, MAPK
yolu, o6zellikle ERK1, ERK2 ve JNK'ler yoluyla yogun sekilde diizenlendigi gosterilmistir
(Rivara ve ark., 2005). Buna ek olarak, MEL'e kars1 gesitli islevsel tepkiler, iyon kanallarinin
diizenlenmesiyle saglanir (Chan ve ark., 2002). MTNR1As"in aktivasyonu diiz kasta kalsiyum
ile aktive olan potasyum kanallarini bloke ederek vazokonstriksiyonunu gii¢lendirir. Bu blokaj,
cAMP'deki azalmalardan ve PKA ile kalsiyum ile aktiflestirilmis potasyum kanal kanallarinin
fosforilasyonundan kaynaklanabilir. MEL ayni zamanda kalsiyum ile aktive olan potasyum
kanallarmin inhibisyonu yoluyla serebral arterleri dogrudan vazokonstriksiyona ugratir.
MTNRIA ayrica GIRK'ya (G-protein ile aktive Edilmis Dahili Dogrultucu Potasyum) / Kir 3
kanallarina baglanir (Godson ve Reppert, 1997).

2.3.3. Melatonin ve inflamazom

MEL’in hem antioksidatif hem de anti-inflamatuar etkilere sahip olduguna dair yeterli
kanit bulunmaktadir (Macchi ve Bruce, 2004). MEL’in mikroglia aktivasyonunu inhibe ettigi
ve birgok deneysel modelde pro-inflamatuar sitokin seviyelerini azalttigi gosterilmistir (Ding
ve ark., 2014). Daha spefisik olarak, MEL’in inflamazom tipleri {izerine sinirli miktarda
calismalar mevcuttur. fn vitro ¢alisma olarak makrofaj hiicrelerinde MEL’in NLRP3
inflamazom aktivasyonu lizerine baskilayici etkisi rapor edilmistir (Shim ve ark., 2015). Fareler
tizerinde yapilan birkag in vivo ¢alismada da bu etki gosterilmistir. Cao S. ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢calismada MEL aracili mitofaji, NLRP3 inflamazom aktivasyonunun inhibisyonu
ile subaraknoid kanamadan sonra erken beyin hasarina karsi korudugu gosterilmistir (Cao ve
ark., 2017). Dong ve arkadaslari ise MEL’in NLRP3 inflamazomunu azaltarak subaraknoid
kanamayla indiiklenen erken beyin hasarini ve apoptoz sinyalini zayiflattigin1 gostermistir
(Dong ve ark., 2016). Rahim ve arkadaslarinin yaptig1 diger bir caligmada ise vahsi tip farelere
ve tedavi edilmemis NLRP3 mutant farelerine uygulanan MEL’in, sepsis esnasinda iltihap
tepkisi ilizerine benzer inhibisyonunu paylastigini géstermistir (Rahim ve ark., 2017). MEL’in
piroptotik hiicre oliimiinii baskiladigi in vitro deneyler heniiz gosterilmemistir. In vivo olarak
farelerde yag dokusunda NF-kB / GSDMD sinyalini inhibe ederek NLRP3 inflamazomuna
bagli piroptozu hafiflettigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Calisma deneysel (in vitro ) bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Calismamiz Nisan 2017 ile Haziran 2017 tarihleri arasinda 9 Eyliil Universitesi Izmir Biyotip

ve Genom Merkezinde (IBG) yiiriitiilmiistiir.

3.3. Calisma Materyali

Arastirmada N9 fare mikroglial hiicre hatt1 kullanilmistir.

3.4. Calismanin Degiskenleri
Bagimsiz degisken: LPS + ATP ve MEL uygulamasi
Bagimli degisken: Hiicre canlilik ve liim oranlari, ROS seviyesi, inflamatuar sitokinlerin (IL-

1B ve 1L-18) ve NLRP3 protein ve mRNA seviyesi, hiicre 6liim tipi

3.5. Veri Toplama Araclar:

3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Fare N9 mikroglia hiicreleri Dr. Paola Ricciardi-Castagnoli (Cellular Pharmacology
Center, Milan, Italy) tarafindan saglandi. Hiicreler inkiibatdrde 37°C ve 5% CO. seviyesinde
75 cm? lik flasklarda 10% Fétal Sigir Serumu (FBS), 2 mM L-Glutamine, 100 U/ml penisilin
ve 100 pg/ml streptomisin iceren RPMI 1640 ortaminda ¢ogaltild1 ve idame ettirildi. MEL, LPS
ve ATP ile yapilan muamelelerde ise serumsuz, 2 mM L-Glutamine, 100 U/ml penisilin and
100 pg/ml streptomisin igeren RPMI 1640 ortami kullanildi. Komplet ortam hazirlanmasi:
Tamamen steril veya onceden sterilize edilmis bir sise alindi. Gerekli miktarda RPMI 1640
ortami konup ortama L-Glutamin eklendi. FBS 0,22 um’lik filtreden gegirilerek karigima
eklendi. Ortama 100 pg/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin eklenid. 5 defa pipetaj yapilarak

homojenite saglandi. Sigsenin agz1 parafilmle sarilip +40°C ‘de saklandi.

Inkiibatorden alinan hiicreler ilk olarak mikropskopta kontrol edildi. Hiicrelerin saglikls

olduguna kanaat getirildikten sonra flask dik konuma getirilerek, hiicre tabakasiin oldugu
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yiizeye pipet degdirilmeden yavasga ortam ¢ekilerek atik kabina bosaltildi. Flaska 5 ml PBS
eklenerek yikama yapildiktan sonra fazla beklemeden uzaklastirildi. Sonrasinda 5ml Tripsin-
EDTA flaska eklendi ve 1-2 dakika inkiibatdrde tutuldu. Inkiibatérden alinan flaskin tabanina
hiicre tabakasi kalksin diye birka¢ kez hizlica vuruldu. Biitiin hiicrelerin kalktigini
gozlemledikten sonra flasklar kabine getirildi ve yiizeye tekrar yapismamasi i¢in dik olarak
kondu. Komplet mediumdan 5 ml eklendi. Hiicreler 15 ml falcon tiipiine aktarildi. 1500 rpm, 5
dakika santrifiij edilerek, slipernatant atildi. Hiicrelere zarar vermemek igin siipernatantin hepsi
cekilmeyip 1ml kadar1 birakildi. Peleti ¢6zmek i¢in tiiplin dibine biraz vuruldu ve 1 ml ortam
eklenerek toplam hacim 2 ml’ye tamamlandi. 1 mI’lik pipetle 10 kez pipetasyon yapildi. Hiicre
sayimt i¢in 100 pl hiicre siispansiyonundan alinarak 1.5 ml ependorfa aktarildi. Hiicre sayimi
icin kullanildi. Hiicre sayimi yapilarak onerilen yogunlukta ekim yapildi. Hiicre sayimi
yapilmayacaksa 1/6 oraninda pasajlanir. 2 ml daha ortam eklenerek pipetaj yapilir. Flaskin
iizerine Hiicre Hatt1 / Pasaj Numarasi / Pasaj Oran1 / Pasaj Tarihi yazildi. Kiiltiir + ortam, 75
cm?’lik flaska konarak (Toplam ortam miktar1 10ml’ye tamamlandi). Mikroskopta hiicreler
incelendi. Hiicre yogunlugu hala ¢ok fazla ise yakin zamanda degilse tekrar pasajlama yapilir.
Haftada en az 3 kez hiicreler beslendi. Hiicreler arttik¢a flask sayisi arttirildi. Flasklar
inkiibatore kaldirildi.

3.5.2. Invitro Deneyler

3.5.2.1. Laktat Dehidrogenaz (LDH) ve WST-8 Ttesti I¢in in vitro Deney
Deneyin 1. giinii flaskta konfluent haldeki hiicreler daha 6nce belirtildigi gibi pasajlama
yapar gibi kaldirildi. Thoma laminda hiicre sayimi yapildi ve kuyucuk basma 10° hiicre ve
toplam hacmi 200 pl olacak sekilde 96kuyucuklu plaklara ekildi. Gerekli kosul kadar, her bir
kosul i¢in 5 kuyucuga ekim yapildi. Ayrica ii¢ kuyucukta sadece ortam koyularak inkiibatore
kaldirildi. Bu kuyucuklar sonrasinda bos kontrol olarak kullanildi.

Deneyin 2. giinii ilk olarak gerekli maddeler hazirlandi ve ortam 1sitildi. Bu kisimdan
itibaren FBS icermeyen, L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin iceren RPMI 1640 deney ortami
kullanildi. Plak’1n her bir kosulunun (5°1i siralar) ortami vakum yardimiyla ¢ekildi. Kontrol ve
maksimal gruplari i¢in sadece deney ortami eklendi. MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL
kuyucuk basina 100 pl olacak sekilde eklenerek 1 saat siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda LPS
+ ATP grubuna 1 pg/ml konsantrasyonunda LPS iceren 150 pl deney ortami eklendi. MEL +
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LPS + ATP grubuna ise 500 uM MEL ve 1 pg/ml LPS iceren 50 pl deney ortami eklendi ve 4
saat slireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL, 1
pg/ml LPS ve 5 mM ATP iceren 50 pl deney ortami eklendi. LPS + ATP grubuna ise 1 pg/ml
LPS ve 5 mM ATP igeren 50 ul deney ortami eklenerek 1 saat inkiibe edildi. Son basamakta
ATP eklendikten sonra biitiin kuyucuklarda voliim toplam 200 pl olmalidir.

Daha sonra hiicreler hiicre 6liimiiniin degerlendirilmesi i¢in LDH ydntemi ile; hiicre

canliliginin degerlendirilmesi igin WST-8 testi ile degerlendirildi.

3.5.2.2. Inflamazom ilintili Sitokinler (IL-1p ve IL-18) ve NLRP3 i¢in
mRNA Diizeyinin Belirlenmesi I¢in in vitro Deney

Deneyin 1. giinii gerekli ortamlar hazirlandi ve 1sitildi. Konflue olmus 75 cm? lik
flasktaki hiicreler daha dnceden belirtildigi gibi pasaj yapilir gibi Tripsin-EDTA ile kaldirildu.
Sonra hiicreler Tripan mavisi ile sayildi. 6 kuyucuklu plaklara 3x 10° hiicre %10 FBS, 2 mM
L-Glutamine, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren RPMI 1640 ortaminda
ekildi.

Deneyin 2. giinii gerekli maddeler hazirland1 ve ortam 1sitildi. Bu asamadan sonra serum
icermeyen, L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin iceren RPMI 1640 deney ortami kullanildi.
6 kuyucuklu plaklardaki ortam vakum ile cekildi. Kontrol grubu i¢in sadece deney ortami
eklendi. Hiicreler oncelikle 1 saat 500 uM MEL, 4 saat 1 pg/ml LPS ve 1 saat 5 mM ATP ATP
ile muamele edildi. Muameleler bitince kuyucuklarin iglerinde ortam var iken hiicre kaziyicisi
ile hiicreler kaldirildi. Hiicrelerin kalkip kalkmadigi mikroskopta kontrol edildi. 15 ml’lik
falkon tiipiline hiicreler ortam ile aktarildi ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Siipernatant
atilarak RNA izolasyon kitinde bulunan RA1 soliisyonundan (liziz soliisyonu) 350 pl eklendi.
Lizat -80 °C” ye kaldirilir ve RNA izolasyonuna kadar burada saklandi.

3.5.2.3. Immiinoblot Yéntemiyle Kaspaz-1, NALP3 ve IL-1p Protein
Diizeylerinin Tayini I¢in in vitro Deney
Deneyin 1. giinii flaskta konfluent haldeki hiicreler daha dnce belirtildigi gibi pasajlama
yapar gibi kaldirildi. Thoma laminda hiicre sayimi yapild: ve 75cm?lik flasklara, flask basina
3x10° hiicre ve toplam hacmi 200 pl olacak sekilde ekildi. Gerekli kosul kadar, her bir kosul
icin 5 flaska ekim yapildi.
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Deneyin 2. giinii ilk olarak gerekli maddeler hazirlandi ve ortam 1sitildi. Bu kisimdan
itibaren FBS icermeyen, L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin igeren RPMI 1640 deney ortam1
kullanildi. Flasklarm her bir kosulunun (5°li siralar) ortami vakum yardimiyla ¢ekildi. Kontrol
grubu i¢in sadece deney ortami eklendi. MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL flask basina
5 ml olacak sekilde eklenerek 1 saat siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda LPS + ATP grubuna 1
pg/ml konsantrasyonunda LPS ig¢eren 7.5 ml deney ortami eklendi. MEL + LPS + ATP grubuna
ise 500 uM MEL ve 1 pg/ml LPS igeren 2.5 ml deney ortami eklendi ve 4 saat siireyle inkiibe
edildi. Bu siirenin sonunda MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL, 1 pg/ml LPS ve 5 mM
ATP iceren 2.5 ml deney ortami eklendi. LPS + ATP grubuna ise 1 pg/ml LPS ve 5 mM ATP
iceren 2.5 ml deney ortami eklenerek 1 saat inkiibe edildi. Son basamakta ATP eklendikten
sonra biitiin flasklarda voliim toplam 10 ml olmalidur.

Bittikten sonra hiicreler kaldirilarak proteinaz inhibitérii igeren 1 ml RIPA

soliisyonunda ¢oziilerek protein izolasyonu igin -80°C’de saklandi.

3.5.2.4. ELISA Yontemiyle IL-1p ve 1L-18 Sitokinlerinin Tayini I¢in in vitro
Deney
Deneyin 1. giinii flaskta konfluent haldeki hiicreler daha 6nce belirtildigi gibi pasajlama
yapar gibi kaldirildi. Thoma laminda hiicre sayimi yapildi ve kuyucuk basma 10° hiicre ve
toplam hacmi 200 pl olacak sekilde 96kuyucuklu plaklara ekildi. Gerekli kosul kadar, her bir
kosul i¢in 5 kuyucuga ekim yapildi.

Deneyin 2. giinii ilk olarak gerekli maddeler hazirland1 ve ortam 1sitildi. Bu kisimdan
itibaren FBS i¢ermeyen, L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin igeren RPMI 1640 deney ortami
kullanildi. Plak’1n her bir kosulunun (5’11 siralar) ortam1 vakum yardimiyla ¢ekildi. Kontrol ve
maksimal gruplari i¢in sadece deney ortami eklendi. MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL
kuyucuk basina 100 pl olacak sekilde eklenerek 1 saat siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda LPS
+ ATP grubuna 1 pg/ml konsantrasyonunda LPS iceren 150 pl deney ortami eklendi. MEL +
LPS + ATP grubuna ise 500 uM MEL ve 1 pg/ml LPS igeren 50 pl deney ortami eklendi ve 4
saat stireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL, 1
pg/ml LPS ve 5 mM ATP igeren 50 pl deney ortami eklendi. LPS + ATP grubuna ise 1 pg/ml
LPS ve 5 mM ATP igeren 50 pl deney ortami eklenerek 1 saat inkiibe edildi. Son basamakta
ATP eklendikten sonra biitiin kuyucuklarda voliim toplam 200 pl olmalidir.

Daha sonra hiicreler protein miktarlarinin 6l¢timii i¢in sandvi¢ ELISA kitleri kullanildi.
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3.5.25. Mitokondrial Reaktif Oksijen Tiirlerini Belirlenmesi icin in vitro

Deney

Deneyin 1. giinii flaskta konfluent haldeki hiicreler daha once belirtildigi gibi pasajlama
yapar gibi kaldirildi. Thoma laminda hiicre sayimi yapildi ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plagna, flask basina 10° hiicre ve toplam hacmi 200 pl olacak sekilde ekildi. Gerekli kosul
kadar, her bir kosul i¢in 5 kuyucuga ekim yapildi.

Deneyin 2. giinii ilk olarak gerekli maddeler hazirlandi ve ortam 1sitildi. Bu kisimdan
itibaren FBS icermeyen, L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin iceren RPMI 1640 deney ortami1
kullanildi. Plak’in her bir kosulunun (5°1i siralar) ortami vakum yardimiyla ¢ekildi. Kontrol ve
maksimal gruplari i¢in sadece deney ortamu eklendi. MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL
kuyucuk basina 100 pl olacak sekilde eklenerek 1 saat siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda LPS
+ ATP grubuna 1 pg/ml konsantrasyonunda LPS igeren 150 pl deney ortami eklendi. MEL +
LPS + ATP grubuna ise 500 uM MEL ve 1 ng/ml LPS igeren 50 pl deney ortami eklendi ve 4
saat slireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL, 1
pg/ml LPS ve 5 mM ATP igeren 50 pl deney ortami eklendi. LPS + ATP grubuna ise 1 pg/ml
LPS ve 5 mM ATP iceren 50 ul deney ortami eklenerek 1 saat inkiibe edildi. Son basamakta
ATP eklendikten sonra biitiin kuyucuklarda voliim toplam 200 pl olmalidir.

Daha sonra hiicreler mitokondri tarafindan tiretilen ROS’u belirlemek i¢in Mitosox kiti

ile degerlendirildi.

3.5.2.6. Mitokondrial Reaktif Oksijen Tiirlerini Imiinfloresan Boyamayla

Belirlenmesi i¢in in vitro Deney

Deneyin 1. giinii ilk olarak gerekli maddeler hazirlandi ve ortam 1sitildi. Hiicreler 48
kuyucuklu plaklara kuyucuk basina 3x10° miktarda ekildi. Kuyucuk basina koyulan ortam
totalde 400 pl olmalidir.

Deneyin 2. giinii ilk olarak gerekli maddeler hazirlandi ve ortam 1sitildi. Bu kisimdan
itibaren FBS i¢cermeyen, L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin igeren RPMI 1640 deney ortami1
kullanildi. Plak’in her bir kosulunun (5°li siralar) ortami vakum yardimiyla ¢ekildi. Kontrol ve
grubu icin sadece 400 pl deney ortami eklendi. MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL
kuyucuk basina 200 pl olacak sekilde eklenerek 1 saat siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda LPS
+ ATP grubuna 1 pg/ml konsantrasyonunda LPS igeren 300 ul deney ortami eklendi. MEL +
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LPS + ATP grubuna ise 500 uM MEL ve 1 pg/ml LPS igeren 100 pl deney ortami eklendi ve
4 saat siireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL, 1
pg/ml LPS ve 5 mM ATP iceren 100 ul deney ortami eklendi. LPS + ATP grubuna ise 1 pg/ml
LPS ve 5 mM ATP igceren 100 pul deney ortami eklenerek 1 saat inkiibe edildi. Son basamakta
ATP eklendikten sonra biitiin kuyucuklarda voliim toplam 400 pul olmalidir.

Sonrasinda hiicreler mitokondri tarafindan iiretilen ROS’u belirlemek i¢in Mitosox ile

boyanarak floresan mikroskobu altinda goriintiisii alindi.

3.5.2.7. Mitokondriyal Membran Biitiinliigiinii Belirlenmesi i¢in in vitro
Deney
Deneyin 1. giinii gerekli ortamlar hazirland1 ve 1sitildi. Konflue olmus 75 cm? lik
flasktaki hiicreler daha 6nceden belirtildigi gibi pasaj yapilir gibi Tripsin-EDTA ile kaldirildi.
Sonra hiicreler Tripan mavisi ile sayildi. 25 cm? lik flasklara 10° hiicre %10 FBS, 2 mM L-
Glutamine, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren RPMI 1640 ortaminda ekildi.
Deneyin 2. giinii gerekli maddeler hazirlandi ve ortam 1sitildi. Bu asamadan sonra serum
icermeyen, L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin igceren RPMI 1640 deney ortami kullanildi.
25 cm? lik flasklardaki ortam vakum ile gekildi. Kontrol grubu igin sadece deney ortami eklendi.
Hiicreler oncelikle 1 saat 500 uM MEL, 4 saat 1 pg/ml LPS ve 1 saat 5 mM ATP ATP ile

muamele edildi.

Bitince Mitokondriyal Membran Biitiinliigiinii belirlemek i¢in akis sitometrisinde analiz
edildi.

3.5.2.8. Piroptotik Oliimiin Mikroglia Hiicrelerinde Gosterimi I¢in in vitro
Deney
Deneyin 1. giinii ilk olarak gerekli maddeler hazirland1 ve ortam 1sitildi. Hiicreler 48
kuyucuklu plaklara kuyucuk basma 3x10° miktarda ekildi. Kuyucuk basina koyulan ortam
totalde 400 pl olmalidir.

Deneyin 2. giinii ilk olarak gerekli maddeler hazirlandi1 ve ortam 1sitildi. Bu kisimdan
itibaren FBS icermeyen, L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin iceren RPMI 1640 deney ortami
kullanildi. Plak’1n her bir kosulunun (5°1i siralar) ortami vakum yardimiyla ¢ekildi. Kontrol ve

grubu icin sadece 400 pl deney ortami eklendi. MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL
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kuyucuk basina 200 ul olacak sekilde eklenerek 1 saat siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda LPS
+ ATP grubuna 1 pg/ml konsantrasyonunda LPS iceren 300 ul deney ortami eklendi. MEL +
LPS + ATP grubuna ise 500 uM MEL ve 1 pg/ml LPS igeren 100 pl deney ortami eklendi ve
4 saat siireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL, 1
pg/ml LPS ve 5 mM ATP igeren 100 ul deney ortami eklendi. LPS + ATP grubuna ise 1 pg/ml
LPS ve 5 mM ATP igeren 100 pl deney ortami eklenerek 1 saat inkiibe edildi. Son basamakta
ATP eklendikten sonra biitiin kuyucuklarda voliim toplam 400 pl olmalidir.

3.5.2.9. Kaspaz Aktivite Testi I¢in in vitro Deney
Deneyin 1. giinii flaskta konfluent haldeki hiicreler daha 6nce belirtildigi gibi pasajlama
yapar gibi kaldirildi. Thoma laminda hiicre sayimi yapildi ve kuyucuk basma 10° hiicre ve
toplam hacmi 200 pl olacak sekilde 96kuyucuklu plaklara ekildi. Gerekli kosul kadar, her bir
kosul i¢in 5 kuyucuga ekim yapildi.

Deneyin 2. giinii ilk olarak gerekli maddeler hazirlandi ve ortam 1sitildi. Bu kisimdan
itibaren FBS i¢cermeyen, L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin igeren RPMI 1640 deney ortami1
kullanildi. Plak’in her bir kosulunun (5’1 siralar) ortami vakum yardimiyla cekildi. Kontrol
grubu i¢in sadece deney ortami eklendi. MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL kuyucuk
basina 100 pl olacak sekilde eklenerek 1 saat siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda LPS + ATP
grubuna 1 pg/ml konsantrasyonunda LPS iceren 150 pul deney ortami eklendi. MEL + LPS +
ATP grubuna ise 500 uM MEL ve 1 pg/ml LPS iceren 50 pl deney ortami eklendi ve 4 saat
stireyle inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda MEL + LPS + ATP grubuna 500 uM MEL, 1 pg/ml
LPS ve 5 mM ATP iceren 50 pl deney ortami eklendi. LPS + ATP grubuna ise 1 pg/ml LPS ve
5 mM ATP iceren 50 pl deney ortami eklenerek 1 saat inkiibe edildi. Son basamakta ATP

eklendikten sonra biitiin kuyucuklarda voliim toplam 200 pl olmalidir.

3.5.3. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Testi

Zarara ugrayan veya Olen hiicrelerden salinan LDH miktarlarinin 6lgiimiinde
Cytotoxicity Detection Kiti (Roche, Germany) kullanildi. Kontrol i¢in hiicrelere LPS, ATP
veya MEL verilmedi. Maksimal LDH salinimim hesaplanmasi1 i¢in maksimal kuyularindaki
hiicrelere kitten ¢ikan lizis soliisyonundan 10 pl verildi ve iyice pipetlenerek hiicreler 6ldiirtildii.

Sonrasinda ise biitlin kuyucuklardan 100 pl slipernatant yeni plaklara alindi. Kitin i¢inden ¢ikan
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LDH deteksiyon soliisyonundan ise 6rnek bagina 100 ul verildi. 15-20 dk karanlik ortamda oda
sicakliginda inkiibe edildi.

Bitiminde ise ¢oklu plak okuyucusu Varioskan (Thermo, USA) 490 nm ve referans
olarak da 600 nm dalga boyunda okutma yapildi. Yiizde hiicre 6liimi asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi:

% Hiicre Sitotoksisitesi = (Bulunan absorbans- Kontrol absorbans)/ (Maksimum absorbans-
Kontrol absorbans) X 100

3.5.4. WST-8 Testi

Hiicrelerin canlilik testi WST-8 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) ile yapildi. WST-8
(veya CCK-8) testi, WST-8 (2- (2-metoksi-4-nitrofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-distilfofenil)
-2H- Tetrazolyum, monosodyum tuzunun bir elektron tasiyicisi olan 1-Metoksi PMS varliginda
biorediiksiyon iizerine suda ¢oziiniir bir formazan boyas1 iiretmektedir. WST-8, hiicresel
dehidrojenazlar tarafindan doku kiiltiirii ortaminda ¢ozlinen turuncu formazan bir iirline

biyolojik olarak indirgenir.

Deneyin bitiminde 100 pl kadar1 LDH testi i¢in ayrilan plakta kuyucuklarin {istiine 10
ul WST-8 soliisyonu eklenir. 2-4 saat arasi inkiibatorde bekletilir. Renk degisimi ¢oklu plak
okuyucusu Varioskan (Thermo, USA) 450 nm ve referans olarak da 630 nm dalga boyunda

okutma yapildi. Yiizde hiicre 6liimii asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

% Hiicre Canlilig1 = (Bulunan absorbans/Kontrol absorbans)*100

3.5.5. inflamazom ilintili Sitokinlerin (IL-1p ve IL-18) ve NLRP3 icin mRNA

Diizeyinin Belirlenmesi

3.5.5.1. RNA izolasyonu

Her numune i¢in 350 pl LBP lizis soliisyonu eklendi ve numuneyi iyice vorteksleyerek
hiicreler pargalandi. NucleoSpin kitinin i¢inden ¢ikan gDNA Temizleme kolonunu (sar1 halka)
bir Toplama Tiipline (2 mL, saglanan) yerlestirildi. Bir 6nceki basamakta homojenize edilmis
lizat1 bu gDNA Temizleme kolonuna aktarin ve 11,000 x g'de 30 saniye boyunca santrifiijlendi.
Kolon atildi ve gecen sivi1 ile devam edildi. Ustiine 100 pl Binding Soliisyonu (BS) eklendi ve

vorteksleme veya birkag kez yukar1 asagi pipetleyerek iyice karistirildi. Biitiin lizat1 bir toplama
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tiipti i¢ine yerlestirilmis RNA Plus kolonuna (agik mavi halka) aktarildi. 11.000 x g'de 15 saniye
boyunca santrifiijlendi. RNA Plus Kolonuna 200 uLL. WB1 soliisyonu eklendi. 11.000 x g'de 15
saniye boyunca santrifiijlendi. Toplama tiipii atildi ve kolon bir 2 mL'lik toplama tiipiine
yerlestirildi. RNA Plus Kolonuna 600 pL. WB2 soliisyonu eklendi ve 11.000 x g'de 15 saniye
boyunca santrifiijlendi. Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. RNA Plus Kolonuna 250
uL WB2 soliisyonu eklendi ve 11.000 x g'de 2 dakika boyunca santrifiijlendi. Kolon yeni bir
toplama tiipiine yerlestirildi. 30 uL RNaz icermeyen H20 eklendi ve 1 dakika boyunca 11.000
x g'de santrifiijlendi. Bu islem bir defa daha tekrarlanarak RNA eliite edildi.

Eliite edildikten sonra Elde edilen spektrofotometre cihazinda (Thermo Scientific,
ABD) RNA konsantrasyonlari 6l¢iildii. RNA 6rneklerinin kontrolii A260/A280 ve A260/A230
oranlariyla belirlendi. Sonuglari 1,8 ile 2,2 arasinda olan RNA numuneleri kontrolii gegti kabul

edildi.

3.5.5.2. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan iScript cDNA sentez kitiyle (Bio-Rad, ABD) cDNA elde edildi.
Reaksiyon basina 1ug RNA 6rnegi, 4 puL iScript Reaksiyon Soliisyonu, 1 pL iScritp Reverse
Transcriptase ve 20 pl’ye kadar tamamlayana kadar Niikleaz icermeyen su eklendi. Toplam
hacim 20 pl olmalidir. Ornekler Thermal Cycler (Bio-Rad, ABD) cihazinda 25°C’de 3 dk
boyunca priming, 46°C’de 20 dk boyunca reverse transcription, 95°C’de 1 dk boyunca RT

inactivation iglemleri yapildi. Bitince 6rnekler -80 °C saklandi.

3.55.3. QgPCR Analizi

GoTaq® qPCR karisimi oda sicakliginda ¢oziildii. Yeterli derecede karistirildigindan

emin olmak i¢in hafifce vorteks uygulandi. Kullanana kadar buz iizerinde saklandi.

GoTaq® qPCR kiti (Promega, ABD) kullanildi. Bunun i¢in kitin i¢inde hazir bulunan
5X Master Mix hazirlanarak, kullanildi. Ornek basma 10 ul 5X Master mix, 7 ul niikleaz-free
dH20, 0.5ul forward ve 0.5ul reverse primer, 2ul cDNA 6rneklerinden eklendi. Analiz
LightCycler 1.5 cihazi kullanilarak yapildi. Housekeeping gen olan GAPDH ve proinflamatuar
molekiillere ait (IL-1p, IL-18 ve NALP3) mRNAlarina 6zgiil primerler ile qPCR analizi yapildu.
Housekeeping gen olan GAPDH normalizasyon sebebiyle incelendi. Cihazin analiz
parametreleri: 95°C 10 dk., 60°C’de 10sn. ve 72°C’de 30 sn. ve toplamda 40 ¢evrim olarak
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gerceklestirildi. gPCR sonucunun kontrolii Erime egrisi analiziyle yapildi. Ornekler aras

ekpresyon farkliligit AACt yontemine gore analiz edildi.

3.5.6. Immiinoblot Yontemiyle Kaspaz-1, NALP3 ve IL-1p Proteinlerinin Tayini

Mikroglial hiicrelerde inflamazom aktivasyonunun oldugunu gostermek i¢in hem
proinflamatuar belirteglerden IL-1 B, inflamazomun kendisini (NALP3), hem de aktivasyon
icin gerekli kaspaz-1 enzimini tayin eden antikorlar kullanilarak immunoblot yapildi. Ayrica
ELISA yontemine ek olarak hem hiicre i¢i hem de salmman IL-1f sitokini uygun antikor
kullanilarak tayin edildi. Mikroglial hiicrelere MEL’in verildigi ve verilmedigi kosullarda
ve/veya LPS+ATP muamelesi yapilmis hiicrelerden sitoplazmik proteinler elde edildi. Protein
konsantrasyonu BCA protein analiz yontemi ile belirlendi. Protein 6rnekleri SDS-PAGE jel ile
ayrimlanip poliviniliden difiloriir (PVDF) membranina transfer edildi. Bloklama isleminden
sonra Ornekler kaspaz-1, NALP3, IL-1p ve aktin antikoruyla enkiibe edildi. Kaspaz-1 enzimi
ve IL-1P sitokini i¢in hem pro- formlarinin hem de olgun formlariin tayin edilebilecegi
antikorlar kullanmildi. Omnekler HRP ile isaretli sekonder antikor ile enkiibe edildi ve
goriintiileme icin kemiluminesans yontemine dayanan ECL kiti kullanildi. Goriintii UVP jel

dokiimantasyon sisteminde elde edildi. Band yogunluklar1 dansitometrik olarak degerlendirildi.

3.5.7. ELISA Yontemiyle IL-1p ve IL-18 Sitokinlerinin Tayini

Mikroglial hiicrelerde inflamazom aktivasyonu ve MELIn inflamazom aktivasyonuna
etkileri IL-1p ve IL-18 sitokin diizeylerinin tayini ile yapildi. Bunun i¢in sandwich ELISA
yontemini kullanan hazir kitlerle calisildi. Ornekler MEL ve LPS + ATP ile muamele edildikten
sonra siipernatantlari elde edilerek kit iireticisi firmanin kilavuzuna uygun sekilde IL-1pB ve IL-
18 sitokin diizeyleri 6l¢iildii.

Kitin i¢inden ¢ikan standart soliisyonu steril suda ¢oziince konsantrasyonu 1000 pg/ml
olmaktadir. Bu soliisyondan yine steril suyla seri diliisyonlarla 500, 250, 125, 62.5,31.2 ve 15.6
pg/ml konsantrasyonlar hazirlandi. Bunlar standart egrisi ¢izmekte kullanild1. Ornekler ise 1:15
oraninda seyreltilerek kullanildi. Orneklerden 100 pl yiizeyi IL-1B ve IL-18 antikorlar ile kapl
plaklara eklenip 2 saat siireyle inkiibe edildi. Bittikten sonra 3 kere kuyucuk bagina 400 pl kitin
icinden ¢ikan yikama sollisyonu eklenerek yikandi. Yikamadan sonra kuyucuk bagina 100ul
biyotin konjuge soliisyonundan eklenerek 1 saat boyunca inkiibe edildi. Bitince tekrar 3 kere

kuyucuk basia 400 ul kitin i¢inden ¢ikan yikama soliisyonu eklenerek yikandi. Sonrasinda

21



kuyucuk basina 100 ul HRP-Avidin soliisyonu eklendi ve 30 dk. boyunca inkiibe edildi.
Bittikten sonra 5 kere kuyucuk basina 400 pl kitin i¢inden ¢ikan yikama soliisyonu eklenerek
yikandi. Bu islemden sonra 100 pl stabil kromojen eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 15
dk. Boyunca inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda ise 100 pl stop soliisyonundan eklenerek ¢oklu
plak okuyucusunda 450 nm dalga boyunda okutma yapildi. Standart egri ¢izimiyle sonuglar
elde edildi.

3.5.8. Mitokondrial Reaktif Oksijen Tiirlerini Mitosox Boya ile Belirlenmesi

Mitokondrial siiperoksit seviyesini 6lgmek i¢in hiicreler MEL, LPS + ATP ile muamle
edildikten sonra MitoSOX ile 15 dakika, boyandi. Bittikten sonra ¢oklu plak okuyucusunda 510
nm dalga boyunda, 580 nm referans dalga boyunca okutma yapildi.

3.5.9. Mitokondrial Reaktif Oksijen Tiirlerini Imiinfloresan Boyamayla
Belirlenmesi

Mitokondrial stiperoksit seviyesini 6l¢mek icin hiicreler MEL, LPS + ATP ile muamle

edildikten sonra MitoSOX ile 15 dakika, boyand1 ve Floresan Mikroskop altinda her gruptan

goriintiiler alindu.

3.5.10. Mitokondriyal Membran Biitiinliigiiniin JC-1 Boyama ile Belirlenmesi

Mitokondriyal Membran Biitiinliigiinii belirlemek icin akis sitometrisinde analiz edildi.

Muameleler bitince kuyucuklarin iclerinde ortam var iken hiicrelere zarar vermemek
icin Tripsin-EDTA ile hiicreler kaldirildi. Hiicrelerin kalkip kalkmadigi mikroskopta kontrol
edildi. 15 ml’lik falkon tiipiine hiicreler ortam ile aktarildi ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi.
Stipernatant atilarak orneklere 1 ml PBS eklenerek ¢oziildii ve yikama islemi gerceklestirildi.
Bittikten sonra 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Siipernatant atilarak hiicrelere 500 pl 1X
Binding Buffer eklenerek ¢oziildii. Sonrasinda ise 5 ul JC-1 boyasi eklenerek oda sicakliginda
15 dk. boyunca inkiibe edildi. Akis sitometrisi cihazinda 10° hiicre saymm yapilarak sonuglar
elde edildi.

3.5.11. Piroptotik 6liimiin mikroglia hiicrelerinde gosterimi
Deneyin bittikten sonra kuyucuk basina 50 pug/ml PI boya eklendi ve floresan

mikroskopta goriintiisii alindi. Boyanan ve boyanmayan hiicreler ImageJ programinda sayildu.
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3.5.12. Kaspaz-1 Aktivite Testi

Kaspaz-1 ozgiilliigiinii dogrulamak icin Caspase-Glo® 1 Testi (Promega, ABD)
kullanildi. Bir Kaspaz-1 selektif inhibitorii olan Ac-YVAD-CHO igerir. Bu inhibitor, kaspaz-1
aktivitesinin %99'unu inhibe eder, ancak ¢apraz reaksiyona giren kaspazlardan herhangi birini
biiyiik olgiide engellemez. Bu yiizde bu kit kaspaz-1 aktivitesini spesifik olarak 6lgmemizi
sagladi.

96 kuyucuklu plakta bulunan total 200 pl siipernatanttan 100 pl miktar1 dikkatlice
mikropipet yardimiyla cekilip atildi. Ustiine 100 pl Caspase-Glo® 1 Reagent eklenir ve oda

sicakliginda 30 dk. — 1 saat aras1 inkiibe edildi. Bittikten sorna ise liiminometrik okutma yapildi.

3.6. Arastirma Plam1 ve Takvimi:
Projelendirme Haziran 2016 — Agustos 2016
Hiicre Oliim ve Canlilik Testleri Eyliil 2016 — Ekim 2016
gPCR Deneyleri Kasim 2016 — Aralik 2016
ELISA Deneyleri Ocak 2017 — Subat 2017
Western Blot Deneyleri Mart 2017
Reaktif Oksijen Tiirleri Deneyleri Nisan 2017

Tez Yazimi1 Mayis 2017 — Haziran 2017

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi:

Bu arastirmadan elde edilen bulgularin analiz edilmesi i¢in SPSS Windows istatistik
programinin 20.0 versiyonundan faydalanildi. Sonuglar ortalama + standart hata formatinda
sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel analiz icin Mann-Whitney U testi kullanildi. Sonuglarin

istatistiksel olarak anlamli olabilmesi ig¢in p<0.05 seviyesi kabul edildi.

3.8. Arastirmamin Simirhhiklar::

Calismamizin ilk smirliligr sadece N9 mikroglial hiicrelerinde gergeklestirilmis
olmasidir. Daha gecerli ve kapsamli bir ¢alisma olmasi i¢in primer mikroglia {izerinde de

deneylerin yapilmasi gerekmektedir. Ek olarak, in vivo ¢alismalar yapilarak in vitro deneylerde
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bulunan sonuglarin dogrulamasi yapilmasi gerekmektedir. Bir diger smirlilik ise diger
inflamazom tiplerinin da dikkate alinip c¢alisilmasidir. Bu, projemizde c¢alisilan NLRP3
inflamazomunun ve diger tiplerin toplamda etkisini belirlemek icin gereklidir. Ayrica
inflamazomu aktive etmek i¢in kullanilabilecek diger uyaranlarin da incelenmesi gereklidir
¢linkii bu maddeler bizim kullandiklarimizdan farkli etki gosterebilirler. Ileriki ¢alismalarda,
MEL’in mikroglial tizerindeki koruyucu etkisini hangi yolaklar dstiinden yaptigi da
incelenmelidir.

3.9. Etik Kurul Onayr:

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu 12.01.2017
tarih 3103-GOA protokol numarali 2017/01-23 karar no.lu kararinda ¢alismamizin etik agidan

uygun oldugu sonucu ¢ikmaistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Melatoninin Toksik Olan ve Olmayan Dozlarinin Belirlenmesi

96 kuyucuklu plaklara 10* miktarda ekilen hiicrelere MEL’in gesitli dozlar1 verildi ve
MEL’in toksik olmadig1 ve koruyuculuk gosterdigi en uygun dozu bulmak amaciyla LDH testi
yapildi. Elde ettigimiz sonuglar gergevesinde, sitotoksisite testinde 500 uM dozuna kadar

toksisite gostermemistir. Bu yiizden MEL’in en uygun dozun 500 uM olduguna karar verildi
(Sekil 2).

Sekil 2: MEL’in cesitli dozlarinin
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4.2. Melatoninin IL-1p ve IL-18 Sitokinlerinin Diizeyine Etkisinin ELISA Y 6ntemiyle
Gosterilmesi

MEL’in toksik olmayan uygun dozu belirlendikten sonra ilk olarak inflamazom
belirteclerinden olan IL-1B ve IL-18 sitokinlerinin tayini ELISA yontemiyle yapildi. LPS +
ATP verilen grubun IL-1p miktar1 1039.45 + 144.27 pg/ml olarak, MEL 6n muamelesi yapilan
grup olan MEL + LPS + ATP grubunda ise bu miktar 547.8 + 94.5 pg/ml seviyesinde saptand1
(##p<0,01; **p<0.01) (Sekil 3A). MEL, LPS ve ATP ile artan IL-1f sitokin miktarini anlamli
olarak azaldig1 saptandi. IL-18 i¢in ise ayni sirayla. LPS + ATP verilen grubun 268.1 + 46.33
pg/ml seviyesinden MEL 6n muamelesi yapilan grupta 142.29 + 30.7 pg/ml seviyesine indigi
saptand1 (#p<0,05; *p<0.05) (Sekil 3B).
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4.3. Melatoninin Piroptotik Hiicre Oliimiine Etkisi

MEL, LPS ve ATP verilerek hiicre 6liimii ve canliligit LDH ve WST testleriyle belirlendi.
Sonuglara gore, LPS ve ATP verilen grubun 6liim oranit %38.39 + 1.79 olarak saptandi
(#p<0,05; *p<0.05) (Sekil 4A) ve MEL 6n muamelesi yapilan grup olan MEL + LPS + ATP
grubunda ise %25.15 £ 2.7 seviyesinde saptand1 (#p<0,05; *p<0.05) (Sekil 3B). Hiicre canliligi
ise LPS ve ATP grubunda %18.19 + 1.4 (#p<0,05; *p<0.05) (Sekil 4B), MEL + LPS + ATP
grubunda ise %39.4 £ 2.5 olarak saptandi (#p<0,05; *p<0.05) (Sekil 4B). MEL, LPS ve ATP
ile indiiklenen hiicre 6liimiinii anlaml olarak azaltmis, hiicre canlilifini ise anlamli olarak

arttirmigtir.

26



>

Sekil 4. MEL’in piroptotik hiicre
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4.4, Melatoninin, LPS + ATP ile indiiklenmis hiicrelerde IL-1p, 1L-18 ve NALP3
genlerinin mRNA Ekspresyon Seviyesine Etkisi
Hiicre 6lim ve canlilifina baktiktan sonra inflamazom yolaginda ve sonucunda
salgilanan proteinlerin (IL-1B, IL-18 ve NLRP3) mRNA seviyesindeki degisimleri incelendi.
MEL 6n muamelesi yapildiktan sonra LPS + ATP verilen hiicrelerin mMRNA ekspresyon
degisimine bakildi. LPS ve ATP verildikten sonra IL-1B seviyesi 7767,8 £ 123,9 kat arttig1,
MEL verildikten sonra ise 2346,6 + 202,4 kata indirdigi saptandi1 (#p<0,05; *p<0.05) (Sekil
5A). LPS ve ATP verildikten sonra IL-18 seviyesi 10,31 + 1,53 kat arttigi, MEL 6n muamelesi
yapilan grupta ise 5,29 + 0,50 kata indirdigi saptandi (#p<0,05; *p<0.05) (Sekil 5B). LPS ve
ATP verildikten sonra NALP3 seviyesi 9,63 + 0,26kat arttigi, MEL verildikten sonra ise 5,29
+ 0,50 kata indirdigi saptandi (#p<0,05; *p<0.05) (Sekil 5C). MEL, LPS ve ATP ile indiiklenen
inflamazoma bagl olarak artan IL-1f, IL-18 ve NALP3 genlerinin mRNA ekspresyonlarini

anlamli olarak azalttig1 saptanmustir.
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Sekil 5. MEL’in inflamazom
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4.5. Immiinoblot Yéntemiyle Inflamazom ile iliskili Proteinlerin Degisimlerinin
Gosterilmesi
Mikroglia hiicreleri MEL ile 6n muamele, LPS ve ATP ile muamele edildikten sonra total
proteinleri izole edilerek IL-1B, Kaspaz-1 ve NLRP3 proteinlerinin miktarlarindaki degisime
bakildi. Lizatlardan bakilan LPS + ATP grubunda 0,97 + 0,14 olan pro-IL-1p orani, MEL +
LPS + ATP grubunda 0.54 + 0.13 oranina geriledigi saptand1 (Sekil 6A, 6C). MEL, LPS ve
ATP ile indiiklenen pro-IL-1 protein miktar1 anlamli olarak azaltti§1 saptanmistir (#p<0,05;
**p<0.01). Siipernatantlardan bakilan LPS + ATP grubunda 2993.28 + 34.2 A.U. IL-1B, MEL
+ LPS + ATP grubunda 22.47 + 13.71 A.U. geriledigi saptand1 (Sekil 6B, 6C). Kaspaz-1
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p20°nin siipernatanttaki miktar1 4378.88 £ 294.23 A.U. seviyesinden 1506.57 + 186.76 A.U.
seviyesine diistiigii saptanmistir (##p<0,01; **p<0.01). Kaspaz-1 p45’in lizattaki miktarinin
istatistiksel anlamli olarak degismedigi saptandi (Sekil 6E, 6F). NLRP3 i¢in; slipernatantlardan
bakilan LPS + ATP grubunda 241.63 + 29.52 A.U. olan NLRP3 seviyesinin, MEL + LPS +
ATP grubunda 6.35 +2.701 A.U. seviyesine geriledigi saptand1 (Sekil 6G, 6H).
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Sekil 6. MEL’in inflamazom ilintili 1L-18, Kaspaz-1 ve NLRP3’iin protein seviyesindeki
etkisinin Western Blot yontemiyle gosterilmesi. |L-1/5 miktari protein seviyesinde MEL ile 6n
muamele edilen grupta azaldig: saptandi. Kaspaz-1 miktart ise anlamh olarak degismedigi

saptandi. Sonuglar ortalama = S.D. olarak verildi.

4.6. Kaspaz-1 Aktivite Testi
Mikroglia hiicrelerinde aktive edilen inflamazomun 6nemli gostergelerinden birisi olan
Kaspaz-1’in aktivitesi Kaspaz-1 Aktivite testi ile ol¢iildii. Sekil 8A’da goriildiigii gibi LPS +
ATP ile %207.475 seviyesinde olan Kaspaz-1 Aktivite orani, MEL ile 6n muamele edilmis
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grupta %153.151 seviyesine diistiigii saptandi (#p<0,05; **p<0.01) (Sekil 7A). Bu sonuglara
bakilarak; MEL 6n muamelesinin Kaspaz-1 aktivitesini, LPS ve ATP verilen gruba gore

istatistiksel olarak anlamli azalttig1 saptandi.
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4.7. Pl Boyama ile Piroptotik Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi
Mikroglia hiicreleri LPS ve ATP ile muamele edildikten sonra PI boyasi1 ile boyandi. Sonrasinda
ise floresan mikroskop altinda goriintiileri alindi. LPS + ATP grubunda kirmiziya boyanan
hiicreler piroptotik yolla 6len hiicreleri gostermektedir. MEL 6n muamelesi yapilan grupta ise
6liim azalmakta oldugu da gozlendi (Sekil 8A). LPS ve ATP verildikten sonra canli hiicre orani
%38,05 + 8.64, piroptotik yolla 6len hiicre oran1 %61,95 + 8.64 olarak bulundu. MEL ile 6n
muamele edilen grupta sonra ise canli hiicre oran1 %67,91 + 4.05, piroptotik yolla 6len hiicre
orant %32.72 +3.92 olarak saptand1 Sekil 8B). MEL, LPS ve ATP ile indiiklenen piroptotik

hiicre 6liimiinii anlaml1 olarak azalttig1 saptanmistir.
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Sekil 8: Inflamazom modelinde Piroptotik éliimiin gosterilmesi. Bu amacla yapilan PI boyama
sonuglarina gére LPS + ATP eklenen hiicrelerde piroptotik hiicre 6liimii artmakta, MEL verildiginde
ise piroptotik hiicre 6ltimii istatistiksel anlamli olarak azaldig1 saptandi. Sonuglar ortalama + S.D.

olarak verildi.

4.8. Mitokondrial Biitiinliik ve Siiperoksit Uretimi Tayini

Mikroglia hiicrelerine verilen ATP nin hiicrede arttirdig1 diisliniilen Mitokondrial superoksit
seviyesi MitoSOX ile; bozulan mitokondrial biitiinliik ise JC-1 ile boyanarak gozlendi. Sekil
9A’da goriildiigii gibi LPS + ATP ile %19.2 seviyesinde olan oran MEL 6n muamelesi yapilan
grupta %11.7 seviyesine diistiigli saptandi. LPS + ATP eklendikten sonra ROS miktar1 seviyesi
%206,7661 + 44,81 seviyesine ¢iktig1, MEL 6n muamelesi yapilan grupta ise %128,53 + 30,64
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seviyesine indigi saptandi (#p<0,05; **p<0.01) (Sekil 9C). MEL ile 6n muamele edilen grupta

hiicrelerin mitokondrial membran biitiinliigli istatistiksel anlamli olarak daha az bozuldugu

gozlemdi. LPS ve ATP verilen hiicrelerin floresan mikroskobu altindaki Mitosox boyama

gortintiilerinde kirmizi renk ROS miktarinda artis, MEL + LPS + ATP grubunda ise istatistiksel

olarak anlamli azalis saptand1 (Sekil 9D).
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5. TARTISMA

Dogal bagisiklik sisteminin bir ¢esidi olan inflamazom, aktivasyonundan sonra IL-1f
ve IL-18 sitokinlerini salgilayarak hiicreleri piroptotik hiicre Oliimiine goétiirebilir.
Inflamazomda meydana gelecek bozulmalar otoimmun hastaliklarin, &rn. Multipl Skleroz, gut,
diyabet, ortaya c¢ikmasina ve ilerlemesine sebep olmaktadir (Wilson SP et al., 2010).
Inflamazom baskilanmasi bu agidan ¢ok dnemlidir. Inflamazom dis ve i¢ uyaranlar vasitasiyla
aktive olmaktadir. Aktivasyonlarin g¢esidine gore olusan inflamazom tipi farklidir, bunlar;
NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2 olarak adlandirilirlar (Franchi L et al., 2009). Daha 6nce
mikroglia hiicrelerinde MEL’in NLRP3 inflamazomu iizerine etkisini gosteren bir ¢aligma

belirtilmemistir.

Projemizde inflamazom tipleri arasinda en yaygin ¢alisilan NLRP3 yolu se¢ildi. NLRP3
inflamazom aktivasyonu i¢in LPS ve ATP modeli kullanildi. Daha 6nce BV-2 mikroglia hiicre
hattinda yapilan ¢alismalarda 1 pg/ml LPS ve SmM ATP ile NLRP3 inflamazom aktivasyonu
saglandig1 gosterilmistir (Cai Y et al., 2016). LPS, inflamazomun ilk uyarimint (priming)
saglamakta, ATP ise inflamazom kompleksi olusumunu ve IL-1 salinimin1 uyarmaktadir (Mao
K. etal., 2013). MEL’in NRLP3 inflamazom kompleksinin olusumunu baskiladig: farelerde in
radyoterapi ile indiiklenen ince bagirsak toksisitesinde ve sepsiste vivo bir ¢alisma olarak
gosterilmistir (Fernandez-Gil ve ark., 2017; Rahim ve ark., 2017). Elde ettigimiz sonuglar
is13ginda NLRP3 kompleksinin MEL 6n muamelesiyle protein ve  mRNA seviyesinde
baskilandigin1 gosterdik. Bir diger asamada, NLRP3 inflamazom ilintili bir protein olan
Kaspaz-1’de incelendi. Aktive edilmis Kaspaz-1, pro-IL-1B'y1 ve pro-IL-18'" aktif bi¢imleri
olan IL-1p ve IL-18'e proteolitik olarak pargalamaktadir. MEL’in, NLRP3 inflamazomunu
inhibe ederek akut akciger hasarini hafiflettigini gosteren ALI fare modeliyle yapilan ¢alismada
kaspaz-1 seviyesini azalttig1 gosterilmistir (Zhang ve ark., 2016). Ayrica MEL’in transgenik
ALS fare modelinde noroprotektif oldugunu ve bunu kaspaz ailesini inhibe ederek oldugunu
gosteren ¢alismada mevcuttur (Zhang ve ark., 2013). Bizim sonuglarimiz da MEL’in kaspaz-1

iistiinde inhibe edici ve baskilayici etkisi ortaya konmustur.

IL-1P ve IL-18, inflamazom aktivasyonunun baslica iiriinleridir: NALP3 inflamazomu,
hasar goren hiicreler tarafindan salinan tehlike sinyallerini tespit eder. Bu sinyaller, ASC
proteinini ve Kaspaz-1'i o da inflamazom kompleksini aktiflestirir. Aktive edilmis NALP3
inflamazom kompleksi igindeki kaspaz-1, inflamatuar sitokinleri IL-18 ve IL-18'i olgun

formuna getirir. MEL’in inflamatuar sitokinler olan IL-1p ve IL-18'i fare beyninde azalttig1 in
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vivo bir calismada gosterilmistir (Cao ve ark., 2017). MEL’in LPS ile indiiklenmis
inflamasyonda, IL-1B seviyesini azalttigi in vitro bir ¢alisma olarak BV-2 mikroglial
hiicrelerinde gosterilmistir (Park ve Chun, 2017). Yine in vitro bir ¢alismada mikroglial
hiicrelerle ayn1 kokenden (monosit) gelen makrofaj hiicrelerinde , RAW 264.7, LPS ile
inflamazom indiiklenmesi yapilmis ve MEL’in IL-1 seviyesini azalttig1 gosterilmistir (Shim
ve ark., 2015). Ayrica, MEL mikroglial aktivasyonu ve pro-inflamatuar sitokinlerin azaltilmasi
yoluyla noéronu dejenerasyona karsi korudugu gosterilmisticr (Ding ve ark., 2014).
Calismamizda bu sonuglara paralel olarak MEL’in inflamazom aktivasyonu ile artan IL-1p ve

IL-18 sitokinlerinin miktarin1 hem protein hem de mMRNA seviyesinde azalttigi gosterildi.

Inflamazom, endojen veya eksojen zararlari (PAMP veya DAMP) algilamak ve
savagmak icin Onemlidir (Lamkanfi, 2011). NLRP3 inflamazomu, patojenik, endojen ve
cevresel kaynakli ¢ok cesitli sinyallerle aktive edilir (Rathinam ve ark., 2012). NLRP3
inflamazom aktivasyonunda inflamazom indiiktorlerinin ¢ogu mitokondriyal hasara neden olur
ve mitokondrial ROS iiretir. Mitokondriyal ROS’ta NLRP3 inflamazom kompleksinin daha da
fazla olusumunu saglar (Heidi et al., 2013; Zhou et al., 2011). MEL ¢ok sayida ¢aligmada reaktif
oksijen tiirlerini tarayip temizleyen giiglii bir madde olarak kabul gordiigiinden (anti-oksidan),
inflamasyonun aktivasyonu sirasinda MEL’in mt-ROS iiretimini engelleyip engelleyemedigini
arastirildi. Inflamazom aktivasyonu modelinde MEL’in ROS iistiinde koruyucu etkisi in vitro
calisma olarak RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde (Shim ve ark., 2015), in vivo ¢alisma olarak
postnatal fare beyninde gosterilmistir (Cao ve ark., 2017). Benzer olarak HAPI Mikroglia
(Highly Aggressively Proliferating Immortalized; Cok Agresif Olarak Cogalan Oliimsiiz)
hiicreleri tistiinde yapilan bir ¢alismada MEL, ROS ile baglantili sitotoksik faktor genlerini
inhibisyonu araciligiyla metamfetamin toksisitesini baskiladigi ve inhibe ettigi gosterilmistir
(Tocharus ve ark., 2010). In vivo bir ¢aligmada ise MEL’in postnatal fare beyinlerinde LPS ile
indiiklenmis oksidatif strese karsi koruyuculuk sagladigi gosterilmistir (Shah ve ark., 2017).
Projemizde elde edilen bulgularimiz da MEL’in LPS ve ATP ile indiiklenen mt-ROS iiretimini
baskiladig1 yoniindedir.

MEL’in sitoprotektif etkisi Noral kok hiicrelerde yapilan deneylerde MEL’in LPS ile
indiiklenen inflamasyonu azalttig1, dolayisiyla hiicre 6liimiinii de azalttigi gosterilmistir (Song
ve ark., 2015). Ayrica fareler {izerindeki bir¢ok in vivo galismada MEL’in hiicre 6liimiinii
azalttigi kanitlanmistir (Ahmed ve ark., 2010; Cisternas ve ark., 2010). Calismamizda, MEL’in
inflamazom aktivasyonuyla beraber artan hiicre Olimiinii azalttigi, hiicre canliligin ise

arttirdigini gosterdik.
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Piroptoz, i¢ ve dis patojenlerle enfekte edildiginde en sik meydana gelen ve
antimikrobiyal yanitin bir pargasini olusturmasi muhtemel, programlanmis hiicre Sliimiiniin
oldukea sik goriilen bir seklidir. Bu siiregte bagisiklik hiicreleri kendi iginde yabanci tehlike
sinyallerini tanir, pro-inflamatuvar sitokinleri serbest birakir, siser, patlar ve o6liir. NLRP3
inflamazomu da bu 6liim tipiyle sonlanir (Miao EA et al., 2010). MEL’in farelerde adipoz
dokuda inflamazoma bagli piroptotik hiicre 6liimiinii azalttig1 gosterilmistir (Liu ve ark., 2017).
Calismamizda MEL’in mikroglial hiicrelerde piroptotik 6limii dnemli Olgiide azalttigini

gosterdik.
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6. SONUC VE ONERILER

Projemizde N9 mikroglial hiicrelerinde MEL’in LPS ve ATP ile indiiklenmis inflamazom
aktivasyonu iizerine etkisi incelendi. Hiicre oliim ve canlilik testleri LDH ve WST-8
yontemleriyle incelendi ve MEL’in koruyucu etkisi tespit edildi. Inflamazom ile ilintili
sitokinler olan IL-1pB ve IL-18’i protein ve mRNA diizeyinde sirasiyla ELISA, Western Blot ve
gqPCR yontemleriyle incelendi ve MEL’in bu sitokinleri azalttigi gosterildi. NLRP3 ve Kaspaz-
1 gibi sadece NLRP3 inflamazom yolaginda goérev alan proteinlerin de MEL 6n muamelesiyle
azalttigini saptadik. Ayrica MEL 6n muamelesi, LPS ve ATP ile artisa gegcen ROS miktarini da
azalttig1 gosterilmistir. Oncelikle MEL’in bu koruyucu etkisinin hangi yolaklar iizerinden
gosterdigi gosterilmeli sonra da in vivo calismalarla desteklenerek kanitlanmalidir. Sonug
olarak MEL, MEL’in, LPS ve ATP indiiklenmis NLRP3 inflamazom aktivasyonunu ve bunun
sonucu olan piroptotik hiicre 6liimiinii baskilamistir ve MEL NLRP3 inflamazomunu azaltici

bir terapdtik ajan olarak kullanilabilir.
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8.2.0ZGECMIS

OZGECMIS
BURAK IBRAHIM ARIOZ
TC Kimlik No / Pasaport No: 24391211036
Dogum Yili: 17/07/1991

Yazisma Adresi :

Istihkam Loj. Ege Apt. A blok no:4 Narlidere/Izmir

Telefon : +905071235517
Faks :
e-posta : burakiarioz@gmail.com
EGITIM BiLGILERI
Ulke Universite Fakiilte/Enstitii| Ogrenim Alam | Derece I\/IeZ‘l{Jlrlllyet
Tiirkiye Izmir YukSG?l(..T.'eknOIOJl Fen Eak. Molekiiler B1y010]1 ve 271 20.06.2014
Enstitiisu Genetik
o Dokuz Eyliil 9 . Temel Sinirbilimler Devam
Tirkiye Universitesi Saghigeil. Eogd Y.L ediyor
AKADEMIK/MESLEKTE DENEYIM
Kurum/Kurulus Ulke Sehir Boliim/Birim Gorev Tiirii Gorev Donemi

UZMANLIK ALANLARI

Uzmanhik Alanlar:

DIGER AKADEMIK FAALIYETLER

Sayisi

Son Bir Yilda Uluslararasi indekslere Kayith Makale/Derleme icin Yapilan Damsmanhk

Son Bir Yilda Projeler i¢in Yapilan Damismanlik Sayisi

Yayinlara Alinan Toplam Atif Sayisi

Damsmanhk Yapilan Ogrenci Sayisi Tamamlanan

Devam
Eden
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Yiiksek
Lisans
Doktora
Uzmanhk
Diger Faaliyetler (Eser/gorev/faaliyet/
sorumluluk/olay/iiyelik vb.)
ODULLER
Odiiliin Ad1 Alindig1 Kurulus Yih
.
YAYINLARI

SCI, SSCI, AHCI indekslerine giren dergilerde yayinlanan makaleler

Diger dergilerde yayinlanan makaleler

Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yayinlar
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