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OZET

EPIGENETIK MEKANIZMALAR UZERINE ETKILI ILACLARIN
NOROINFLAMASYON HUCRE MODELINDE NOROPROTEKTIF ROLLERININ
ARASTIRILMASI

Elif KAYA TILKI
Farmakoloji Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2020
Danisman: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Chlamydia pneumoniae (Cpn), genellikle hafif ve atipik karakterde g¢ok g¢esitli
pulmoner hastaliklara neden olan zorunlu hiicre i¢i gram-negatif bir patojendir. Kalici
enfeksiyonlara neden oldugu ve Alzheimer hastaligi (AH) patolojisinde de rol oynadig
yoniindeki bulgular giin gectik¢e artmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda Cpn enfeksiyonunun ve epigenetik mekanizmalar iizerine etkili
ilaglar olan Trikostatin A (TSA), givinostat ve RG108’in ve antibiyotik rifampinin néronal
mikrogevredeki inflamatuvar ve epigenetik kromatin diizenlemesi ile iligkili genler
tizerindeki etkileri gen panelleriyle arastirilmistir. Buna ek olarak, amiloid beta (Ap) (1-42)
tarafindan indiiklenen norotoksisite modelinde ilaglarin noroprotektif etkileri, gercek
zamanl hiicre analiz sisteminde hiicre canliliklar1 incelenerek ve akis sitometride APi-42
antikor seviyesi, toplam ROS miktar1 ve apoptotik etki seviyeleri belirlenmistir.

Sonug olarak, 6zellikle TSA ve RG108’in, hem noéroinflamasyon hem de norotoksisite
modellerinde 6nemli noroprotektif etkileri bulunmustur. Ayrica literatiire kazandirilan Cpn
ile olusturulmus néroinflamasyon modeli iizerinde, TSA, RG108, givinostat ve rifampin’in
AH ile iligkisi, epigenetik ve inflamatuvar etkileri baglaminda incelenmistir ve SETD7,
DPEP2, HDACI10, HDAC4, SETD8, RAGE ve RELA genlerinde 6nemli ekspresyon
degisimleri belirlenmistir. Sonuglarimizin, AH noéropatolojisinde yer alan epigenetik
diizensizlikler ve AP norotoksisitesine karsi ndroprotektif etki mekanizmalar1 hakkinda,
terapotik segeneklerin sinirli oldugu AH tedavisine alternatif bir basamak olusturabilecek 6n
veriler oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Soézciikler: Norotoksisite, Noroproteksiyon, Norodejenerasyon, Epigenetik,

Chlamydia pneumoniae.



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE NEUROPROTECTIVE ROLES OF DRUGS EFFECTIVE
ON EPIGENETIC MECHANISMS ON NEUROINFLAMMATION CELL MODEL
Elif KAYA TILKI
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2020
Supervisor: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Chlamydia pneumoniae (Cpn) is a mandatory intracellular gram-negative pathogen that
causes a wide variety of pulmonary diseases, usually mild and atypical. Cpn can cause
permanent infections, and there is growing evidence about the role in the pathology of
Alzheimer's disease (AD).

In this thesis, the effects of Cpn infection and drugs, that are effective on epigenetic
mechanisms, Trichostatin A (TSA), givinostat, and RG108 and an antibiotic rifampin, on the
neuronal microenvironment related genes related to inflammatory and epigenetic chromatin
regulation were investigated with gene panels. In addition, the neuroprotective effects of the
drugs on amyloid beta (AP) (1-42)-induced neurotoxicity model were investigated by
evaluating the cell viability with the real-time cell analysis system and determining the Ap1-
42 antibody, total ROS and apoptotic effect levels using flow cytometer.

As a result, especially TSA and RG108 have been found neuroprotective on both
neuroinflammation and neurotoxicity models. In addition, on the newly introduced Cpn-
induced neuroinflammation model, the relationship between TSA, RG108, givinostat and
rifampin with AD was investigated in the context of epigenetic and inflammatory effects,
and significant expression changes were determined in SETD7, DPEP2, HDAC10, HDAC4,
SETD8, RAGE and RELA genes. It is believed that the results provide preliminary data on
epigenetic disorders in AD neuropathology and neuroprotective action mechanisms against
AP neurotoxicity, which may constitute an alternative step to AD treatment that has limited

therapeutic options.

Keywords: Neurotoxicity, Neuroprotection, Neurodegeneration, Epigenetics, Chlamydia

pneumoniae.
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1. GIRIS VE AMAC

Sinir ve bagisiklik sistemlerinin karsilikli etkilesimleri uzun zamandir bilinmektedir ve
son zamanlarda bu sistemlerin gelisim, homeostaz, patogenez ve yaslanma gibi birgok
fizyolojik siire¢ iizerinde birbiriyle etkilesim halinde olmasi nedeniyle daha fazla dikkat
cekmeye baglamistir (McAllister ve van de Water, 2009; Trakhtenberg ve Goldberg, 2011).
Bagisiklik sisteminin sinir sistemi lizerinde hem faydali hem de hasar verici etkileri vardir.
Buna karsilik olarak santral sinir sistemi de noro-endokrin ag araciligryla immiinolojik
degisiklikleri indiiklemektedir (Procaccini vd., 2014). Sinir sistemi ve immiin sistem
arasindaki bu etkilesim ve baglant1 6zellikle yaslanma siirecinde her iki sistem {izerinde de
cift tarafli etkilere sebep olmakta, ancak norodejenerasyon sirasinda hangi sistemin onciil

oldugu halen bilinmemektedir (Gui vd., 2012).

Chlamydia (Chlamydophila) pneumoniae (Cpn), yaygin insan solunum yolu
enfeksiyonuna neden olan zorunlu hiicre i¢i gram-negatif patojendir. Ilging olarak,
Chlamydia enfeksiyonlarinin kroniklesmeye meyilli oldugu o6nceki c¢alismalarda
gosterilmistir ve bu veriler enfeksiyonlarin sadece kalict solunum yolu hastaliklar1 agisindan
degil, ayn1 zamanda kan damar1 inflamasyonundan kaynaklanan ateroskleroz gibi hastaliklar
ile iliskili olmasi agisindan da klinik olarak énemlidir (Uruma vd., 2005). Giliniimiize kadar
yapilan pek ¢ok calismada Cpn enfeksiyonunun astim ve ateroskleroz gibi inflamatuvar
hastaliklar ile iliskisi kesin olarak kanitlanmistir ve bu enfeksiyon tiiriiniin Alzheimer
hastalig1 (AH) basta olmak iizere noérodejeneratif santral sinir sistemi hastaliklar1 ile iligkisi
oldugu yoniindeki kanitlar giderek artmaktadir (Shima vd., 2010). AH, néronal sinapslarda
onemli bozukluklar ve hafizadaki eksiklikler ile karakterize olan norodejeneratif
hastaliklardan biridir. Genel olarak, en yaygin belirtisi kisa siireli hafiza kayb1 olmak tizere
kademeli olarak baglayan bir hastaliktir. AH semptomlar1 zaman gegtikce yogunlasarak
giderek kotlilesmektedir. Bu semptomlar genellikle yaygin hafiza kaybi, kafa karisikligi,
konusma bozuklugu, ruh hali degisimleri ve davranigsal sorunlari igerir (Burns ve Iliffe,
2009). Cogu durumda, AH demansa ilerler ve nihayetinde siklikla bronkopnémoni veya akut

serebrovaskiiler olay nedeniyle 6liime yol acar (M6lsi vd., 1986).



Epigenetik modifikasyonlar, ndrodejeneratif bozukluklarin patogenezinde ve akut
beyin hasarina yatkinlikta énemli oyuncular olarak ortaya ¢ikmaktadir. DNA ve histon
modifikasyonlari, beynin ¢evresel stres faktorlerine ve yaralanma tepkisine adaptasyonunu
saglayan karmasik bir gen ekspresyon makinesi olusturmak ic¢in kodlayici olmayan
riboniikleik asitlerle (RNA) birlikte hareket etmektedir. Bu modifikasyonlar beyin olusumu,
hafiza olusumu, motor fonksiyon ve bilis gibi biiyiik ve karmasik siiregleri, ndrogenez ve
DNA onarimi gibi hiicre diizeyindeki islemler araciligiyla etkiler. Bu nedenle, epigenetik
mekanizmalardaki dengesizligin genetik koddaki anormalliklerden bagimsiz olarak bir¢ok
ndrolojik bozuklugun ilerlemesini etkiledigi gosterilmistir (Bertogliat vd., 2019). Epigenetik,
beyin hasarina katkida bulunan molekiiler mekanizmalar hakkindaki anlayisimizi 6nemli
Olcilide artirmaya yardimci olmakla birlikte néronal hayatta kalimi tesvik etmek i¢in etkili

terapotik hedefleri de belirleyebilir (Esposito ve Sherr, 2019).

Biitin bu bilgiler 15181nda, bu tez kapsaminda Cpn enfeksiyonunun o&zellikle
noroinflamasyon ve epigenetik faktorlerle iliskilisini ndéronal mikrogevrede arastirmak
amactyla Oncelikle Cpn ile indiklenmis mikroglia ve SH-SYSY hiicreleri ile
noroinflamasyon modeli olusturulmustur. Bu model {izerinde epigenetik mekanizmalar
tizerine etkili ilaglar olan histon deasetilaz inhibitorleri (HDACi) Trikostatin A (TSA) ve
givinostat, DNA metiltransferaz inhibitérii (DNMTi) RG108, ve Cpn enfeksiyonu {izerinde
etkili bir antibiyotik olan rifampinin inflamazom ve epigenetik kromatin modifikasyonu ile
iliskili genler iizerine etkileri arastirilmistir. Noroinflamasyon modeline ek olarak, néronal
fenotipe farklilagtirllmig SH-SYSY hiicreleri iizerinde amiloid beta (Ap) ile indiiklenen bir
norotoksisite modeli olusturulmus ve bu ilaglarin néroprotektif etkileri, ger¢ek zamanli hiicre
analiz sistemiyle hiicre canliliklari izlenerek, toplam reaktif oksijen tiirevleri seviyeleri

(ROS) ve apoptotik/nekrotik etkileri belirlenerek arastirilmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi kapsaminda TSA, RGI108, givinostat ve rifampinin
ndroinflamasyon ve ndrotoksisite modelleri tizerindeki noroprotektif etkilerini aydinlatmak
ve aynit zamanda Cpn enfeksiyonunun AH patolojisindeki roliine epigenetik yolaklar

acisindan farkli bir yaklagim saglamak hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Alzheimer Hastahg1

Demansin en 6nde gelen nedenlerinden biri olan olan Alzheimer Hastaligi (AH), ndron
O0limii ve dolayisiyla ilerleyici bilis bozuklugu ile sonuglanan yasa bagli en yaygin
norodejeneratif hastaliklardan biridir. AH'min tipik klinik belirtileri, hafizadaki ilerleyici
gerileme, biligsel ve entelektiiel yeteneklerin azalmasi ve c¢esitli davranigsal ve

noropsikiyatrik bozukluklardir (Liang vd., 2017).

AH, cogunlukla sporadik olarak meydana gelirken, ii¢c gendeki mutasyonlar1 (amiloid
oncii protein (APP), presenilin-1 (PSEN1) ve presenilin-2 (PSEN2)) nadir goriilen (<% 0.5)
ailesel AH neden olmaktadir. Mutasyon sebebiyle olusan ailesel AH semptomlari, sporadik
AH'den tipik olarak 30 ila 50 yaslar1 arasinda daha erken gelismektedir (Bateman vd., 2011).
Sporadik, ge¢ baslangicli AH, genetik ve cevresel faktorler arasindaki karmasik bir
etkilesimle ortaya ¢cikmaktadir. AH riskinin ¢ogunlukla genetik faktorlerle iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir. €2, €3 ve €4 olmak iizere {i¢ varyant1 olan apolipoprotein E (APOE) geni,
sporadik AH i¢in en biiyiik risk faktoriidiir. e4-tasiyic1 olmayan bireylere kiyasla, heterozigot
€4 tastyicilart yaklasik 3 kat, homozigot €4 tasiyicilartysa yaklasik 12 kat AH riski
tasimaktadirlar (Verghese vd., 2011). Buna ek olarak, binlerce 6rnek taranarak yapilan
genom capinda iligki ¢alismalar1 sonucunda, inflamasyon, kolesterol metabolizmasi ve
endozomal vezikiil geri doniisiim yolaklarini etkileyen 20'den fazla genetik risk faktorii
tammlanmustir (Karch ve Goate, 2015). Ozellikle, amiloid birikimine yanit olarak meydana
gelen mikroglial aktivasyonun artik AH patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Yeni nesil sekanslama kullanilarak yapilan ve genetik yaklagimlara odaklanan ¢aligmalar
15181inda, AH icin nispeten yiiksek riske neden olan protein tirozin kinaz 2 (PTK2), miyosit
artiric1 faktor 2C (MEF2C) ile CD33 gibi diisiik frekansli bagka genler de ortaya ¢ikarilmistir
ve bunlar da hastalik patogenezine iliskin goriisler sunmaktadir (Escott-Price vd., 2015).
Genetik faktorlere ek olarak epidemiyolojik kanitlar, egitim ve fiziksel egzersizin AH'ye
karst koruyucu olabilecegini, ancak orta yas hipertansiyonu ve diyabetin AH i¢in risk

Olusturdugunu gdstermektedir (Xu vd.,2015).



2.1.1. Alzheimer hastahi@imin patolojisi

AH’de beyindeki noropatolojik degisiklikler, hem pozitif hem de negatif bulgular
icermektedir (Sekil 2.1.). Klasik pozitif lezyonlar, yogun miktarda amiloid plaklar ve
norofibriler yumaklar, noropil iplikler ile birlikte hiperfosforillenmis tau iceren distrofik
noritlere eslik eden astrogliyoz ve mikroglial hiicre aktivasyonundan olusmaktadir (Crews
vd., 2010). Serebral amiloid anjiyopati sik rastlanan bir bulgudur. Esas olarak hipokampal
formasyonda bulunan benzersiz lezyonlar arasinda Hirano cisimleri ve graniilovakuolar
dejenerasyon bulunur. Bu pozitif lezyonlara ek olarak, ndronlar, ndropil ve sinaptik
elementlerin karakteristik kayiplart AH'nin temel negatif bulgularidir (Serrano-Pozo vd.,

2011).
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Sekil 2.1. AH patolojisinin sematik gosterimi (Marei vd., 2016).



Bu lezyonlarin her birinin karakteristik bir dagilimi vardir. Amiloid plaklar kortikal zar
boyunca bulunurken, noérofibriler yumaklar oOncelikle limbik ve iligkili kortekslerde
bulunmaktadir (Braak ve Braak, 1991). Beyindeki noérofibriler dejenerasyon,
entorhinal/peririnal kortekste erken lezyonlar, daha sonra hipokampal Ammon alt alanlari,
sonrasinda iligkilendirme korteksi ve son olarak birincil neokortekste goriilmesi sebebiyle
hiyerarsik bir paterne sahiptir. Norofibriler yumak olusumu c¢ogunlukla noronal kayip ve
sinaps kaybiyla paralel goriilse de, yumaklarin bu kayiplarin nedeni olup olmadig1 kesin

degildir (De Calignon vd., 2009; 2010).

2.1.1.1. Amiloid plaklar

Amiloid plaklar, AH korteksinde bol miktarda bulunan, APP’nin B ve y sekretazlar
tarafindan anormal islenmesinden ve {iiretim ve temizleme yollarindaki dengesizlikten
kaynaklanan AB40 ve AB42 peptitlerinin vaskiiler olmayan hiicre dis1 birikintileridir (Kumar
vd., 2015). Bu 4 kDa biiyiikliigiindeki kiigiik peptitler, yliksek derecede fibrilojenik olan beta-
kivrimli tabaka yapilarina katlanarak AP peptitlerini olusturmaktadir. AP filamentleri,
kongofilik boyalari baglar ve amiloidin karakteristigi olan polarize 1s18a maruz kaldiklarinda
¢ift kirilma tretir (Sipe ve Cohen, 2000). 38 ila 43 aras1 aminoasit igeren AP peptitleri de
bulunmustur, ancak AP42 bu peptitler arasinda en fibrilojenik olanidir ve AH’da amiloid
plaklarin en baskin bilesenidir (Masters vd., 2015). Amiloid plaklar, genel olarak yaygin veya
yogun c¢ekirdekli seklinde morfolojilerine bagli olarak ve Thioflavin-S veya Kongo Kirmizisi
ile pozitif veya negatif boyamaya bagli olarak siniflandirilmaktadir (Thal vd., 2006). Yogun
cekirdekli plaklar, Thioflavin-S ve Kongo Kirmizisi ile lekelenen kompakt ¢ekirdekli fibril
amiloid birikintileridir. Tipik olarak distrofik ndritler (noritik plaklar), reaktif astrositler ve
aktif mikroglial hiicrelerle ¢evrilidir ve sinaptik kayip ile iliskilidir. AH'nin patolojik tanisi
icin varhiginin genellikle biligsel bozuklugun varligi ile iligkili olmasi nedeniyle noritik
plaklarin yari-kantitatif skoru kullanilmaktadir. Buna karsilik olarak, yaygin cekirdekli
plaklar Kongo Kirmizis1 ve Thioflavin S ile boyanmayan, dis hatlar1 belli olmayan sekilsiz
amiloid birikintileridir. Yaygin plaklar genellikle noritik degildir ve glial yanitlar veya

sinaptik kayip ile iligkili degildir. Bu plak tipi AHmin patolojik tanisi i¢in géz Oniinde



bulundurulan bir bulgu degildir, ¢iinkii biligsel olarak saglam yasl insanlarin beyninde de

nispeten yaygin olarak bulunmaktadir (Serrano-Pozo vd., 2011).
2.1.1.2. Serebral amiloid anjiyopati

AP peptidleri sadece beyin parankiminde amiloid plaklar1 olarak degil ayn1 zamanda
serebral kan damarlarinda da birikmektedir. AH vakalarinin %85-95'inde en azindan bir
dereceye kadar serebral amiloid anjiyopati oldugu tahmin edilmektedir (Charidimou vd.,
2017). Parankimal amiloid birikintileri daha az ¢oziinebilir ve agregasyona egilimli AB42
acisindan zenginken, serebral amiloid anjiyopatide saptanan amiloid birikintileri daha
¢oziinebilir form olan AB40 agisindan zengindir ve serebral kortekslerin ve leptomeningeal
damarlardaki gri maddenin kiiciik arterlerini, arteriollerini ve hatta kilcal damarlarini

etkileyebilir (Perl, 2010).

Iki tip serebral amiloid anjiyopati tanimlanmustir. Tip 1 serebral amiloid anjiyopati,
kilcal damarlar, arteriyolleri ve kiiciik arterleri etkiler ve APOE4 ile iliskili olma olasilig1 4
kat daha fazladir. Tip 2 serebral amiloid anjiyopati, arteriyolleri ve kiigiik arterleri etkiler,
ancak kilcal damarlar etkilemez ve APOE?2 ile iliskili olma olasilig1 2 kat daha fazladir (Thal
vd., 2002; Attems vd., 2010). Tipik olarak frontal ve oksipital loblar1 etkileyen kanamalara
yol acarken, siddetli hale geldiginde kan akisini bozabilir ve iskemik lezyonlar veya kiiciik
enfarktlara neden olabilir (Perl, 2010). AH'de serebral amiloid anjiyopatinin yayginligi,
hastaligin daha erken yasta baglamasi ile iliskili bulunmustur (Vidoni vd., 2016). Hayvan
modellerinden elde edilen bulgular, kilcal serebral amiloid anjiyopatinin, bozulmus
perivaskiiler klerens, peri-kapiler AP birikintileri ve sonrasinda serebral amiloid anjiyopatiye

yol acan noronal AP kaynakli oldugunu 6ne siirmektedir (Calhoun vd., 1999).
2.1.1.3. Norofibriler yumaklar ve noropil iplikler

Norofibriler yumaklar (NFT'ler) ilk olarak Alois Alzheimer tarafindan orijinal otopsi
olgu raporunda piramidal néronlarin perikaryal bolgesi i¢indeki etkilenen néronlarin hiicre
yiizeyine yakin kalin demetler olusturan intrandronal filamentdz inkliizyonlar olarak

tanimlanmistir (Ryan vd., 2015). AH'nin néropatolojik tanist hem amiloid plaklari, 6zellikle



de yogun noritik plaklari, hem de filamentdz tau proteinlerinden olusan NFT bulgusunu
gerektirir. Amiloid birikintilerinden daha ¢ok NFT’nin, biligsel bozukluk ile paralellik
gosterdigini gosteren kanitlar vardir (Dickson vd., 1992). NFT'lerin ana bileseninin, anormal
olarak hiperfosforile ve yanlis katlanmis, ayn1 zamanda aksondaki mikrotiibiilleri baglamak
ve stabilize etmek seklindeki normal yeteneklerini kaybetmis mikrotiibiil ile iliskili tau
proteini oldugu bulunmustur. AH’deki tau filamentleri elektron mikroskobu ile
incelendiginde, belirgin periyodik tekrarlar sergileyen, yaklasik 10 nm ¢apinda biri digerinin
tizerine kivrilarak biikiilen iki kiigiik filamentten olusan 65-80 nm uzunlugundaki sekilleri
nedeniyle “eslestirilmis sarmal filamentler” olarak adlandirilmistir (Fitzpatrick vd., 2017).
Her zaman NFT’lere eslik eden noropil ipliklerin, yumak iceren ndronlarin filamentoz tau
iceren dendrit ve aksonlarinin pargcalanmasindan kaynaklandigr diisiiniilmektedir. Noropil
ipliklerin, NFT igeren noronlardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Normal tau’nun
bozulmasinin, AH'de tau patolojisinin beyin boyunca yayilmasinda potansiyel olarak rol

oynadigi diisliniilmektedir (Braak vd., 1986; Perry vd., 1991; Mitchell vd., 2000).

2.1.1.A. Graniilovakuolar dejenerasyon ve Hirano cisimleri

Graniilovakuolar dejenerasyon (GVD) ve Hirano cisimleri, AH hastalarinin
hipokampal piramidal ndronlarinin sitoplazmasinda bulunan, varlik nedenleri heniiz iyi
anlagilamamis iki lezyondur. Bu iki lezyon, bilissel olarak saglam yasli insanlarda da
yaslanma ile giderek daha fazla gozlense de; yasli AH hastalarinda daha siddetli ve sik
goriiliir (Xu vd., 1992).

GVD, merkezi 0.5-1.5 um olan yogun graniillii olan 3—5 pum vakuollerdir. Lizozomal
markerlarla etiketlenebilmeleri nedeniyle otofajik graniiller olarak simiflandirilmislardir.
Ayrica tubulin, nérofilamentler ve tau da olmak {izere, hiicre iskeleti bilesenleri i¢in
immiinoreaktiviteye sahiptirler. Bazi tau kinazlara kars1 da pozitif olmalar1 nedeniyle,
norofibriler yumak olugumunda rolleri oldugu One siiriilmiistiir. En sik hipokampustaki
piramidal noéronlarin sitoplazmasinda goriiliirler. Apoptoz ve stres graniilleri ile ilgili
epitoplar icerdikleri i¢in 6nemleri ve kokenleri hakkinda cesitli tartismalar vardir. Aktive
kaspaz-3’e kars1 immiinoreaktif olduklari i¢in apoptotik hiicre dliimiyle iliskili olduklar

diisiiniilmektedir (Funk vd., 2011). Daha yakin tarihli ¢caligmalar, bu cisimlerin endoplazmik
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retikulum kaynakli olabilecegini ve birkag stres kinaz igin pozitif olmalar1 sebebiyle
katlanmamis proteinlere cevap olarak goriilen stres graniilleri olabilecegini One siirmiistiir
(Thakur vd., 2007; Hoozemans vd., 2009). Son olarak, ubikitin ve otofajik belirtecler i¢in
pozitifliklerine dayanarak, bu graniillerin ge¢ evre otofajik vakuoller oldugu 6ne siiriilmiistiir

(Yamazaki vd., 2010; Funk vd., 2011).

Hirano cisimleri, yaslilarda hipokampal CA1 bdélgesinin stratum lacunosum’unda
nispeten yaygin olan eozinofilik ¢ubuk benzeri sitoplazmik inkliizyonlardir. AH’de Hirano
cisimlerinin sayis1 anormal olarak yiiksektir ve stratum pyramidale noronlarina tasinmislardir
(Gibson ve Tomlison, 1977). Hirano cisimlerinin AH'deki 6nemi tam olarak anlagilamamig
olsa da; tau, norofilament proteinleri, aktin ve diger hiicre iskelet proteinlerine karsi
antikorlar tarafindan taninirlar. Hirano cisimleri ile iliskili diger immiinoreaktiviteler,
uyarilabilir nitrik oksit sentaz, ileri glikasyon son iiriinleri ve APP'nin karboksi terminal

pargalaridir (Serrano-Pozo vd., 2011).
2.1.1.5. Noronal ve Sinaptik kayip

Noron kaybi, AH’de kortikal atrofiyle sonug¢lanan patolojik siirecin temel olayidir.
Noronal kaybin dagilimi NFT olusumuyla paralellik gdstermektedir, ancak bundan daha
Oonemlisi ayn1 bolgede noronal kaybin NFT olusumundan daha fazla olmasi, biligsel
bozuklukla NFT sayisindan daha fazla orantilidir. Bunun nedeni NFT igeren noéronlarin uzun
Omiirli olabilmesi, hatta hayalet yumak olarak da yillarca yasayabilmeleridir (Gomez-Isla
vd., 1996; 1997). Buna ek olarak, sinaptik kaybin ndron kaybindan 6nce geldigi ve bu
etkilerin muhtemelen amiloid ve tau patolojisinden kaynaklandig1 goriilmektedir (Overk ve
Masliah, 2014; Forner vd., 2017). Ancak sinaptik kayip sadece noron kaybindan
kaynaklanmamaktadir, belirli bir kortikal alanda mevcut néronal kayiptan daha fazla
olabilmektedir. Bu durum, belirli bir devrede hayatta kalan diger ndronlarin sinaptik
partnerleriyle daha az baglant1 yaptigin1 géstermektedir. Bu nedenle sinaptik kaybin, AH'de
biligsel azalmayla, néron kaybi ve tau yilikiinden daha giiclii korelasyon gosterdigi
diistintilmektedir (Terry vd., 1991). S6zel akicilikta ve bilissel isleyiste yasanan bozulmalarin
sinaptik yogunluktaki azalmaya bagli oldugu; ve bunun da presinaptik terminali etkileyen

aksonal disfonksiyonun sonucu oldugu gosterilmistir (Masliah vd., 1991; Scheff vd., 2006;
8



2011). Bu patojenik degisikliklerin AH patolojisi ile dogrudan iliskili oldugu goriillmektedir
ve sinaptik fonksiyon {izerindeki etkileri klinik semptomlarla iligkilidir. Bozulmus aksonal
tasimanin tau disfonksiyonu ile sonuglanmasi sonucunda hiperfosforile taunun dendritik
uclara gelisiyle es zamanl olarak sinaptik iletimin bozulmasi sebebiyle, sinaptik hasara

neden olan siire¢ birden fazla odakli olabilmektedir (Hoover vd., 2010).
2.1.2. Alzheimer hastahig: ve noroinflamasyon

Inflamasyon, hiicre veya dokularin yaralanma, enfeksiyon ve travmaya cevabi olarak
baslayan biyolojik siirectir. Basarili bir inflamatuvar cevap mekanizmas istilact patojenleri
ortadan kaldirir, sonrasinda da yara iyilesmesini ve anjiyogenezi baglatir (Carson vd., 2009).
AH’da néroinflamasyon, ortaya ¢ikan senil plaklar ve NFT tarafindan aktive edilen pasif bir
sistem degildir, bunun yerine plaklar ve yumaklar kadar, veya daha fazla, patogeneze katkida
bulunur (Zhang vd., 2013). Beyindeki noronlar, hiicresel artiklari temizleyerek ve ndrotrofik
faktorler, sitokinler ve proteazlar salgilayarak inflamasyonun negatif etkilerine karsi
noroprotektif yonde miicadele ederler. Noroinflamasyon, yaralanmayi takiben iyilesme
tizerinde olumsuz etkilere sahip olsa da; diger eylemlerin yararli ve gerekli oldugu
gorilmektedir. Bu baglamda, noroinflamasyon, néronal mikro ¢evre i¢in bir tehditle basa
¢ikmaya aracilik eden karmasik bir dizi yerel bagisiklik tepkisi olarak tanimlanabilir (Harry
ve Kraft, 2009). Noroinflamasyonun AH’daki 6nemli rolii, triggering receptor expressed on
myeloid cells-2 (TREM2) (Guerreiro vd., 2013) ve CD33 (Bradshaw vd., 2013; Griciuc vd.,
2013) dahil olmak {izere bagisiklik sistemi reseptorleri ig¢in genlerin AH ile iligkili oldugu

bulgulart ile desteklenmektedir.

Noroinflamasyon, santral sinir sistemi igerisindeki noronlar, makroglia ve mikroglialar
dahil olmak iizere varolan biitiin hiicreleri igeren bir cevaptir. Mikroglia ve karmasik
noroinflamatuvar yolaklar1 aktive eden genetik arka plan, travma, ¢evresel faktorler ve yas
gibi faktorler bulunmaktadir. Bu faktorlere bir 6rnek olarak, Gram-negatif bakterilerin dis
zarinda bulunan bir endotoksin olan ve TLR sinyali yoluyla sistemik inflamatuvar cevabi
indiikleyen LPS gosterilebilir (Lyman vd., 2013). LPS’nin mikroglia yiizeyinde TLR4
reseptoriine baglanmasi, fosfoinositid 3-kinaz / protein kinaz B (PI3K / AKT), mitojenle

aktiflesen protein kinaz (MAPK) ve rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR)
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dahil olmak iizere birkag sinyal iletim yolunu da aktive ederek niikleer faktor-kappa B (NF-
kB) aktivasyonuna neden olur. NF-kB aktivasyonu sonrasinda ndroinflamasyon ile
sonuglanan, proinflamatuvar sitokinler, kemokinler ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iNOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi indiiklenebilir enzimlerin iiretimine aracilik eder
(Glass vd., 2010; Park vd., 2011). Bu nedenle, bagisiklik sisteminin bilgiyi nasil isledigini

ve NF-kB aktivasyonu yoluyla patojenleri nasil algiladigin1 anlamak 6nemlidir.

2.1.2.1. Mikroglia ve noroinflamasyon

Mikroglialar, organizmanin savunmasinda ve doku onariminda kritik bir rol oynayan
yerlesik beyin makrofajlaridir. Beyindeki inflamatuvar siliregler ve norodejeneratif
hastaliklarda anahtar hiicrelerdir (Harry ve Kraft, 2012). Normalde, patojenlerin ve hiicresel
kalintilarin varligin1 arastirmak igin son derece hareketli bir sekilde sinaptik izlemeden
sorumludurlar ve ayn1 anda doku siirekliligini destekleyen faktorler salgilarlar (Kettenmann
vd., 2011). Ayn1 zamanda, néronal devrelerin bakimi ve plastisitesinde gorev alirlar ve

sinapslarin korunmasina ve yeniden sekillenmesine katkida bulunurlar (Ji vd., 2013).

Noroinflamasyonun ilk gdstergesi mikroglia aktivasyonudur (Carson vd., 2009). Stres
veya A fibrilleri ve tau ¢iftli sarmal filamentleri gibi protein agregatlar1 nedeniyle bozulma
kosullarinda aktive olurlar ve senil plaklar etrafinda gézlemlenirler. Noropil iplikler ve NFT
ile iligkili noronal hasarla karsilastiklarinda sayilar1 artmaktadir (Wake vd., 2009; Serrano-
Pozo vd., 2011). Aktive edildikten sonra mikroglialar cogalirlar, go¢ ederler, T-hiicrelerine
antijen sunarlar, ¢esitli oksidanlar salgilarlar ve iNOS, interlokin-1p (IL-1p), tiimor nekroz
faktor-o (TNF-a), COX-1, COX-2, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve noronal disfonksiyon ve
hiicre oliimiine neden olan potansiyel norotoksik bilesikler de dahil olmak iizere cesitli
protein ve genler aktive olur (Sekil 2.2.) (Park vd., 2011). Patolojik tetikleyicilerin
saptanmasina, tehlikeye bagli molekiiler paternleri (DAMP) veya patojene bagli molekiiler
paternleri (PAMP) taniyan reseptorler aracilik eder. Kronik noéroinflamasyon agisindan, bu
hiicreler uzun siireli ndérodejenerasyona katkida bulunan bu sitokinleri ve noérotoksik

molekiilleri serbest birakarak uzun siire aktif kalabilir (Lyman vd., 2013).
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Sekil 2.2. Mikroglia aktivasyonu ve néronal hiicre éliimii. (Shabab vd., 2017).

AH’da mikroglia, makrofaj temizleyici reseptorl (SCARAT), CD36, CD14, a6B1
integrin, CD47, TLR2, TLR4, TLR6 ve TLR9 da dahil olmak {izere hiicre yiizeyi reseptorleri
araciligiyla ¢ozilinebilir AP oligomerlerine ve AP fibrillerine baglanabilmektedir ve bu
stirecin AH’daki inflamatuvar reaksiyonun bir pargasi oldugu diistiniilmektedir (Paresce vd.,
1996; Bamberger vd., 2003; Liu vd., 2005; Stewart vd., 2010). AP peptidi, iki membran
bagimli proteaz tarafindan ardisik boliinmeler yoluyla APP’den tiiretilir. B-alani APP
pargalayici enzimi 1 (B-sekretaz BACEL), bir C-terminal fragmani (B-CTF) ve salgilanan
¢oziinilir peptit APPP verecek sekilde proteini ayirir. B-CTF daha sonra A peptidi serbest

birakmak i¢in presenilin 1 ve 2 (y-sekretaz kompleksinin bir pargasi) ile islenir (Querfurth ve
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LaFerla, 2010; Kummer ve Heneka, 2014). Bu islem, aminoasit sayist 37 ila 42 arasinda

degisen, farkli sekilde kesilmis C-uglari ile sonuglanir (Sekil 2.3.).

N-terminali
APP
Amiloid B Oligomerler
—»  B-CTF —» »— DIV
N & Hucredisi
ST ‘
IR UL L
BACE1 ot / Hiicreigi
C-terminali

Sekil 2.3. APP ’nin amiloidojenik iglenisi. (Heneka vd., 2015).

Bu peptitler arasindan 6zellikle 42-amino asit formu (AB42), ¢oziiniir oligomerler ve
fibriller olusturmak i¢in gii¢lii bir egilime sahiptir. AB42 agregatlar1, mikroglia iizerindeki
hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanirlar ve TNF-o ve IL-1B’nin da dahil proinflamatuvar
sitokinlerin salgilanmasina neden olan bir inflamatuvar aktivasyonu indiiklerler. Bu
baglamda, IL-1B 'nin APP ekspresyonunun modiilasyonu ile plak olusumunu arttirdigi
gosterilmistir. Ek olarak, BACE1'in ekspresyonu bazi sitokinler tarafindan upregiile edilir,
bu olay da AP tiirevlerinin liretiminin artmasina neden olur (Heneka vd., 2015). AB’nin
CD36, TLR4 ve TLR6 ile baglanmasi, mikroglianin aktivasyonu ile proinflamatuvar
sitokinler ve kemokinler liretmeye baslamasiyla sonuclanir (E1 Khoury vd., 2003; Stewart
vd., 2010). Buna karsilik olarak, CD36, TLR4 veya TLR6'nin in vitro kosullarda genetik
olarak silinmesi, Ap kaynakli sitokin tiretimini azaltir, hiicrei¢i amiloid birikimini ve

inflamazom olarak bilinen multiprotein komplekslerinin aktivasyonunu 6nler (Sheedy vd.,
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2013). Bu nedenle, mikroglia aktivasyonunun neden oldugu proinflamatuvar aracilarin
inhibe edilmesinin, ndrodejeneratif hastaliklarin ilerlemesini azaltmak i¢in etkili bir terapotik

yaklasim olacagi diistiniilmektedir (Jeong vd., 2013).

Aktif mikroglia néronlar1 61diirebilir (ndrodejeneratif rol), bununla birlikte, patojenleri
oldiirebilir ve/veya ortadan kaldirabilir (ndroprotektif rol) (Carson vd., 2009). Olii veya
Olmekte olan noronlarin mikroglial fagositozu ile zarar verici ve/veya proinflamatuvar
hiicrei¢i bilesenlerin salinimi Onlenir (Neher vd., 2012). Beyindeki protein ylikiiniin
homeostatik dengesini korumak ve nérodejenerasyon gelisimini 6nlemek i¢in anormal veya
asirt proteinlerin fagositozu ve klerensinin etkili ve aktif bir sekilde gergeklesmesi
gerekmektedir. Bircok pro-apoptotik yola, ndroinflamasyon sirasinda fazlaca iiretilen sinyal
molekiilleri aracilik etmektedir, bu da néroinflamasyonun ndronal apoptozu dogrudan

etkileyebilecegini ve mikrogliay1 aktive edebilecegini gostermektedir (Harry ve Kraft, 2009).
2.1.3. Patojen ve antimikrobiyal korunma hipotezi

“Patojen hipotezi” veya diger adiyla “enfeksiyon hipotezi” viral, bakteriyel ve / veya
mantar patojenleri ile kronik enfeksiyonun yaslanma sirasinda sporadik AH baslangici igin
bir tetikleyici olabilecegini One slirmektedir. Literatiirde aday patojenler, oral herpes
hastaliklarina neden olan herpes simplex viriis tip 1 (HSV-1), genital herpes hastaliklarina
neden olan HSV-2, insan herpesvirus 6A (HHV-6A) ve HHV-7, Eppstein Barr viriisii (EBV),
sitomegaloviriis, insan bagisiklik yetmezligi virtisii (HIV), bagirsak bakterileri, karaciger
bakterileri, Helicobacter pylori, periodontal patojenler (dis eti iltihabina bagl bakteriler),
pnomoniye neden olan bakteri Chlamydophila pneumoniae ve digerleri seklinde 6zetlenebilir
(Li vd., 2018).

Bu patojenler santral sinir sistemini dogrudan kan-beyin bariyeri ve / veya beyin-
serebrospinal sivi bariyeri boyunca, trigeminal sinir sistemi ve oral-nazal yoldan gegerek
veya gastrointestinal sisteme niifuz ederek istila edebilirler (Kristensson vd., 2013; Dando
vd., 2014, Dahm vd., 2016; Doran vd., 2016; Miner ve Diamond, 2016; Solomos ve Rall,
2016; Doulberis vd., 2018). Ayrica bu patojenler, AH ile iligkili olarak nérolojik

fonksiyonlar1 diizensizlestiren toksinler de salgilayabilmektedirler (Itzhaki vd., 2016;
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Harding vd., 2017). Bu hipotezde HSV1, Cpn ve spiroketler dahil olmak {izere bulasici
ajanlarin santral sinir sistemine ulagarak orada latent formda kaldiklar1 ve yaglanma sirasinda,
bagisiklik sistemi bozukluklarinda ve farkli stres tiirleri sirasinda (benzer sekilde periferdeki
HSV1 de benzer sekilde yeniden etkinlesmektedir) beyinde tekrar reaktive olduklar1 6ne
stiriilmektedir. Dogrudan viral etki ve viriis kaynakli inflamasyonun neden oldugu néron
hasar1 tekrar tekrar ortaya g¢ikarak ilerleyici sinaptik disfonksiyona, néron kaybina ve
nihayetinde AH'ye yol agmaktadir (veya kofaktdr olarak islev goriir). Bu tiir hasar
baslangicta aslinda sadece bir savunma mekanizmasi gibi goriinen AB'nin indiiksiyonunu

igermektedir (ltzhaki vd., 2016).

AP'nin antimikrobiyal etkisine, heparin baglanma alani aracilik eder. Yapilan in vitro
ve in vivo c¢alismalardan elde edilen sonuglar, AP peptitlerinin, istilaci patojenleri
yakalayarak beynin enfeksiyondan korunmasindan sorumlu dogal bagisiklik sisteminde

onemli bir rol oynadig1 hipotezini gii¢lii bir sekilde desteklemektedir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Af ve f-amiloid fibrillerin antimikrobiyal aktivitelerinin sematik gosterimi (Moir vd., 2018). (A)
AP'min heparin baglanma alani, ¢oziiniir oligomerlerin hiicre duvar: sekerlerine baglanmasina
aracuik eder. (B) Yiizeye baglhh Af oligomerleri ve protofibriller konak¢i hiicreye mikrobiyal
yapismayt bloke eder. (C) Uzamis AP fibrilleri, baglanmamis mikrobiyal hiicreleri yapistirir ve son

olarak proteaz direngli bir amiloid matrisi i¢inde yakalar.
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Inflamasyon aracili nérodejenerasyon ve AP 'min bagisikliktaki rolii iizerine son
bulgular, AH'nin “Antimikrobiyal Korunma Hipotezi” nin ortaya ¢ikmasina neden olmustur
(Moir vd., 2018). AP birikimi, noéroinflamasyon tarafindan yonlendirilmektedir, bu da
dogustan gelen bagisiklik sistemi ile AH patolojisi arasindaki iligskinin ¢ift yonlii oldugunu
gostermektedir. Deneysel modellerde, bagisiklik yolaklarindaki bozulmanin AB birikimini
zayiflattig1 gosterilmistir (Reed-Geaghan vd., 2010). Son ¢alismalardan elde edilen bulgular,
APB'nin dogustan gelen bagisiklik sisteminde bir antimikrobiyal peptit olarak rol oynadigini
kuvvetle desteklemektedir. Bir arketipik insan antimikrobiyal peptidi olan katelisidin
antimikrobiyal peptidinin (LL-37), AP ile karsilasgtirllmasi sonucunda, iki peptit arasinda
genis ve carpict paralellikler ortaya cikartilmistir. Dahasi, sentetik AP'nin, yaygin
patojenlerin biiylimesini in vitro olarak 200 kata kadar azaltabildigi gosterilmistir (Soscia
vd., 2010). AB agisindan zengin bdlgelerden alinan AH beyin homojenatlari, AH olmayan
kontrol numunelerine kiyasla yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir. Baska antiviral
caligmalarda da, influenza A (White vd., 2014) ve HSV-1 (Bourgade vd., 2015; 2016)
enfeksiyonuna karst AP i¢in paralel bulgular bagimsiz olarak bildirilmistir. AP aracili
antimikrobiyal aktivitenin ve AB agregasyonunun indiiklenmesinde patojene bagli etkilerin
kesfedilmesi, bu iki faktoriin AH patogenezinde noroinflamasyon ile iliskilendirilmesine

neden olmustur (Li vd., 2018).
2.1.4. Alzheimer hastaligi ve epigenetik
2.1.4.1. Epigenetik mekanizmalar

Epigenetik kavram ilk olarak 1940'larda DNA metilasyonu ile Conrad Waddington
tarafindan tanimlanmistir ve o zamandan beri histon modifikasyonlar1 ve uzun kodlayici
olmayan RNA'lar (IncRNA'lar) ve ayrica mikro-RNA'lar (miRNA'lar) tarafindan
transkripsiyonel diizenlemeyi de kapsadig1 gosterilmistir (Waddington, 2012; Harrison ve
Dexter, 2013; Roberts vd., 2014; Szulwach ve Jin, 2014). Epigenetik terimi, genetik kodu
degistirmeden gen ekspresyonunu modiile eden diizenleyici mekanizmalari ifade etmektedir.
Epigenetik, beslenme, toksinler, ilaglar, stres ve hiicresel fizyoloji arasinda iliski kurarak
genler ve ¢evre arasindaki etkilesimleri agiklar (Haggarty, 2015; Barouki vd., 2018).

Epigenetik degisiklikler beyin paterni olusumu, noral kok hiicre devamlilig1 ve nérogenez
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gibi norogelisimsel siireclerde ve ayn1 zamanda beyinle ilgili hastaliklarda rol oynar (Mehler,
2008). Bununla birlikte, son bulgular, epigenetik modifikasyonlarin, gen ifadesinin
diizenlenmesi siirecinde, 0Ozellikle de hafiza dilizenlenmesinde temel oldugunu
gostermektedir (Kosik vd., 2012). Ayrica AH'nin, post-transtranslasyonel histon
modifikasyonlarindan etkilendigi diistiniilen epigenetik bir blokaj veya gen ekspresyonunda

yaygin bir diisiis sergiledigi gosterilmistir (Graff vd., 2012).

Daha once de bahsedildigi gibi, epigenetik, mevcut DNA sekansinda degisiklik
yapilmadan kromatin modifikasyonlari sonucunda ortaya ¢ikan fenotipik degisiklikler olarak
tanimlanir (Dupont vd., 2019). Epigenetik mekanizmalarin nasil ¢alistigin1 anlayabilmek i¢in
DNA'nim nasil paketlendigini anlamak énemlidir. Okaryotik bir organizmanin genomu, her
hiicrenin ¢ekirdeginde saklanmasi gereken ¢ok miktarda genetik bilgi icerir (Peterson ve
Laniel, 2004). Bu uzun DNA molekiilleri boyut olarak oldukga biiyiik oldugundan, nispeten
kiictik boyutlu ¢ekirdege sigabilmeleri i¢in grift bir sekilde diizenli yapilara paketlenmeleri
gerekir. Bunu gerceklestirebilmek i¢in DNA, elektrostatik ve hidrojen etkilesimleri yoluyla
birbirleriyle iligkili olan ve bdylece niikleozom olarak adlandirilan yapisal birimi olusturan
histon proteinlerinin etrafina sarilir (Cairns, 2009). Bir niikleozom, her biri bir ¢ift olarak
bulunan sekiz ¢ekirdek histon proteininden (H2A, H2B, H3 ve H4) ve etraflarin1 saran
DNA'dan olusur (Rando ve Winston, 2012). Bol miktarda pozitif yiikli kalint1 iceren
aminoasitlerden olusan bir histon kuyrugu, histon ¢ekirdeginden disa dogru uzanir. Ayrica,
baglayici DNA ile iligkili olan ve baglayici histon ad1 verilen bir H1 histon proteini de vardir.
Baglayict DNA, kromatine paketlendikten sonra niikleozomlar arasinda kalan DNA
bolgeleridir (Happel ve Doenecke, 2009, Harshman vd., 2013). Gen ekspresyonu ti¢ farkli,
ancak birbiriyle son derece iligkili epigenetik mekanizma tarafindan gergeklestirilir: 1) DNA
metilasyonu, CpG (C;sitozin-P;fosfat-G;Guanin) adalarindaki sitozin bazinin 5. bolgesine
DNA metiltransferaz enzimi ile bir metil grubunun baglanmasi seklinde gergeklesir. 2)
Kromatinin temel tekrar eden birimi, ¢ekirdek histon proteinlerinin bir oktamerinden olusan
niikleozomdur. Histon proteinlerinin (a¢ik ve koyu mavi toplar) amino terminal
kuyruklarinin translasyon sonras1 modifikasyonlar1 ve bu proteinlerin birim DNA uzunlugu

basina yogunlugu onemli olgiide kromatin yapisini etkileyebilir ve varsayilan bir “histon
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kodu” olusturabilir. 3) RNA bazli mekanizmalarin da yakin zamanda kromatinin {ist diizey

yapist lizerinde etkili oldugu gosterilmistir (Sekil 2.5.) (Yan vd., 2010).
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Sekil 2.5. Epigenetik gen regiilasyonunun ii¢ temel mekanizmasi (Yan vd., 2010).

Bu boélgeler, gen ekspresyonu ve diizenlenmesi acisindan olduk¢a énemlidir (Clapier
ve Cairns, 2009). Diizenlenmis kromatin yapist, DNA'nin siki bir sekilde paketlenmesine ve
cekirdege sigmasina izin verirken, yogunlastirilmis DNA formu nedeniyle, transkripsiyonu
baslatan promotor bdlge, DNA sablonu gerektiren 6nemli hiicresel siiregler i¢in kolay
erigilebilir degildir (Smith ve Peterson, 2005; Morrison ve Shen, 2009). Promot6r bolgenin
ulagilabilir olmasini saglamak ic¢in niikleozom yapisinin degistirilmesi veya bozulmasi
gerekir. Bu amagla spesifik olarak niikleozomu hedefleyen enzimler, asetilasyon,
deasetilasyon ve metilasyonu gergeklestirerek histon proteinlerini kovalent olarak modifiye
edenler ve kromatinin yeniden modellenebilmesi i¢in adenozin trifosfati (ATP) hidrolize
ederek niikleozomu yeniden konumlandiranlar olarak iki ana kategoriye ayrilmaktadir. Ek
olarak, fosforilasyon, ubikitinasyon, sumoylasyon ve adenozin difosfat (ADP) ribozilasyonu
dahil olmak tiizere bagka histon modifikasyonlar1 da vardir (Margueron vd, 2005; Smith ve

Peterson, 2005).
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2.1.4.2. Alzheimer hastalig1 patogeneziyle iliskili epigenetik mekanizmalar

APOE, AB42 klerensini diizenler ve dolayisiyla ge¢ baslangighi Alzheimer hastaligi
(LOAD) igin 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilir (Raber vd., 2004). APOE'in klasik
olmayan (az sayida CpG-adasi igeren) bir promotdrii vardir ve dolayisiyla diizenlenmesi
karmasiktir. APOE haplotiplerinden €2-4'tin LOAD riski ile farkli sekilde korele oldugu
gosterilmistir (Wang vd., 2008). LOAD agisindan APOE4, APOE3'ten daha fazla risk tasir,
ancak tiim APOE4 tasiyicilart LOAD gelistirmez ve birgcok LOAD hastas1t APOE4 tasiyicist
degildir. Ayrica, otopsi ¢aligmalarinda Lewy cisimcikli demans ve AH hastalarinin frontal
lobunda 2 APOE CpG alt bolgesinin 6nemli hipometilasyonu tespit edilmistir (Tulloch vd.,
2018a; 2018b). Bu ¢alismalar, APOE promotoriiniin metilasyonunun LOAD'in epigenetik

bir regiilatorii olarak rol oynadigini gostermektedir.

AH transgenik fare ve insan beyinlerinde, histon asetilasyon seviyelerinin belirgin
derecede diisiik oldugu bildirilmistir (Francis vd., 2009; Zhang vd., 2012). AH transgenik
farelerde  HDAC2'nin indiiklendigi ve HDAC2'ye spesifik inhibitor suberoilanilid
hidroksamik asit (SAHA) ile tedavinin 6grenmeyi ve hafizayr gelistirdigi gosterilmistir
(Graff vd., 2012). Baska bir HDAC inhibit6rii olan sodyum 4-fenilbutirat (4-PBA) ile
tedavinin, transgenik AH farelerinde fosforile tau yumaklariin sayisini azalttigi ve bilissel
islevi arttirdigy bildirilmistir (Ricobaraza vd., 2009). Ayrica, HDAC6 knockout farelerde,
amiloid patolojisi ile iliskili AB42 ile indiiklenen mitokondriyal bozukluklara karsi koruma

ve artmig 6grenme ve bellek gosterilmistir (Govindarajan vd., 2013).

AH ile iligkili olarak tanimlanmis miRNA'larin ¢ogu APP'nin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Biyoinformatik analizlerle birka¢ APP 3’kodlanmayan alan (3’UTR) miRNA
baglanma bolgesi ortaya ¢ikarilmistir. miR-16 ve -101'in APP'yi hedefledigi ve hem PC12
hiicrelerinde hem de hipokampal noronlarda AP kaynakli sitotoksisiteyi azalttig
gosterilmistir (Vilardo vd., 2010; Barbato vd., 2014; Zhang vd., 2015). Birka¢ baska
calismada da, miRNA'larin APP diizenlemesindeki rolii hem in vitro hem de in vivo olarak
tanimlanmistir. Ornegin, miR-29 ailesinin (MiR-29a, —29b, —29c¢) AH beyinlerinde
downregiile oldugu ve insan ve fare hiicre hatlarinda APP isleyicisi BACE1'in 3’-UTR'sini
hedefledigi gosterilmistir (Hebert vd., 2008; Zong vd., 2011; Yang vd., 2015). APP / PS1
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farelerde, hipokampusta miR-135, -200b ve -429'da azalma gozlenmistir. miR-135’in
BACET1’1 hedefler ve azaltirken, miR-200b ve -429'un APP’yi hedefledigi ve APP
ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (Liu vd., 2014). Ayrica miR-124 de BACE1’in negatif
diizenleyicisidir ve APP / PS1 farelerinin dentat girusunda miR-124 lentiviral asir1
ekspresyonu apoptotik ve otofajik belirtecgleri azaltmis ve biligsel bozukluklari iyilestirmistir
(Du vd., 2017). MiR-132 downregiilasyonu, en anlamli olarak ge¢ evre AH hastalarinda tau
hiperfosforilasyonunu gosteren noronlarda gézlenmistir (Lau vd., 2013; Zhu vd., 2016).
Ayrica miR-132 downregiilasyonunun AH'li hastalarda bilissel diisiis ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Smith vd., 2015).

Biyoinformatik ¢alismalar, AH'de IncRNA'larin rollerini aydinlatmaya baslamistir.
Otopsi 0rneklerinde yiizlerce IncRNA ekspresyonu, AH hastalarinda ayn1 yastaki kontrollere
gore hipokampus, orta temporal girus, entorhinal korteks ve korteks gibi beynin AH ile
iliskili bolgelerinde onemli Olglide degismistir. Protein ubikitinasyonu, amiloid-Klirensi,
sinirsel iletisim, elektron tagima zinciri, metabolik siirecler ve kolesterol homeostazinda yer

alan mRNA'lar ile iligkili IncRNA'larin 6nemli 6lciide degistigi tespit edilmistir (Wu vd.,
2019).

NFT ornekleri incelendiginde, ndral tiip ve noral krest gelisimi ve morfogenezi ile
iligkili IncRNA'larin 6nemli Ol¢lide degistigi saptanmistir (Wang vd., 2017). Bu
biyoinformatik ¢aligmalarda, birka¢ IncRNA'nin AH patolojisinde rol oynadigi one stiriilmiis
olsa da, son calismalarda niikleer paraspeckle assembly transcript 1 (NEAT1) AH
ilerlemesinde anahtar bir IncRNA olarak tanimlanmistir (Wu vd., 2019). APPswe / PS1dE9
farelerinin hipokampal dokusunda NEATI1'in down regiilasyonu, hastaligin ilerlemesinin
erken evresinde gozlenmistir. Diisiik NEATI1 seviyelerinin, endositozla iliskili genlerin

ekspresyonunu inhibe ederek AB'nin klerensini dnledigi gosterilmistir (Wang vd., 2019).

Alternatif olarak, fare beyin dokusu veya néroblastoma hiicreleri ile gerceklestirilen
AHnin in vitro modellerinde NEAT1'in up regiillasyonu bildirilmigtir. NEAT1'in
yikilmasinin AP kaynakli toksisiteyi, apoptozu ve fosforile tau’nun iiretimini azalttig1, ayrica
NEATL'in miR-107 ve miR-124'1 azalttig1, boylece BACE1'i arttirdig1 gosterilmistir (Ke vd.,
2019).
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2.2. Chlamydia pneumoniae
2.2.1. Chlamydia pneumoniae’nin yasam dongiisii

Chlamydia (Chlamydophila) pneumoniae (Cpn), yaygin insan solunum yolu
enfeksiyonuna neden olan zorunlu hiicre igi gram-negatif patojendir. Ilging olarak,
Chlamydia enfeksiyonlarinin  kroniklesmeye meyilli oldugu onceki ¢alismalarda
gosterilmistir ve bu veriler enfeksiyonlarin sadece kalict solunum yolu hastaliklari agisindan
degil, ayn1 zamanda kan damari inflamasyonundan kaynaklanan ateroskleroz gibi hastaliklar
ile iliskili olmasi agisindan da klinik olarak 6nemlidir (Uruma vd., 2005). Ateroskleroza ek
olarak, koroner kalp hastalig1 ve hiperlipidemi ile iliskili bulunmus (Zheng vd., 2015), ayrica
ag1z boslugunda saptanmis ve ¢iiriik, periodontit, endodontit ve tonsillite sebep oldugu

gosterilmistir (Wolf ve Fields, 2013).

Diger Chlamydia tiirleri gibi, C. pneumoniae de islevsel ve morfolojik agidan diizenli
bir degisime ugrayan iki bi¢ime sahip, essiz bir bifazik yasam dongiisiine sahiptir: hedef ana
hiicreye baglanmay1 ve bulagmayi tesvik eden enfeksiydz ve metabolik olarak etkisiz
elementer cisim; ve bulasic1 olmayan ve metabolik olarak aktif, ikiye boliinerek ¢ogalan ve
daha sonra elementer cisim seklinde yeniden organize edilerek hiicre lizizi araciligiyla
salinan intraselliiler form olan retikiilat. Chlamydia'nin hiicrei¢i yasam dongiisii, 6karyotik
konak hiicreye baglidir ve elementer cisimlerin hiicre yilizeyine baglanmasiyla baslar.
Elementer cisimler daha sonra, retikiilatlarin farklilasmasi ve replikasyonunun gergeklestigi
inkliizyon ad1 verilen membrana bagli bir vezikiil igine alinir. Inkliizyon membran1 bakteri
tarafindan retikiilatlarin replikasyonu ve besin alimi i¢in hiicreici bir cep olusturacak sekilde
modifiye edilir. Birkag replikasyon dongiisiinden sonra, retikiilatlar eszamansiz olarak tekrar
elementer cisimlere farklilasirlar. Infeksiyondan sonraki yaklasik olarak 48 ve 72 saat
arasinda elementer cisimler yeni hiicreleri istila etmek i¢in lizis veya ekstriizyon yoluyla
konakg¢1 hiicreden c¢ikarlar. Genel olarak, bu anormal gelisme basamaklari, uzun siireler
boyunca enfekte hiicreler i¢inde yasayan ancak kiiltiirli yapilamayan Chlamydiae varlig ile
sonuglanir (Yucesan ve Sriram, 2001) (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Chlamydia tiirlerinin yasam déngiisii (Stephens vd., 2011).
2.2.2. Chlamydia pneumoniae enfeksiyonunun patolojik etkileri

Chlamydia pneumoniae, c¢ok ¢esitli pulmoner hastaliklara neden olmaktadir. Bu
pulmoner hastaliklar genellikle hafif ve atipik karakterde oldugu icin bakterinin bu
hastaliklara olan katkisi genellikle gérmezden gelinmektedir. Buna ek olarak, C. pneumoniae
kalic1 enfeksiyonlara neden olabilir ve astim, kronik obstriiktif akciger hastalig1 ve akciger
kanseri dahil olmak tizere diger ciddi solunum yolu hastaliklarinda alt faktor olarak rol oynar
ve ateroskleroz, Alzheimer hastaligi ve multipl skleroz gibi diger patolojilerde de rol

oynadigindan siiphelenilmektedir (Uruma vd., 2005).

Chlamydia tiirleri, enfeksiyon sirasinda hem dogal hem de adaptif bagisiklik cevabini
uyarirlar. Chlamydia'nin ana yiizey antijeni olan LPS, hem TLR'leri hem de nod-benzeri
reseptorleri (NLR) igeren patern tanima reseptorleri (PRR) tarafindan taninir ve
proinflamatuvar aracilarin ekspresyonunu upregiile ederler. Calismalar, MyD88 yoluyla
TLR2 ve TLR4 sinyallerinin enfeksiyon sirasinda aktive oldugunu ve IL-6 ve IL-1p gibi
erken sitokin ve kemokin iiretimini indiikledigini gdstermistir (Quayle, 2002; Sellami vd.,
2014). Bu kemokinler daha sonra nétrofiller, makrofajlar, dendritik hiicreler ve dogal
oldiirticii hiicreler gibi daha fazla bagisiklik hiicresi toplarlar ve bu da bakteri temizligine

yardimc1 olmak i¢in daha fazla proinflamatuvar sitokin salgilanmasiyla sonuglanir
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(Rasmussen vd., 1997). Bununla birlikte, bagisiklik sistemi bakterileri ortadan
kaldiramadiginda sitokinlerin salinimi, kronik inflamasyona veya doku hasarina neden
olabilir. Bu nedenle, bakterileri temizlemek ve kronik inflamasyon nedeniyle olusan hasari
en aza indirmek i¢in dogal bagisiklik cevabini daha basarili sekilde aktive edecek metotlarin

gelistirilmesi 6nemlidir.

2.2.3. Chlamydia pneumoniae enfeksiyonunun epigenetik faktorler ile iliskisi

Santral sinir sistemi hastaliklarinin poligenik ve kompleks bozukluklar oldugu ve
%80’den fazlasinin patojenezine insan genomunda yer alan pek ¢ok gendeki kusurlarin sebep
oldugu bilinmektedir. Bu patojenik varyantlarin gesitli ¢evresel faktorlerle ve epigenetik
olaylarla etkilesimi, santral sinir sistemi hastaliklarinin fenotipik ifadesiyle sonuglanir
(Cacabelos, 2016). Epigenetik, yapisal DNA'da belirgin degisiklikler olmadan fenotipik
degisikliklerin bir nesilden digerine iletildigi bir molekiiler fenomendir. Epigenetik
mekanizmalar olan DNA metilasyonu, histon modifikasyonlart ve miRNA’larin
diizenlenmesi, metabolik yolaklarin molekiiler seviyede kontrol edilmesinden sorumlu
baslica diizenleyici unsurlar arasindadir. Epigenetik modifikasyonlar transkripsiyonel olarak
gen ifadesini diizenlerken, miRNA’lar c¢ogunlukla transkripsiyonel olarak gen
ekspresyonunu baskilamaktadir (Szulwach ve Jin, 2014). DNA’nin hem hipermetilasyonu
hem de hipometilasyonu, kromatin degisiklikleri ve miRNA diizensizlikleri, santral sinir
sistemi bozukluklarinda yaygindir ve bu bozukluklar néronal mikrogevredeki epigenetik
anormalliklerden kaynaklanmaktadir (Rodrigues vd., 2014; Zhao vd., 2013). SET alan
proteinlerini kodlayan genlere Chlamydiaceae ailesini de igeren bazi Okaryotik olmayan
organizmalarda rastlanmigtir. SET alan proteinlerinin islevi, S-adenozil-L-metiyonin
tizerindeki bir metil grubunu, histon iizerindeki ya da bagska bir protein iizerindeki bir lizin
ya da arjinin kalintisina transfer ederek metillenmis lizin veya arjinin rezidiisii ve yan {iriin

olan S-adenozil-L-homosistein kofaktoriinii olusturmaktir.

Spesifik histon lizin ve arjinin kalintilarinin metillenmesi, kromatin organizasyonunu
yonlendiren belirli komplekslerin toplanmasi i¢in "belirtecler" olarak gorev yaparak genlerin
sentezlenmesini kontrol eden bir post-translasyonel epigenetik modifikasyon olarak islev

goriir (Dillon vd., 2005). Korunmus C. pneumoniae katalitik SET alanlari, beklenildigi {izere
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murin histon H3’ii iizerine bir metil grubunu transfer ederek protein metiltransferaz olarak
islev gormektedir (Murata vd., 2007). Histon metilasyonu, kromatin yapisin1 degistiren bir
mekanizma olarak, uzun siireli anilarin ve 6grenmenin olusmasi i¢in 6nemli oldugu bilinen
noronal yolaklarin uyarilmasi ile iliskilidir. Hayvan modelleri, metilasyon ve diger
epigenetik diizenleme mekanizmalarinin yaslanma, ndérodejeneratif hastaliklar ve zihinsel

engellilik kosullartyla iligkili oldugunu gostermistir (Kramer, 2013).
2.3. Epigenetik Mekanizmalar Uzerine Etkili Ilaclar
2.3.1. HDAC inhibitorleri

Ogrenme ve hafiza ile iliskili olaylar, cesitli faktdrler ve yolaklardan olusan bir ag
arasindaki karmasik koordinasyonu igerir. Uzun siireli bellek ve sinaptik plastisite, gen
ekspresyonunun erken indiiksiyon fazlarinin Gtesindeki aktivasyonlara baglidir, bu da
epigenetik etkilesim i¢in genis bir potansiyel sunar (Pittenger ve Kandel, 2003). Sekil 2.7.’de
histon deasetilaz enzimleri (HDAC) ve HDAC inhibitorlerinin (HDACI) aracilik ettigi

transkripsiyonel olaylar goriilmektedir.

/\ @ Transkripsiyon
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L
Histon DNA-kromatin kompleksi
(Heterokromatin)
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Sekil 2.7. HDAC inhibitorlerinin kromatin yeniden sekillenmesi ve transkripsiyon iizerindeki etkisi (Kazantsev
ve Thompson, 2008). (a) Spesifik lizin (K) rezidiilerindeki histon asetilasyon seviyeleri, HAT'ler ve
HDAC'ler araciligiyla gergeklesen es zamanli asetilasyon (Ac) ve deasetilasyon reaksiyonlari ile
belirlenir. Bu histon asetilasyonu, DNA-kromatin kompleksierinin konformasyonel yapisinin
degistirilmesi ve daha sonra transkripsiyonel gen ekspresyonunun ger¢eklestirilmesi icin olduk¢a
onemlidir. (b) HDAC inhibitorleri, deasetilasyon reaksiyonunu bloke ederek, kromatini modifiye
eder ve konformasyonunu degistirvirek histon asetilasyon seviyelerinin dengesini degistirir, histon

asetilasyonunun artmasi da transkripsiyon artisina yol agar.
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Sekil 2.7.’de goriilen histon asetil transferaz enzimleri (HAT) araciligiyla gergeklesen
histon asetilasyonu ve histon deasetilaz enzimleri tarafindan gerceklestirilen (HDAC)
tamamlayicis1 histon deasetilasyonu, korku kosullanmasi ve uzamsal hafiza egzersizleriyle
gozlemlenebilen uzun vadeli potansiyalizasyon (LTP) ve hafiza olusumunda énemli bir rol

oynadig belirlenen bir¢ok epigenetik mekanizmadan biridir (Francis vd., 2009).

Insan HDAC"leri dizi homolojilerine gore dort sinifa ayrilmistir. HDAC 1, 2, 3, ve 8
SimifI’de; HDAC 4, 5, 7 ve 9 Smif Ila’da; HDAC 6 ve 10 Simif [Ib’de; SIRT 1—7 Simif III’te
yer alir (Seto ve Yoshida, 2014). Smif I, II ve IV’te yer alan enzimler ¢inko-bagimli HDAC
enzimleridir. Sinif III’te yer alan sirtuinler ise nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)-
bagimli enzimlerdir ve yapilar1 diger siniflardan farklidir (Li ve Sun, 2019). HDAC
enzimleri, histonlar disinda histon-olmayan proteinleri de deasetile ederler (Glozak vd.,
2005; Singh vd., 2010) ve baska deasetilasyon reaksiyonlarini da katalize edebilirler (Du vd.,
2011; Madsen ve Olsen, 2012; Howitz, 2015). Buna ¢k olarak, enzimden bagimsiz
fonksiyonlar1 da vardir (Ma ve D’Mello, 2011; Sun vd., 2013; Lewandowski vd., 2015;
Fujino vd., 2018).

Norodejenerasyon ¢aligmalarinda kullanilan hayvan modellerinin beyinlerinde histon
deasetilasyonunun siklikla degistigi gosterilmistir. HDAC proteinleri histon asetilasyon
seviyesini diizenleyerek AH patolojisinde yer alan hafiza ve kavrama ile iligkili baz1 6nemli
genlerin ekspresyonunu degistirebilmektedir (Sekil 2.8.) (Xu vd., 2011; Esposito ve Sherr,
2019).

HDACi
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Artirir

Sekil 2.8. AH fare modellerinde ve post-mortem hipokampal analizierde simdiye kadar gézlemlenen HDAC

inhibitorleri ile elde edilmis noropatolojileri iyilestirebilecek umut verici tedavi sonuglart (Esposito

ve Sherr, 2019).
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HDACI, ilk olarak kanser tedavisinde potansiyel tasiyan kiigiik molekiillii terapotikler
olarak kesfedilmistir. Bozulmus bir asetilasyon profili ve degisen HDAC ekspresyonu ¢esitli
kanser tipleriyle iliskili oldugundan, HDACi ile HDAC'lerin hedeflenmesi kanserde etkili
olabilecek bir tedavi yontemi olarak tanimlanmistir. HDACi'nin histonun ve bazi histon
olmayan proteinlerin anormal asetilasyon profilini ve birka¢ onkogen ve timor baskilayici
genin islevini diizenleyebildigi ve ayrica kanser hiicrelerinin hiicre dongiistiniin
durdurulmasina, apoptoza, bagisiklik tepkisinin modiilasyonuna ve anjiyogenezin
inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir (Li ve Seto, 2016; Eckschlager vd., 2017;
Damaskos vd., 2017). Ozellikle, HDAC'ler, genellikle normal hiicrelerde goriilmeyen kanser
hiicrelerinin biiylimesi ve hayatta kalmasiyla iliskili anahtar genlerin ¢alismasi igin gerekli
oldugundan, HDAC'lerin HDAC: ile hedeflenmesi, kanser hiicrelerinde ek terapotik etkinlik
saglamaktadir. Kimyasal yapilarina dayanarak, HDACi’ler hidroksamatlar, kisa zincirli yag
asitleri, benzamidler, siklik tetrapeptitler ve sirtuin inhibitdrleri olarak bilinen hidroksamik

asitler olarak siniflandirilabilir (Eckschlager vd., 2017; Damaskos vd., 2017).
2.3.1.1. Trikostatin A (TSA)

TSA, Streptomyces hygroscopicus tarafindan firetilen bir hidroksamik asittir (Kudo
vd., 2017) (Sekil 2.9.).

N _OH

Ir=z

Sekil 2.9. TSA 'nin molekiiler yapisi (Seo vd., 2013).

Bu bilesik, antitiimor ajanlarin gelisimi i¢in en umut verici hedeflerden biri oldugu
gosterilmis olan histon deasetilazin (HDAC) geri doniistimlii bir inhibitoriidiir. TSA yapisal
olarak ticari ad1 vorinostat olan kutanéz T hiicreli lenfoma (CTCL) tedavisi i¢in onaylanmis

bir molekiil olan suberoilanilid hidroksamik asit (SAHA) ile benzerlik tagimaktadir. TSA,
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yapisindaki hidroksamik asit grubu ile HDAC'nin aktif bolgesindeki ¢inko ile selat
olusturarak nanomolar konsantrasyonlarda sinif I ve Il HDAC’1 geri doniisiimlii olarak inhibe
ederek hiicre dongiistinii G1 veya G2 fazinda durdurur, farklilagsmay1 tetikler ve kanser
hiicresine doniisiim sirasinda goriilen morfolojik degisiklikleri tersine ¢evirir (Yeung, 2006).
HDAC enzim inhibisyonu araciliftyla histon asetilasyonu artar ve degisen kromatin
konformasyonu sonucunda transkripsiyon faktorleriyle etkilesimi artiran promotoér lokuslar
acilarak pek cok genin ekspresyonunda artisa sebep olur (Hebbel vd., 2010). Yapilan
calismalarda TSA'nin yetiskin fareler i¢in toksik olmadig1 ve farelerin embriyonik veya
dogum sonrasi gelisimini bozmadigi gosterilmistir (Vanhaecke vd., 2004). In vitro
calismalarda, TSA’ nin 6zellikle hiicre dongiisii, bliylime ve apoptozla ilgili genleri inhibe
etmesi daha ¢ok kanser tedavisi icin diisiiniilmesine neden olmustur. Ancak bu genlere ek
olarak, inflamasyon modellerinde IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin ve

mediyatorlerinin ekspresyonunu da inhibe etmektedir (Hebbel vd., 2010).

Kanser tedavisindeki olumlu etkilerinin yam sira, giiniimiize kadar TSA’ nin norit
gelisimini indiikleyici ve noroprotektif etkilerini gosteren pek ¢ok ¢alisma yapilmigtir (Hall
vd., 2002; Jeonga vd., 2003; Hao vd., 2004; Saha ve Pahan, 2006; Yamauchi vd., 2007,
Schwechter vd., 2007; Xu vd., 2007; Kim vd., 2007; Hasan vd., 2013) . HDAC'ler beyinde
oldukg¢a fazla miktarda ifade edilirken, beyin fonksiyonundaki rolleri hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Kanitlar, bu enzimlerin ndronal sagkalimi ve norodejenerasyonu
diizenledigini gdstermektedir (D’Mello, 2009). Noronal sagkalimda HDAC1 ve HDAC?2
onemli rollere sahiptir ve dahast HDAC2’nin ndronal hiicre farklilagsmasi siirecine dahil
oldugu bilinmektedir (Bai vd., 2005). Noropatolojik siireglerde histon asetilasyon
homeostazisinin bozuldugu (Hahnen vd., 2008) ve norodejeneratif siireglerde HAT
aktivitesindeki genel diisiis kaynakli asir1 histon deasetilasyonu aktivitesinin rol oynadigi
gosterilmistir (Rouaux vd., 2003; Jin vd., 2011). TSA tedavisi ile indiiklenen kortikal néronal
biiyiime ve norojeneze, hiicre dis1 sinyallerle diizenlenen kinaz (ERK) yolaginin (Hao vd.,
2004) yant sira, c-Jun N-terminal kinaz (JNK) yolag1 aktivasyonu (Yamauchi vd., 2007) ve
glikojen sentaz kinaz 3’iin (GSK3) diizenlenmesi (Hall vd., 2002) aracilik etmektedir. Ayrica
norit gelisimi markerlarindan biri olan growth associated protein-43 (GAP-43) geninin

ekspresyonunu artirarak norit gelisimini indiikledigi ve ayrica bu etkiye spesifik olarak bir
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transkripsiyon ko-aktivator ailesi olan CREB baglayict protein (CBP)/P300 ve P300 / CBP
ile iligkili faktor (P/CAF) genlerinin asetilasyonunun aracilik ettigi gosterilmistir (Gaub vd.,
2010).

2.3.1.2. Givinostat (ITF2357)

Givinostat, aromatik halkaya bagli bir hidroksamik asit grubu i¢eren ve yapica SAHA
ve TSA’ya benzeyen sentetik bir HDAC1 ve HDAC?2 inhibitoridiir (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. Givinostat 'un molekiiler yapisi (Leoni vd., 2005).

Givinostat oral olarak kullanilabilmektedir ve gii¢lii antiinflamatuvar etkileri in vivo ve
in vitro yontemlerle gosterilmistir (Shein vd., 2009). Givinostatin, LPS ile aktive edilmis
insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinde, TNF-a, IL-la, IL-Ip ve IFN-y salinimin1 10-
25 nM konsantrasyon araliginda azalttig1 gosterilmistir. IL-12 ve IL-18 ile kombine halde
kullanildiginda, azalmis IL-1P veya TNF-a'dan bagimsiz olarak interferon-y (IFN-y) ve IL-
6 iretimini 12.5-25 nM konsantrasyonda azaltmaktadir (Leoni vd., 2005). Sistemik
baslangi¢li juvenil idiyopatik artriti olan ¢ocuklarda faz II klinik calisma sathasindadir ve
agrili eklem sayisin1 6nemli dlciide azalttig1 gosterilmistir. Bu ajan insanlarda giivenli olarak
kullanilabilmektedir, giinliik 1.5 mg / kg oral dozu 1yi tolere edilmektedir ve organ toksisitesi

gostermemektedir (Vojinovic vd., 2008).

Givinostat antiinflamatuvar etkisinin yan sira, giiclii antineoplastik aktiviteye de
sahiptir. Cesitli multipl miyelom hiicre hatlarinda (RPMI18226, NCI-H929, JIN3, KMS 11,
KMS 12, KMS 18 ve KMS 20) ve akut miyelojendz 16semi hiicre dizilerinde (HL-60, THP-
1, U937, KASUMI, KG-1 ve TF-1), 200 nM ICso konsantrasyonunda sitotoksiktir. Icsel
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apoptotik yolu aktive eder ve p21'i upregiile, Bcl-2 ve Mcl-1'1 ise downregiile eder.
Mezenkimal stromal hiicrelerde, IL-6, VEGF ve IFN-y tiretimini %80-95 oraninda inhibe
eder (Golay vd., 2007). Inflamatuvar kosullarda pankreastaki p-hiicresi sagkalimini
destekler. 25 ve 250 nM konsantrasyonlarda pankreas adacik hiicresi canliligini ve insiilin
sekresyonunu arttirir, makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-la ve MIP-2 salinimini inhibe
eder, nitrik oksit (NO) iiretimi ve apoptoz oranlarini azaltir (Lewis vd., 2011). Bunlara ek
olarak, kapali kafa travmasi fare modelinde, givinostatin 10 mg / kg konsantrasyonda
norodavranigsal iyilesmeyi artirdigl, néronal dejenerasyonu ve lezyon hacmini azalttigi ve

glial apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Shein vd., 2009).
2.3.2. DNA metiltransferaz (DNMT) inhibitorleri

HDACi’nin yanu sira, epigenetik tedavide kullanilan en klasik iki ila¢ sinifindan digeri
de DNMT inhibitorleridir (DNMTi). Memeli DNMT ailesi dort aktif enzim igerir: DNMT1,
DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L, ayrica RNA metilasyonu yapan DNMT2 (Dan vd.,
2019). DNMTI, replikasyon sirasinda DNA metilasyon sablonlarinin yeni sentezlenen
DNA'ya kopyalanmasindan sorumlu metiltransferazdir. DNMT3, de novo metiltransferaz
olarak islev goren ve erken gelisim sirasinda DNA metilasyon diizenleri olusturan DNMT3A
ve DNMT3B olmak iizere iki proteinden olusur. DNMT3L, DNMT3'lerle homologdur ancak
katalitik aktiviteye sahip degildir (Subramaniam vd., 2014). DNMT enzimleri, DNA
tizerindeki CpG adalarinda yer alan sitozinlere bir metil grubunun sisteinden aktarilmasini
saglayarak S-metilsitozin (5mC) olusumunu katalize eder ve sonucta gen ekspresyonunu

baskilarlar (Sekil 2.11.) (Da Costa vd., 2017).
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Sekil 2.11. DNA metilasyonu, gen transkripsiyonu ve kromatin yapus: arasindaki etkilesim (Agrawal vd., 2018).
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DNMTi, niikleozid ve niikleozid olmayan seklinde iki simifa ayrilan sitidin
analoglarindan olusur. Niikleozid analoglari, DNA'ya dogrudan baglanir ve DNMT'nin
bozulmasini indiikleyen bir kovalent kompleks olusturur (Dan vd., 2019). Niikleozid
olmayan DNMT1 ise, dogrudan DNMT'nin metillenmis bdlgesine baglanarak etki gosterirler
(Brueckner vd., 2005). CpG adalarindaki DNA hipermetilasyon olaylarina bagli olarak
epigenomun modifikasyonlarinin siklikla hiicre dongiisii regiilasyonu, tiimor hiicresi istilasi,
DNA onarimi ve maligniteyi baskilayan diger kritik biiyiime diizenleyicileri ile iliskili
genlerin transkripsiyonel susturulmasini sagladigi gostermistir (Subramaniam vd., 2014).
Sonug olarak, DNA metilasyonunun kanser etiyolojisindeki 6nemli rolii nedeniyle, DNA
metilasyonunun diizenlenmesinde yer alan baslica enzimler olan DNMT'leri hedefleyen
etkili terapotik segeneklere ihtiyag duyulmasi sonucunda gesitli DNMTi’leri gelistirilmistir.
Niikleotid DNMTi’lerinin ilk jenerasyon iiyeleri olan desitabin ve azasitidindi, U.S. Food
and Drug Administration (FDA) ve European Medicines Agency (EMA) tarafindan akut
miyeloid 16semi (AML), kronik miyelomonositik 16semi (CMML) ve miyelodisplastik
sendromlarin (MDS) tedavisi i¢in onaylanmistir (Kaminskas vd., 2005; Steensma vd., 2009;

Erdmann vd., 2015). Bu ilaglarin neden oldugu ciddi sitotoksisite nedeniyle, niikleozid-
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olmayan bu nedenle sitotoksik etkisi daha diisiik prokainamid, SGI-110 ve kinazolin,
propiofenon, pirolopiridin tlirevleri ve diger benzeri ilaglar gelistirilmeye calisilmaktadir

(Dan vd., 2019).

2.3.2.1. RG108

Niikleozid olmayan DNMTi’lerinden biri olan RG108 (2-(1,3-dioksoizoindolin2-il)-3-
(1H-indol-3-il) propanoik asit ya da N-fitalil-L-triptofan), DNMT1’in aktif bolgesini
hedefleyerek in silico ortamda tasarlanmis kii¢iik molekiillii, sentetik bir bilesiktir (Sekil
2.12.) (Brueckner vd., 2005).
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Sekil 2.12. RG108’in molekiiler yapist (Brueckner vd., 2005).

Birkag¢ tiimor baskilayicit geni yeniden aktive etme yetenegi, RG108'i epigenetik
modiilasyon terapileri igin iyi bir aday yapmaktadir. Buna ek olarak, 5-azasitidin, 5-aza-2'-
deoksisitidin, zebularin, prokain ve epigallokatesin-3-gallat gibi diger DNMTi’nin aksine
sitotoksik veya genotoksik etkiye sahip olmamasi RG108’in potansiyelini artirmaktadir
(Brueckner vd., 2005; Stresemann vd., 2006). Giiniimiize kadar yapilan bazi arastirmalar,
RG108'in kolon kanseri, 16semi, prostat, oral skuamoéz karsinom, meme ve endometriyal
kanser hiicreleri ilizerinde iyi bir demetilasyon etkisine sahip oldugunu gdstermistir
(Brueckner vd., 2005; Wang vd., 2013; Graca vd., 2014; Borges vd., 2014; Yang vd., 2017).
Ayrica ¢esitli arastirmalar, RG108'1 kanserin yani1 sira fizyolojik kosullarla ilgili
mekanizmalar1 incelemek i¢in kullanmistir (Xu vd., 2013; Meadows vd., 2015; Oh vd., 2015;
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Kaya-Tilki vd., 2016; Sales vd., 2016; Stenzig vd., 2016; Dikmen, 2017; Assis vd., 2018;
Liu vd., 2020). Bu ¢alismalar arasinda en dikkat ¢ekici olani, 2015 yilinda Oh ve arkadaslari
tarafindan insan kemik iligi mezenkimal stromal hiicreler {izerinde yapilmis ve RG108'in,
degisen metilasyon diizenini eski haline getirerek yaslanma ile ilgili hastaliklarin tedavisinde
faydali etkinlik saglayabilecegi bildirilmistir (Oh vd., 2015). Izlem caligmasinda,
norodejeneratif bir hastalik olan amyotrofik lateral sklerozda bulunan agirt DNMT ifadesinin
getirdigi yaslanma fenotipinin RG108 tarafindan kontrol edilebildigi gosterilmistir (Oh vd.,
2016). Noronal farklilasma sirasinda DNMT1 ve DNMT3a enzim seviyelerinin oldukca
azaldig1 (Bai vd., 2005) ve RG108’in ndrit gelisimini indiikleyici etkisi oldugu (Kaya-Tilki
vd., 2016; Dikmen, 2017) bilinmektedir. Biitiin bu bilgiler 1s18inda, RG108’in AH’da

terapotik potansiyele sahip olabilecegi diisliniilmektedir.
2.4. Rifampin ve Alzheimer Hastalig:

Rifampin (veya rifampisin), rifamisin grubunda yer alan ve bir dizi bakteriyel
enfeksiyonu tedavi etmek i¢in kullanilan DNA-bagimli RNA polimeraz inhibitorii bir
antibiyotiktir. 1971 yilinda, tiiberkiiloz ve Neisseria meningitides'in asemptomatik tasiyicisi
olan hastalarin tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir (Forrest ve Tamura, 2010). Genis
spektrumlu bir antibiyotiktir ve Nocardia mediterranei'nin fermantasyon iriinlerine aittir.
Rifampin, ilacin kan beyin bariyerinden beyin parankimine tasinmasindan sorumlu olan
lipofilik alifatik ansa zincirinden uzanan bir nafto-hidrokinon kromoforundan olusur (Sekil
2.13.) (Yulug vd. 2018).

Sekil 2.13. Rifampin’in molekiiler yapist (Yulug vd., 2018).
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Hizli ¢ogalan veya dormant durumda, hem hiicre i¢inde hem de hiicre disindaki
mikobakteriler tizerinde etkilidir. ~ Mycobacterium tuberculosis basta olmak iizere,
Mycobacterium leprae, gram pozitif ve gram negatif kokuslara, koliform basillere ve
klamidya grubu mikroorganizmalara kars1 da etkilidir (Lee vd., 2017). Gelencksel anti-
infeksiyoz etkisinin 6tesinde, rifampinin 6nemli néroprotektif etkileri Parkinson hastaligi ve
cok sistemli atrofi dahil olmak lizere cesitli norodejeneratif hastaliklar {izerine yapilan
calismalarda gosterilmistir. Noroprotektif etki mekanizmasi, ¢esitli sitoprotektif saperon ve
anti-apoptotik protein (Bcl-2 gibi) aracili mitokondriyal ve endoplazmik retikiiler stresle
iligkili olan artmis dopaminerjik hiicre sagkalimini, azalmig alfa siniiklein toksisitesini ve
dopaminerjik bir nérotoksin olan 1-metil-4-fenilpiridinyum (MPP+) ile indiiklenen apoptozu
igermektedir (Li vd., 2004; Xu vd., 2007; Ubhi vd., 2008; Bi vd., 2011; Low vd., 2014; Lin
vd., 2017). Ayrica, artan kanitlar rifampinin serbest radikal hasarmi hafifleterek ve
ndroinflamasyonu azaltarak onemli noroprotektif etkiye sebep oldugunu gostermektedir
(Kilic vd., 2004). Yakin zamanda yapilan bir calismada, rifampinin, Parkinson hastaligindaki
potansiyel anti-inflamatuvar roliinii destekleyen niikleer NF«xB'yi baskilayarak TLR2 ve
MAPK seviyelerini azaltabildigi bildirilmistir (Bi vd., 2011; Kim vd., 2009; Bi vd., 2013).
Bunlara ek olarak, rifampinin AH patogeneziyle iliskili noroprotektif etki mekanizmalari
serbest oksijen radikalleri, tau ve AP protein birikimi, mikroglia aktivasyonu ve apoptotik
kaskadlar lizerinde inhibitor aktivite; ve ayrica LRP1 ve P-glikoprotein yoluyla beyindeki A3

klerensi iizerinde uyarici etki olarak tanimlanmistir (Yulug vd., 2018).
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3. GERECLER

3.1. Hiicre Hatlan
3.1.1. SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicre hatti

SH-SYS5Y hiicreleri, genellikle dopaminerjik ndronlara farklilasabilme benzerliginden
otlirii Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklarla iliskili caligmalarda néronal hiicre modeli
olarak kullanilan kemik iligi kokenli insan néroblastoma hiicre hattidir. SH-SY5Y hiicre hatt1
American Type Culture Collection (ATCC, CRL-1721.1)’dan temin edilmistir
3.1.2. HMC3 insan mikroglia hiicre hatti

HMC3 hiicre hatt1i, sinirsiz  olarak boliinebilen ve mikroglial hiicrelerin
fonksiyonlarinin biyokimyasal analizi igin uygun bir sistemi temsil edebilecek homojen
hiicre popiilasyonu niteligindedir. HMC3 insan mikroglia hiicre hatti American Type Culture
Collection (ATCC, CRL-3304)’dan temin edilmistir. Hiicre hattina transforme edilmis insan
mikroglia hiicreleri, birincil mikroglial hiicrelerin 6zelliklerini korumaktadir.
3.1.3. HEp-2 insan epitelyal karsinoma hiicre hatti

Tez caligmalarinda kullanilan Cpn, hiicre kiiltlirtinde izole edilmesi zor bir
organizmadir bu nedenle insan HeLa kontaminant epitelyal karsinoma hiicresi olan HEp-2
hiicre hatti, American Type Culture Collection’dan temin edilerek (ATCC, CCL-23) konakg¢1
olarak kullanilarak Cpn inokiilasyonu saglanmigtir.
3.1.4. THP-1 insan akut monositik l6semi hiicre hatti

THP-1, cocukluk ¢caginda bir akut monositik 16semi vakasinin periferik kanindan elde
edilen dliimsiizlestirilmis monosit benzeri bir hiicre hattidir. Gram-negatif bakterilerin hiicre
duvarinda yer alan makromolekiiler yapt olan lipopolisakkarit (LPS) ile karsilastiginda,
dendritik hiicreler olan makrofajlara farklilagmaktadirlar. Tez kapsaminda yapilan
caligmalarda noroinflamasyon modeli olusturulurken THP-1 hiicreleri LPS ile aktive
edilmistir (Lee vd., 2010; 2016; Madeira vd., 2014). Bu nedenle, mikroglia hiicrelerini
indiikleyecek dogru Cpn lizatin1 bulmak amaciyla halihazirda LPS ile indiiklendigi bilinen
THP-1 hiicreleri, makrofaja farklilastirilarak Cpn ve LPS ile indiiklenmis ve proinflamatuvar
sitokin seviyeleri karsilastirilmistir (Lee vd., 2016). THP-1 hiicre hatti, American Type
Culture Collection’dan (ATCC, TIB-202) temin edilmistir.
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SH-SY5Y Insan Néroblastoma Hiicre Hattt
HMC3 insan Mikroglia Hiicre Hatt1

HEP-2 insan HeLa Kontaminant Karsinomu
Hiicre Hatt1

THP-1 insan Akut Monositik Lésemi Hiicre
Hatt1

Chlamydophila pneumoniae

3.2.2. Kimyasal maddeler ve gerecler

0.2 mI’lik PCR tiipii

10, 100, 1000 ve 5000 pl otomatik pipetor
10, 200, 1000 pl’lik mikropipet ucu

12 kanalli otomatik pipet (Axygen, Ingiltere),
15 ve 50 mI’lik santrifiyj tiipleri
Penisilin/Streptomisin

Nunc cell culture treated easyflasks (75 cm?)
Nunc collagen | coated easyflasks (25 cm?)
2 ml santrifiyj tiipt

5-10 ve 25 mI’lik cam pipet

6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Fetal bovine serum (FBS)

Cedex smart slide

Horse serum

Filtre

L-glutamin

Parafilm

ATCC, CRL-2266
ATCC, CRL-3304
ATCC, CCL-23

ATCC, TIB-202

ATCC, 53592

Greiner Bio-One
Eppendorf
Greiner bio-one
Axygen

Isolab

Gibco

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Greiner bio-one
Isotherm

TPP
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche

Thermo Scientific
Sartorius Stedim
Biotech
Sigma—Aldrich
Pechiney

3.2. Kullanilan Hiicre Hatlari, Kimyasal Maddeler, Gerecler ve Cihazlar
3.2.1. Hiicre hatlar:

ABD
ABD
ABD

ABD

ABD

ABD
Kanada
ABD
Ingiltere
Almanya
ABD
ABD
ABD
ABD
Tiirkiye
Isvicre
Almanya
Almanya
Almanya
ABD

Almanya

Almanya

Fransa
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Eagle minimum essential medium (EMEM)

Sarjli pipetor
Tripsin-EDTA 10X
Tripan mavisi
Kryotiip (2ml)

Hiicre kaziyici

Phosphate buffer saline (PBS)
RG108, katalog no: S2821

Givinostat (ITF2357), katalog no: S2170

Rifampicin, katalog no: R3501

Trikostatin A, katalog no: S1045
Nerve growth factor-2.5S (NGF), katalog no:

N6009
WST-1 soliisyonu

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi

XCELLigence e-plate 16

BD matrigel™

BD cytofix/cytoperm™

Kollajen tip IV, katalog no: C5533

Hoechst 33258

B-Amyloid (1-42 spesifik)
(D9A3A), katalog no: 14974S

rabbit mAb

Anti-rabbit 1gG (H+L), f(ab’)2 fragment
(Alexa Fluor 594 conjugate), katalog no:

8889

Immunofluorescence application solutions

kit, katalog no: 12727

B-Amyloid (1-42), katalog no: ah9810
ROS-ID total ros detection kit, katalog no:

ENZ-51011

Sigma-Aldrich
Starlab

Pan Biotech
Roche

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Invitrogen
Selleckchem
Selleckchem
Selleckchem
Selleckchem
Sigma-Aldrich

Roche

TPP

Roche

BD Biosciences
BD Biosciences
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Cell Signaling
Technology
Cell Signaling
Technology

Cell Signaling
Technology
Sigma—Aldrich

Enzo Life Sciences

Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
ABD

ABD

Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya

Almanya

Almanya
Isvicre
Almanya
ABD
ABD
Almanya
Almanya

Hollanda

Hollanda

Hollanda

Almanya
ABD
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CF488A annexin V and Pl apoptosis Kit,

katalog no: 30061

Pathfinder chlamydia culture confirmation

system, katalog no: 30701

Corning HTS transwell-24 kuyucuklu 0.4
UM por agikligina sahip ko-kiiltiir plakasi,

katalog no: 30701

3.2.3. Cihazlar

HERACcell 150 steril CO» inkiibatori
Laminer flow kabini
Masaiistii sogutmali santrifiij

Hiicre sayimi i¢in Cedex XS cihazi

Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader
xCELLigence Gergek Zamanl Hiicre Analiz

Sistemi (RTCA DP)

Derin dondurucu buzdolabi

DNA-RNA c¢alisma kabini HEPA/UV PCR

Hassas terazi

Inverted mikroskop

MagNA Lyser

MagNA Pure Compact

Masaiistii sogutmali santrifiij
Mikro santrifiij

NanoDrop 2000 Spektrofotometre
Otoklav

Otomatik pipetler

PCR Thermal Cycler (Gradient PCR)
Sterilizator

Su banyosu

C-DiGit Blot Scanner

Biotium

Bio-Rad

Corning

Thermo Scientific
Heal Force
Eppendorf
Innovatis
Bio-Tek

Roche

Altus
UVP
Ohaus
Leica
Roche
Roche
Eppendorf
Hettich
Thermo Scientific
Alp
Eppendorf
Takara
Niive
Niive

LI-COR

ABD

Almanya

ABD

ABD
Cin
Almanya
ABD
ABD

Almanya

Tiirkiye
Kanada
Avustralya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
ABD
Tiirkiye
Almanya
Japonya
Tiirkiye
Tiirkiye
ABD
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Trans-blot Turbo Blotting System Bio-Rad ABD
Vorteks Daihan Giiney Kore

3.3. Kullanilan Kimyasal Madde ve ilaclarin Hazirlanmasi

3.3.1. Trikostatin A, givinostat, RG108 ve rifampin

Toz halinde satin alinan Trikostatin A, Givinostat, RG108 ve Rifampin,
dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde c¢oziillerek 100 mM’lik ana stok hazirlanmis ve
aliquatlanarak -85 °C’de saklanmistir. Deney Oncesinde ana stoktan gerekli seyreltme

islemleri taze besiyeri ile yapilarak kullanilmistir.

3.3.2. Retinoik asit (RA)

100 mg’lik renkli ampul igerisinde toz halde satin alinan RA, %95°1ik etanol ¢ozeltisi
icerisinde ¢Oziilmiis ve 5 mM’lik ana stok hazirlanmistir. Ana stok renkli cam siselerde -20
°C’de saklanmis ve deney oOncesinde 10 uM’a taze besiyeri igerisinde seyreltilerek
kullanilmistir (Shipley vd., 2016).

3.3.3. Amiloid beta (Ap) 1-42

0.1 mg’lik toz halinde satin alinan AP 1-42, Af’nin monomer halde kalmasini saglayan
0.02 M NaOH tamponu igerisinde ¢6ziilmiis ve PBS ile 50 uM konsantrasyona seyreltilerek
ana stok hazirlanip, aliquatlanarak -85 °C’de saklanmistir. Deneyden 5 giin 6nce taze besiyeri
ile 50 uM’lik ana stoktan yeterli miktarda alinip serum icermeyen taze besiyerinde 37 °C’lik
inkiibatorde 7 giin siireyle agregat olusumu saglanmistir. Deney giinii agregat olusumu
tamamlanan 50 uM’lik ana stok, kuyucuklarda besiyeri ile 5 uM’a seyreltilerek kullanilmistir
(Kucukkilinc vd., 2017).

3.3.4. Rekombinant insan interferon-gamma (1FN-y)

Liyofilize halde bulunan IFN-y (Peprotech, Katalog No:AF-300-02), daha uzun siire
saklanabilmesi icin igerisinde %0.1 konsantrasyonda sigir serum albumin (BSA) bulunan
PBS ile ¢oziilerek 100 pg/mL konsantrasyonda ana stok hazirlanmis ve aliquatlanarak -85
°C’de saklanmistir. Ana stok soliisyonundan, taze besiyeriyle cesitli seyreltme islemleri

yapilarak deneylerde kullanilmistir.
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3.3.5. Forbol 12-miristat 13-asetat (PMA)

Toz halinde satin alinan PMA, DMSO i¢inde ¢oziilerek 50 mg/mL konsantrasyonda
ana stok hazirlanmis ve aliquatlanarak -20 °C’de saklanmistir. Ana stok soliisyonundan, taze

besiyeriyle ¢esitli seyreltme islemleri yapilarak deneylerde kullanilmaistir.
3.3.6. Lipopolisakkarit (LPS)
Liyofilize halde satin alinmis olan LPS, steril PCR grade su ile ¢oziilerek 500 pg/mL

konsantrasyonda ana stok hazirlanmis ve aliquatlanarak -20 °C’de saklanmistir. Ana stok
soliisyonundan, taze besiyeriyle c¢esitli seyreltme islemleri yapilarak deneylerde

kullanilmustir.
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4. YONTEMLER

Tablo 4.1. Yapilan ¢alismalarin sematik gosterimi.

Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

1. Chlamydiophila pneumoniae (Cpn) ile Noroinflamasyon Modeli Olusturulmasi1 Kapsaminda

Yapilan Calismalar

Amag: Cpn lizat ile indiiklenmis HMC3 mikroglia hiicre hatti ve noronal fenotipe farklilastirilmis SH-
SYS5Y hiicre hatti ko-kiiltiirii ile bir noroinflamasyon modeli olusturmak
A. Cpn Kkiiltiirii ve ¢esitli lizatlarin hazirlanmasi
1. HEPp-2 hiicre kiiltiiriinde Cpn inkliizyon cisimciklerinin olusturulmasi
2. Cesitli Cpn lizatlarinin elde edilmesi

- Siipernatanttan veya hiicreler UV 1s181na maruz birakilarak/birakilmayarak hiicre pelleti cihazda
parcalanarak elde edilen lizatlar

B. Cpn ile indiiklenen ko-kiiltiir néroinflamasyon modeli olusturulmasi i¢in optimizasyon ¢alismalari
1. Elde edilen Cpn lizatlarmin makrofaja farklilagtirilmis THP-1 hiicre hattinda IL-1 ve CD218a
sitokin seviyelerinin akig sitometri ile arastirilarak etkinliklerinin karsilastiriimasi
- Sitokin seviyeleri {izerine en etkili lizatin segilmesi ve ileri deneylerde LPS ile etkinliginin
karsilastiriimasi
C. Epigenetik faktorler tizerine etkili TSA, RG108, Givinostat ve Cpn enfeksiyonu iizerine etkili Rifampinin

HMC3 ve SH-SYSY hiicrelerinde sitotoksik olmayan dozlarinin belirlenmesi

1. WST-1 yontemiyle genis konsantrasyon araliklarinda tarama yapilmasi
2. Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence RTCA-DP) kullanilarak sitotoksik olmayan
konsantrasyonlarin belirlenmesi

D. Cpn ile aktive edilmis HMC3 mikroglia ve farklilagtirilmis SH-SYSY hiicreleri ile olusturulan
ndroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde yapilan ¢aligmalar

1. Sitotoksik olmayan TSA, RG108, Givinostat ve Rifampin konsantrasyonlarinin ko-kiiltiir modelinde

hiicre canlilig iizerine etkilerinin Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi ile belirlenmesi

2. TSA, RG108, Givinostat ve Rifampinin etkilerinin inflamazom ve epigenetik kromatin

diizenlenmesi tizerine etkili genleri igeren panellerle molekiiler diizeyde arastirilmasi

2. Ap ile Olusturulmus Nérotoksisite Hiicre Modelinde Epigenetik Mekanizmalar Uzerine Etkili

flaclarin Noroprotektif Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Farklilastirilmis SH-SYSY hiicre hattinda Ap ile olusan hiicre hasart karsisinda TSA, RG108,

Givinostat ve Rifampin konsantrasyonlarinin koruyucu etkinliklerini belirlemek
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Tablo 4.1. (Devam) Yapilan ¢alismalarin sematik gosterimi

A. Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sisteminde SH-SY5Y hiicrelerinin ekimi ve farklilagtirilmasi sonrasinda
sitotoksik olmadigi belirlenen TSA, RG108, Givinostat ve Rifampin konsantrasyonlartyla inkiibasyon ve

inkiibasyon sonrasinda AP ile nérotoksisite olusturarak koruyucu etkilerin ger¢ek zamanli olarak izlenmesi

B. Konsantrasyon gruplarinin AP agregat seviyesi iizerine etkilerinin akis sitometride immiinofloresans

boyama yontemi ile belirlenmesi
C. Konsantrasyon gruplarinin apoptotik etkilerinin akis sitometride Annexin V-PI yontemi ile belirlenmesi
D. Konsantrasyon gruplarmin toplam ROS miktari {izerine etkilerinin belirlenmesi

3. Istatistiksel Analiz Calismalar

4.1. Hiicre ve Chlamydiophila pneumoniae Kiiltiiriit Calismalar:

4.1.1. SH-SYSY insan noroblastoma hiicre hattinin biiyiitiilmesi

SH-SY5Y, insan kemik iligi kokenli ndroblastoma hiicre hattidir. Bu hiicre hatti
dopamin-B-hidroksilaz enzim aktivitesine sahiptir ve bir norotransmitter olan gama
aminobiitirik asidi (GABA) glutamata cevirebilmektedir, bu nedenle siklikla insan ndronal

hiicre modeli olarak kullanilmaktadir (Dwane vd., 2013).

SH-SYSY hiicre hatti, %10 fotal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin
iceren Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) biiyiime besiyerinde %70-80
yogunluga ulasana kadar %35 oraninda CO2 igeren 37 °C’lik inkiibatorde inkiibe edilmistir.
Yeterli yogunluga ulasan hiicreler, 1-2 mL tripsin yardimiyla pipetaj yapilarak taze
besiyeriyle pasajlanmistir. Stoklanmak istenen hiicreler aymi sekilde pipetlenerek FBS ile
birlikte yarim saat buzda bekletildikten sonra, %10 oraninda DMSO eklenerek kryo tiiplere
aktarilmis ve -80 °C’deki dondurucuda stoklanmustir.

4.1.2. SH-SYSY insan noroblastoma hiicre hattinin néronal fenotipe farkhilastiriimasi

SH-SYS5Y hiicreleri, 47 kromozomdan olusan stabil bir karyotipe sahiptir ve retinoik
asit, forbol esterleri ve beyin-tiirevli norotrofik faktor (BDNF) gibi spesifik norotrofinler
dahil olmak tizere ¢esitli farkli mekanizmalarla néroblast benzeri bir durumdan olgun insan

noronlarina farklilasabilmektedirler. SH-SYSY hiicreleri retinoik asit ile muamele

edildiginde boliinme durur ve farklilagsma baglar (Péhlman vd., 1984, Xie vd., 2010).
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SH-SYSY hiicreleri oncelikle %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin igeren EMEM
biiylime besiyerinde %70-80 yogunluga ulasana kadar biiyiitiilmiis, sonrasinda ise %1 FBS,
%1 penisilin/streptomisin ve 10 uM retinoik iceren farklilagsma besiyeri icerisinde 5 giin

inkiibasyona birakilarak farklilagsmalar1 saglanmistir (Shipley vd., 2016).
4.1.3. HMC3 insan mikroglia hiicre hattinin biiyiitiilmesi

Mikroglialar, saglikli merkezi sinir sisteminin parankiminde bulunan beyin dokusuna
6zgii myeloid hiicrelerdir. Immiinolojik sistemdeki gérevlerine ek olarak, mikroglial hiicreler
sinaptik yap1 ve norojenezin diizenlenmesi de dahil olmak iizere diger serebral siireglerde

onemli rol oynar (Russo vd., 2018).

HMC3 hiicreleri, %10 FBS, %]1 penisilin/streptomisin iceren EMEM biiyiime
besiyerinde %70-80 yogunluga ulasana kadar %5 oraninda CO; igeren 37 °C’lik inkiibatdrde
biyiitiilmiistiir. Yeterli yogunluga ulasan hiicreler, 1-2 mL tripsin yardimiyla pipetaj
yapilarak taze besiyeriyle pasajlanmistir. Stoklanmak istenen hiicreler ayni sekilde
pipetlenerek FBS ile birlikte yarim saat buzda bekletildikten sonra, %10 oraninda DMSO

eklenerek kryo tiiplere aktarilmis ve -85 °C’deki dondurucuda stoklanmustir.
4.1.4. THP-1 insan akut monositik l6semi hiicre hattinin biiyiitiilmesi

Memelilerde, dolasimdaki monositler, Gram-negatif bakterilerle enfeksiyona karsi
etkili koruma saglamaktadirlar. Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarimin  bir
makromolekiiler yapisi olan lipopolisakarit (LPS) ile karsilastiginda, periferik monositler
lenf diigtimlerine gog¢ eder, dendritik hiicrelere farklilagir ve antijeni CD4" ve CD8" T
hiicrelerine sunarlar. Boylece Gram-negatif bakterilere karsi adaptif bagisiklik siireci
baslatilmis olur (Sallusto ve Lanzavecchia, 2010). Ayrica, dolasimdaki monositler doku
makrofajlarina farklilasma potansiyeline sahiptir, bdylece embriyonik olarak tiiretilmis
makrofajlarin havuzuna katkida bulunur ve istilaci patojenlerin fagositozunda yardim
saglarlar (Epelman vd., 2014). Genetik olarak tasarlanmis tiirevleri de dahil olmak {izere
THP-1 hiicreleri, monosit yapisint ve fonksiyonunu arastirmak i¢in bir model olarak

kullanilmaktadir (Bosshart ve Heinzelmann, 2016).

Sitokin c¢alismalarinda kullanilan THP-1 monosit hiicre hatt1 %10 FBS, %l

penisilin/streptomisin ve 0.05 mM 2-merkaptoetanol iceren ATCC tarafindan formiile
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edilmis RPMI-1640 (ATCC, 30-2001) besiyerinde %70-80 yogunluga ulasana kadar %5

oraninda COz igeren 37 °C’lik inkiibatdrde inkiibe edilmistir.

4.1.5. HEp-2 hiicrelerinin kiiltiirii ve Chlamydiophila pneumoniae inkliizyon

cisimciklerinin olusturulmasi

Chlamydiophila pneumoniae (Cpn), insanda solunum sistemine yerlesen ve toplumsal
kokenli pnémoni vakalarinin neredeyse %10 undan sorumlu bir klamidyal patojendir. Cpn
hiicre kiiltiirtinde izole edilmesi zor bir organizmadir bu nedenle insan epitelyal karsinoma

hiicresi olan HEp-2 hiicre hatt1 konake¢1 olarak kullanilarak inokiilasyonu saglanmistir.

HEp-2 hiicreleri %10 FBS ve %]l penisilin/streptomisin igeren ATCC tarafindan
formiile edilmis EMEM besiyerinde (ATCC, 30-2003) %70-80 yogunluga ulasana kadar %5
oraninda COz iceren 37 °C’lik inkiibatorde inkiibe edilmistir. Yeterli yogunluga ulasan

hiicreler, SH-SYS5Y hiicreleri ile ayni sekilde pasajlanmis veya stoklanmustir.

Cpn inkliizyon cisimcikleri olugturmak i¢in HEp-2 hiicreleri tripsin yardimiyla flasktan
kaldirildiktan sonra 6 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1x10° yogunlukta hiicre olacak
sekilde ekilmis ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda -85 °C’lik
dondurucuda saklanan Cpn (ATCC, 53592) ana stogundan 480 ul alinmis ve 2 dakika sonike
edildikten sonra 5520 pl besiyeri ile diliie edilerek her kuyucuga 1 ml eklenmis ve plaka 1500
g’de 1 saat santrifiij edildikten sonra 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda pis besiyeri atilmis ve hiicreler 300 uL Hanks Balanced Salt Solution ile
yikandiktan sonra 1 ml temiz besiyeri eklenmistir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
inkliizyon cisimciklerinin olusumu cins spesifik antikor boyasi igeren Pathfinder Chlamydia
Culture Confirmation System (Bio-Rad, Katalog no: 30701) ile kuyucuklarda olusan
inkliizyon cisimcikleri sayilmis ve mililitredeki ortalama inkliizyon cisimcigi sayisini ifade

eden inclusion forming unit (IFU)/ml degeri hesaplanmistir (Critchley vd., 2002).

4.2. Chlamydiophila pneumoniae ile Noroinflamasyon Modeli Olusturulmas: icin
Optimizasyon Calismalar:

4.2.1. Chlamydiophila pneumoniae lizatlarimin hazirlanmasi

Tez kapsaminda HMC3 mikroglia ve norona farklilagtirllmis SH-SY5Y insan
noroblastoma hiicre hatt1 kullanilarak olusturulmus olan ndroinflamasyon modelinde

mikroglialarin LPS yerine Cpn lizat1 ile indiiklenmesi hedeflenmistir. Bu nedenle dncelikle
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Cpn lizatinin uygun elde edilme sekli ve aktivasyon icin kullanilacak konsantrasyonunun
secilebilmesi amaciyla optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. 6 kuyucuklu plakalarda, her
kuyucukta 1x10° yogunlukta hiicre olacak sekilde HEp-2 konake1 hiicre hatt1 kullanilarak
cogaltilan 12.5x10° IFU/ml Cpn 6rnekleri su sekilde elde edilmistir:

- Kuyucuklardan toplanan Cpn siipernatanti

- Stipernatanti atilan hiicrelerin MagNA Lyser cihazinda pargalanmis lizat1 (lizis
tamponu igerisinde)

- Plaka tabanindan kazinan hiicrelerin MagNA Lyser cihazinda parcalanmis lizati

(slipernatant igerisinde)

- 40 dakika ultraviyole (UV) 15181 altinda bekletilmis plaka tabanindan kazinan hiicreler

(slipernatant ig¢erisinde, parcalanmamis)

- 40 dakika UV 15181 altinda bekletilmis plaka tabanindan kazinan hiicrelerin MagNA

Lyser cihazinda par¢alanmis lizat1 (slipernatant igerisinde)

Ornekler toplandiktan sonra santrifiijlenmis, siipernatantlar alinarak liyofilize edilmis

ve alikuotlanarak saklanmustir.

4.2.2. Monositik THP-1 hiicrelerinin makrofaja farkhlastirilmasi ve sitokin

seviyelerinin akis sitometri yontemi ile belirlenmesi

Kan hiicresi olan monositler dokuda makrofaja farklilagmaktadirlar. Bu nedenle sitokin
calismalarinda THP-1 monosit hiicreleri makrofaja farklilastirildiktan sonra deneylere devam
edilmistir. Oncelikle 5x10° THP-1 hiicresi Cedex XS (Innovatis) cihazinda sayilmis ve 24
kuyucuklu plakalara ekilmistir. Monosit/makrofaj farklilagmasini saglamak i¢in kuyucuklara
100 ng/mL konsantrasyonda forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) uygulanmis ve 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda siispansiyon haldeki THP-1 hiicreleri
farklilasma nedeniyle plaka tabanma tutunmaktadir. Kuyucuklardan PMA igeren besiyeri
uzaklastirilmig ve temiz besiyerinde hiicreler 48 saat dinlenme inkiibasyonuna birakilmistir.
48 saat sonunda kuyucuklara yukaridaki yontemlerde agiklanan Cpn lizatlar1 uygulanmistir

(Daigneault vd., 2010; Dehai vd., 2014).

Noroinflamasyon modelinde mikroglia hiicrelerinin Cpn inkliizyon cisimcikleri ile

indiiklenmesi hedeflenmistir. Bu nedenle Cpn inkliizyon cisimcikleri igeren orneklerden
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cesitli sekillerde parcalanarak elde edilen lizatlar, makrofaja degisimi gergeklestirilmis THP-
1 hiicre hatti ile muamele edilmis ve inflamatuvar cevabin ana bilesenlerinden olan
proinflamatuvar CD218a ve IL-1B sitokinlerinin Ol¢imi akis sitometri kullanilarak
belirlenmistir. 12.5x10° IFU/ml Cpn, multiplicity of infection (MOI) = 1 olacak
konsantrasyonda diliie edilerek uygulanmistir. MOI, enfekte edici ajanin tanimlanan bir
alanda enfeksiyon hedefine oranini ifade etmektedir (Appelt vd., 2008). 5x10° THP-1 hiicresi
lizerine 1 ml’de 5x10° inkliizyon cisimcigi olusturacak hacimde Cpn 6rnegi (1:10 diliie
edilmis 4 pl Cpn) eklenmistir. Toplanan 6rnekler 1100 rounds per minute (rpm) santrifiij
edilmis, daha sonra yikama ve inkiibasyon islemleri kit prosediirlerine uygun olarak
yapilmustir.

CD218a hiicre ylizeyinde yer aldig1 i¢in, 6’lik kuyucuktaki hiicreler kaldirilarak 1200
rpm’de 5 dakika satrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirllmistir. Hiicre pelleti, 2 kez
2 ml soguk PBS ile yikanmistir. Son yikamadan sonra pellet 100 pl PBS ilave edilerek
tizerine 5 ul CD218a antikoru (BD, 564675) ilave edilmistir. Daha sonra karanlikta buzun
tizerinde 20 dakika inkiibasyona birakilan tiipler inkiibasyon siiresi sonunda 2 kez daha 2 mL
PBS ile yikanarak 30 dakika iginde akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) okunmus ve

ayni cihazin analiz programi (BD Accuri C6 Software) kullanilarak veriler analiz edilmistir.

IL-1B hiicre icinde yer aldigi i¢in, 6’lik kuyucuktaki hiicreler plaka tabanindan
kaldirilarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmistir.
Hiicre pelleti, 2 kez 2 ml soguk PBS ile yikanmistir. Son yikamadan sonra siipernatant
uzaklastirllmis kalan pelletin {izerine fiksasyon ve permeabilizasyon ig¢in 500 pl
cytofix/cytoperm soliisyonu ilave edilerek 20 dk buzda bekletilmistir. 1200 rpm de 5 dk
santrifiij yapildiktan sonra, pellet 2 kez 500 pl “perm wash” ile yikanmistir. Son yikamadan
sonra pellet 100 pl perm wash ile resiispanse edilerek tlizerine 5 pl IL-1B antikoru
(BioLegend, 508206) eklenmis ve 20 dk karanlikta oda 1sisinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplere 1000 pl perm wash ilave edilerek santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda pellet 350 pl perm wash ile akis sitometri cihazinda analiz (Accuri C6,
BD) okunmus ve ayni cihazin analiz programi (BD Accuri C6 Software) kullanilarak veriler

analiz edilmistir.
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Deney sonuglarina gére UV 15181 altinda bekletilerek inaktive edilen ve MagNA
Lyser cihazinda parcalanan Cpn lizatt ve Cpn silipernatanti proinflamatuvar sitokin
seviyelerini arttirmada en etkili olarak bulunmustur. Cpn lizat1 UV 15181 altinda bekletilse de
kontaminasyona neden oldugu i¢in lizat elenerek Cpn silipernatantlar1 toplanmis ve liyofilize
edilip DMSO ile stok ¢ozeltisi hazirlanmis (50 mg/ml) ve alikuotlanarak sonraki deneylerde

ana stoktan diliie edilerek kullanilmstir.

4.2.3. Mikroglia hiicrelerini aktive eden Chlamydiophila  pneumoniae

konsantrasyonunun LPS ile karsilastirilmasi

4.2.3.1. Cesitli Chlamydiophila pneumoniae ve LPS konsantrasyonlarinin IL-1f, TNF-a

ve IL-8 gen ekspresyonlari iizerine etkilerinin arastirilmasi

Norodejeneratif hastaliklarin  neredeyse tamaminda, noéroinflamasyon varligi
gosterilmis ve oOzellikle mikroglial aktivasyonun bu hastaliklarin patojenezine katkisi
gozlenmistir. In vitro néroinflamasyon modelleri, siklikla mikroglial aktivasyona katilan
molekiilleri ve yolaklar1 karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu modellerin ¢cogunda,
mikroglial aktivasyonun ya da aday molekiillerin potansiyel antiinflamatuvar etkilerinin
arastirilmasi i¢in LPS ya da benzeri diger proinflamatuvar sitokinler kullanilmistir (Gresa-

Arribas vd., 2012).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki
0zgil bolgelerin ¢cogaltilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir (Bustin, 2000; Engiir vd., 2015).
Cesitli Cpn ve LPS konsantrasyonlarimin proinflamatuvar sitokin aktivasyonu iizerine
etkilerinin RT-PCR yontemi ile gen ekspresyonu diizeyinde karsilastirilabilmesi icin HMC3
mikroglia hiicreleri 1x10%kuyucuk yogunlukta 6 kuyucuklu plakalara ekilerek 24 saatlik
inkiibasyondan sonra, IFN-y (10 ng/ml) ile kombine halde veya yalnizca 1, 10 ve 100 pg/ml
konsantrasyonda Cpn veya LPS ile 24 saat muamele edilmistir. Daha sonra, MagNA Pure
Compact RNA Isolation Kit (Kat. No: 04802993001, Roche, Almanya) kullanilarak MagNA
Pure Compact System (Roche, Almanya) cihazinda total RNA izolasyonlar1 yapilmistir.
Izole edilen toplam mRNA miktarlari NanoDrop 2000 (Thermo Fisher, ABD)
spektrofotometrede 260 ve 280 nm’de OSlgiilmiistiir. Toplam mRNA orneklerinden esit
miktarda (500 ng/pl) kullanilarak Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Katalog
no: 05091284001, Roche, Almanya) ile kit protokolii takip edilerek cDNA, cDNA 6rnekleri
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de PCR yontemi ile ¢ogaltilarak IL-1B, TNF-a ve IL-8 (PRZ BioTech, Tiirkiye) mRNA
ekspresyon seviyeleri Light Cycler 480 Real-Time PCR System (Roche, Almanya) cihazi ile
belirlenmistir. Housekeeping gen olarak aktin-beta (ACTB) kullanilmistir. IL-103, TNF-a, IL-
8 ve ACTB’ye ait gen dizilimleri Tablo 4.2.’de yer almaktadir. Sonug olarak se¢ilen aktif
genlerin RT-PCR yontemiyle “Advanced Relative Quantification” programi (Software
Release 1.5.0 SP4 version 1.5.0.39) kullanilarak kontrol grubuna goére amplifikasyon
diizeyindeki artis ya da azaliglar analiz edilmistir.

Tablo 4.2. IL-18, TNF-a, IL-8 ve ACTB dizilimleri

Genler Kisa ad1 Baz Dizisi
(Forward Primer- Reverse Primer)

Interl6kin-1 Beta IL-1P Forward: 5’-AAGATGCTGGTTCCCTGCC-3’
Reverse: 5’-GCGTGCAGTTCAGTGATCGTAC-3’
Tiimor nekroz faktorii-alfa TNF-a Forward: 5’>-GGCTTTCGGAACTCACTGGA-3’
Reverse: 5’-CCCGTAGGGCGATTACAGTC-3’
Interlokin-8 IL-8 Forward: 5’-CCGGAAGGAACCATCTCACT-3’
Reverse: 5’-ACTTCTCCACAACCCTCTGC-3’
Aktin beta ACTB Forward: 5’-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3’

Reverse: 5’-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3’

4.2.3.2. Akag sitometride cesitli Chlamydiophila pneumoniae ve LPS konsantrasyonlarinin

aktif mikroglia belirteci (CD11b antikoru) iizerine etkilerinin belirlenmesi

Aktif mikroglia ve farklilagtirilmis SH-SYS5Y hiicreleri ile ko-kiiltiir ndroinflamasyon
modeli olusturabilmek i¢in, oncelikle proinflamatuvar sitokin gen ekspresyonu diizeyleri
tizerinde en etkili konsantrasyon olarak bulunan 100 ng/ml LPS + IFN-y (10 ng/ml)
konsantrasyon grubu ile, IFN-y (10 ng/ml) kombine halde uygulanan 10, 100 ng/ml ve 1
png/ml Cpn konsantrasyonlarinin, aktif mikroglia belirteci olan CD11b antikoru tizerindeki
etkileri 24 ve 48 saat siireyle karsilastirilmistir. Bu amagla, HMC3 mikroglia hiicreleri 12
kuyucuklu plakalara 75x10° yogunlukta ekilmis ve 24 saat inkiibasyon sonrasinda
konsantrasyon gruplari ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda
hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilip Cell Staining Buffer (BioLegend, Kat. No: 420201) ile
5 dakika santrifiij edilmis ve slipernatant atilmistir. 100 pl Cell Staining Buffer icerisinde
diliie edilen 5 ul Human TruStain Fcx (BioLegend, Kat. No: 422302) Fc reseptor blokorii
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soliisyonuyla 10 dakika oda sicakliginda spesifik olmayan immiinofloresan boyamanin
azaltilmasi i¢in bloklama yapilmigtir. Santrifiij ile blokor atilmis ve hiicreler 20 pl Cell
Staining Buffer igerisinde 1:5 diliie edilen 5 pl PE anti-mouse/human CD11b Antibody
(BioLegend, Kat. No: 101208) ile 15 dakika karanlikta ve buz iizerinde bekletilerek
boyanmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler 2 ml Cell Staining Buffer ile 2 kez yikanmis
ve 500 pl tampon ile BD Accuri™ C6 akis sitometri cihazinda analiz edilmistir.
4.3. WST-1 Yontemiyle Sitotoksik Olmayan Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene
disulfonate), memeli hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu, hiicre canliligini ve sitotoksisiteyi
6lgmek icin kullanilan bir tetrazolyum tuzudur. Deney protokolii, WST-1 tetrazolyum
tuzunun hiicresel mitokondriyal dehidrojenazlarla formazan tuzuna doniismesine dayanir.
Canli hiicrelerin sayis1 arttikca, mitokondriyal dehidrojenazlarin aktivitesi ve sonugta olusan
formazan tuzu miktar1 artar. Inkiibasyon disinda, yikama ve c¢oziiniirlestirme asamasi

icermedigi igin diger sitotoksisite 6lgme yontemlerinden daha hizli ve hassastir (Engiir ve

Dikmen, 2017).

WST-1 yontemiyle, genis konsantrasyon araliklarinda 6n tarama yapilmistir. SH-
SY5Y ve HMC3 hiicreleri %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren EMEM biiylime
besiyerinde 37 °C’ de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicreler %80 yogunlugua
ulagtiktan sonra Cedex XS (Innovatis, ABD) cihazinda sayim yapilarak 96 kuyucuklu
plakalara her bir kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde ekilmis ve hiicrelerin plakalara
yapismalar1 i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda besiyerleri, TSA,
Givinostat, RG108 ve Rifampin (200, 100, 50, 25 ve 12.5 uM); LPS ve liyofilize Cpn
stipernatant1 (200, 100, 50, 25 ve 12.5 pg/ml) igeren 100 pl besiyeri ile degistirilmistir.
Kontrol grubu olarak %0.1 DMSO iceren besiyeri kullanilmis ve hiicreler 24 ve 48 saat
siiresince inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda plakalardaki mevcut
besiyerleri igerisine 10 pl WST-1 soliisyonu ilave edilerek hiicreler 4 saat inkiibatdrde
bekletilmistir. Sonrasinda plakalarin absorbans degerleri Cytation 3 Cell Imaging Multi-
Mode Reader’da 540 nm dalga boyunda, her bir konsantrasyon icin 8 tekrar olacak sekilde
okunmustur. Kontrol kuyularinin absorbans degerleri ortalamast %100 kabul edilmis ve

diger konsantrasyonlarin % canlilik degerleri hesaplanmistir (Kaya-Tilki vd., 2016).
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4.4. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence RTCA-DP) Kullanilarak SH-
SY5Y ve HMC3 Hiicre Canliliginin Belirlenmesi Calismalar:

XCELLigence RTCA-DP sistemi, altin elektrotlar iceren 6zel plakalarin (E-plate),
hiicrelerin plaka tabanina tutunmasiyla olusan elektriksel sinyali istenilen Ol¢lim
araliklarinda ekrana yansitmasi yontemiyle gercek zamanl veriler olusturan bir cihazdir. E-
plakalardan belirlenen araliklarla cihaza aktarilan veriler, literatiirde birimsiz “cell index
(CI)” (hticre indeksi) olarak kabul edilen bir deger olarak hesaplanir. E-plaka kuyucuklarinda
hiicre proliferasyonu arttikga cihaza aktarilan sinyaller de paralel olarak artmaktadir

(Limame vd., 2012; Mustafa vd., 2015).

Bu sistem kullanilarak 16’lik altin ve elektrot kapli plakalara her bir kuyucukta 5x103
hiicre olacak sekilde deney 6ncesinde farklilastirilmis ve farklilasmamis SH-SY5Y ve HMC3
hiicreleri ekilmis ve bir log fazina ulasincaya kadar (24 saat) beklenmistir. 24 saat sonunda
cihaz durdurularak mevcut besiyeri iizerine TSA, Givinostat, RG108 ve Rifampin’in 100, 10
ve 1 uM konsantrasyonlar1 uygulanarak hiicre canliligi gercek zamanli olarak izlenmis ve
RTCA DP Software 1.2.1 programinda 24. ve 48. saat ICso degerleri analiz edilmistir. Ayn1
zamanda 24 ve 48. saatteki hiicre indeksi degerleri kullanilarak slope grafikleri ¢izilmis ve
kontrol kuyularinin CIl degerleri ortalamasit %100 kabul edilerek bulunan % canlilik

degerlerinin istatistiksel yonden anlamlilig1 belirlenmistir.

4.5. Chlamydiophila pneumoniae ve Farkhlastirilmis SH-SY5Y Hiicreleri ile

Noroinflamasyon Ko-kiiltiir Modelinin Olusturulmasi

Santral sinir sisteminin yerlesik bagisiklik hiicreleri olan mikroglialar, kontrollii
inflamatuvar cevaplara aracilik ederek nodronlarin isleyisini ve hayatta kalmalarim
destekleyen ortami stirdiirmede faydali bir rol oynamaktadirlar (Block vd., 2007). Yaralanma
veya ¢esitli uyaranlara cevap olarak mikroglia aktif forma dontiisiir ve bir dizi morfolojik ve
fonksiyonel degisiklik gecirerek hem koruyucu hem de sitotoksik faktorler salgilayarak
noronal fonksiyonlari ve ndron canliligini etkilerler (Luo ve Chen, 2012). Bu siirecte yasanan
bozulmalar sonucunda pro-inflamatuvar sitokinler salgilayan aktif mikroglianin

noroinflamatuvar hasara biiyiik katki sagladig bilinmektedir (Block vd., 2007).

Cpn enfeksiyonunun inflamazom yolagi ve epigenetik kromatin diizenlenmesi ile

iligkili enzimler {izerindeki olas1 etkilerinin arastirilmast i¢in optimize edilen
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ndroinflamasyon modelinde kullanilan plaka (Sekil 4.1.) ve deney protokoliiniin sematik

gosterimi (Sekil 4.2.) asagida yer almaktadir.

Sekil 4.1. Néoroinflamasyon modeli icin kullanilan 6 kuyucuklu plaka (Sol) ve 0.4 um por agikligina sahip iist

odacik (Sag).
1 3 —\\ Transwell /I—
y G % = 3 . HMC3 Hiicreleri

SH.SYSY Hicreleri g I X X X I X »

%1 FBS + %1 Penisilin/Streptomisin +

10 pM Retinoik Asit iceren EMEM Besiyeri

%10 FBS + %1 Penisilin/Streptomisin iceren EMEM Besiyeri
+
- s TS TS & Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml)

5 giin 5nce SH-SYSY hiicreleri farkhlasma icin ekilir. 24 saat once besiyeri Cpn+IFN-y iceren besiyeri ile degistirilir.
(Alt odacik) (Ust odacik)

2 —\\ Transwell /I_ 4 —\\ Transwell /I_

24 saat aktive edilmis HMC3 hiicreleri

HMC3 Hiicreleri

OO OO®®

%1 FBS iceren EMEM besiveri

Néronal fenotipe farkhilastirilmis SH-SYSY hiicreleri

0610 FBS + %1 Penisilin/Streptomisin igeren EMEM Besiyeri . X X X X

48 saat 6nce HMC3 hiicreleri Cpn ile aktivasyon icin ekilir. ~ AKtif HMC3 hiicreleri ve farkhlastirilms SH-SYSY
(Ust odacik) hiicreleri birlestirilerek konsantrasyonlar uygulanir.

(Alt ve iist odacik birlestirilir.)

Sekil 4.2. Cpn ile olusturulmus néroinflamasyon modelinin sematik gésterimi.

Cpn ile aktive edilen mikroglia ve farklilagtirilmis SH-SY5Y hiicreleri ile olusturulan
noroinflamasyon ko-kiiltiir modeli sonrasinda SH-SY5Y hiicrelerinden mRNA eldesi

amaglanmistir. SH-SYSY hiicrelerinin verimli bir sekilde farklilagabilmesi i¢in her deney

49



grubu 3 tekrarli olacak sekilde mRNA eldesi tasarlanan giiniin 5 giin 6ncesinde SH-SY5Y
hiicreleri %1 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve 10 puM RA igeren EMEM farklilagma
besiyeri igerisinde 3x10° yogunlukta 6 kuyucuklu plakalara ekilmis ve farklilasma igin
birakilmistir. Deneyden 48 saat 6nce HMC3 hiicreleri %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin
iceren EMEM besiyeri igerisinde 3x10° yogunlukta 6 kuyucuklu plakalarin {ist odaciklarina
ekilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda mevcut besiyeri mikroglia aktivasyonu i¢in
Cpn (1 pg/ml) + IFN (10 ng/ml) igeren besiyeri ile degistirilmistir. Aktivasyon i¢in 24 saat
inkiibe edilen iist odaciklardaki mevcut besiyeri atildiktan ve hiicreler PBS ile yikandiktan
sonra, ayn1 sekilde besiyeri atilan ve yikanan farklilagmis SH-SY5Y hiicrelerinin bulundugu
6 kuyucuklu plakalara yerlestirilmis ve %1 FBS ve %]l penisilin/streptomisin EMEM
farklilasma besiyeri igerisinde Tablo 4.3.’de goriilen konsantrasyonlar uygulanmistir.
Uygulanacak ila¢ konsantrasyonlari, RT-PCR ile yapilan IL-1B, TNF-a ve IL-8 gen

ekspresyonu ¢aligmalarinin sonuglarina gore belirlenmistir.

Tablo 4.3. Noroinflamasyon ko-kiiltiir modeli olusturulan konsantrasyon gruplart.

Konsantrasyonlar HMC3 Aktivasyonu Ko-Kiiltiir Sonras1 Uygulanan

Konsantrasyonlar

Kontrol Farklilagsma Besiyeri Farklilagsma Besiyeri
Cpn Cpn (1 ug/ml) + IFN-y (10 ng/ml) Farklilagsma Besiyeri
TSA Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) TSA (100 nM)
Rifampin Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) Rifampin (100 nM)
Givinostat Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) Givinostat (100 nM)
RG108 Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) RG108 (100 nM)
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45.1. Chlamydiophila pneumoniae ve farkhlastirilmis SH-SY5Y Hiicreleri ile
olusturulan néroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde hiicre canhihigmin Gercek

Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile izlenmesi ¢calismalari

xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi, daha dnce bahsedildigi gibi
hiicre canliligim1 invaziv olmayan bir sekilde izlemek icin birbirine kenetlenmis altin
mikroelektrotlar iceren plakalar1 kullanarak elektriksel empedansi gercek zamanli birimsiz
hiicre indeksi verileri olarak (CI) ekrana aktaran bir cihazdir (Ke vd., 2011). Bu sistemde
kullanilan altin elektrotlar igeren 6zel plakalarin igerisine yerlestirilen E-plate Insert’ler

araciligiyla, hiicre-hiicre etkilesimlerini ger¢ek zamanli olarak izlemek miimkiin olmaktadir

(Sekil 4.3.) (Thibeault vd., 2014).

2l
/l
L«
A\
A
i
r

@ 0.4 uM por capina sahip gegirgen insert membrani

Efektor hiicreler

Sinyal molekiilleri

ans Hedef hiicreler

Altin elektrotlarla kaph E-plate kuyucugu

Sekil 4.3. Ger¢ek zamanl hiicre analizi ¢alismalarinda kullanilan xCELLigence RTCA-DP cihazi (4), E-plate

ve E-plate Insert (B) ve xCELLigence ile olusturulan ko-kiiltiir modelinin sematik gosterimi (C).
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Cpn ile aktive edilen mikroglia ve farklilagtirilmis SH-SYSY hiicreleri ile olusturulan
ndroinflamasyon ko-kiiltiir modeli sirasinda hiicre canliliginin ger¢ek zamanli izlenmesi
amactyla, oncelikle SH-SYSY hiicreleri %1 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve 10 uM RA
iceren EMEM farklilasma besiyeri igerisinde her kuyucukta 5x10% hiicre olacak sekilde E-
plate’lere ekilmis ve 5 giin siireyle farklilagsma igin inkiibe edilmistir. E-plate ve E-plate
Insert’ler birlestirilerek ko-kiiltiir modeli uygulanmadan 48 saat 6nce HMC3 hiicreleri %10
FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren EMEM besiyeri igerisinde 5x10% yogunlukta E-plate
Insert’lerin i¢ine ekilmis ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda mevcut besiyeri mikroglia
aktivasyonu i¢in Cpn (1 pg/ml) + IFN (10 ng/ml) iceren besiyeri ile degistirilmistir.
Aktivasyon i¢in 24 saat inkiibe edilen E-plate Insert’lerdeki mevcut besiyeri atildiktan ve
hiicreler PBS ile yikandiktan sonra, ayn sekilde besiyeri atilan ve yikanan farklilagmis SH-
SYSY hiicrelerinin bulundugu E-plate’lerin iizerine E-plate Insert’ler yerlestirilmis ve %1
FBS ve %] penisilin/streptomisin EMEM farklilasma besiyeri igerisinde konsantrasyonlar

uygulanmistir. Deney gruplar1 Tablo 4.4.°de agiklanmustir.

Tablo 4.4. Ger¢ek Zamanii Hiicre Analiz Sistemi ile noroinflamasyon ko-kiiltiir modeli olusturulan ve hiicre

canliligy izlenen konsantrasyon gruplari.

Gruplar HMC3 Aktivasyonu Ko-Kiiltiir Sonrasi Uygulanan

Konsantrasyonlar

Kontrol Biiylime Besiyeri Farklilagsma Besiyeri
Cpn Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) Farklilagma Besiyeri
TSA + Cpn Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) TSA (100 nM)
Rifampin + Cpn Cpn (1 ug/ml) + IFN-y (10 ng/ml) Rifampin (100 nM)
Givinostat + Cpn  Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) Givinostat (100 nM)
RG108 + Cpn Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) RG108 (100 nM)
LPS LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 Farklilagma Besiyeri
ng/ml)
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Tablo 4.4. (Devam) Ger¢ek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi ile noroinflamasyon ko-kiiltiir modeli

olusturulan ve hiicre canliligi izlenen konsantrasyon gruplari.

TSA + LPS LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 TSA (100 nM)
ng/ml)

Rifampin + LPS LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 Rifampin (100 nM)
ng/ml)

Givinostat + LPS LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 Givinostat (100 nM)
ng/ml)

RG108 + LPS LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 RG108 (100 nM)
ng/ml)

Deney sirasinda ko-kiiltiir gruplarinin yani sira, E-plate Insert icermeyen kuyucuklarda
farklilasmig E-plate’ler iizerinde farklilagtirilmis SH-SYSY hiicrelerine yalnizca Cpn (1
ug/ml) + IFN-y (10 ng/ml), LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml), TSA (100 nM), Rifampin
(100 nM), Givinostat (100 nM) ve RG108 (100 nM) uygulanmis ve hiicre canlilig1 izerindeki

etkileri kontrol amaciyla gercek zamanli olarak kaydedilmistir.

4.6. Chlamydiophila pneumoniae Enfeksiyonunun Etkilerinin Gen Diizeyinde

Arastirillmasi1 Calismalari

Cpn enfeksiyonunun, inflamazom yolagi ve epigenetik kromatin diizenlenmesi ile
iligkili enzimler tlizerindeki etkilerinin gen ekspresyonu diizeyinde arastirilmasi amaciyla
Cpn ile olusturulan néroinflamasyon ko-kiiltiir modelinden 6ncelikle mRNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bu amacgla, MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Kat. No:
04802993001, Roche, Almanya) kullanilarak MagNA Pure Compact System (Roche,
Almanya) cihazinda total RNA izolasyonlar1 yapilmistir. izole edilen toplam mRNA
miktarlart1 NanoDrop 2000 (Thermo Fisher, ABD) spektrofotometrede 260 ve 280 nm’de
Olctlilmiistiir. Toplam mRNA Orneklerinden esit miktarda (500 ng/ul) kullanilarak
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Katalog no: 05091284001, Roche,
Almanya) ile kit protokolii takip edilerek cDNA elde edilmistir. cDNA ornekleri de PCR
yontemiyle ¢ogaltildiktan sonra, inflamazom gen ailelerini i¢eren inflamazomla iliskili gen

paneli (Roche, Realtime Ready Custom panel 96, 05582563001) (Tablo 4.5.) ve epigenetik
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kromatin modifikasyonundan sorumlu enzimleri diizenleyen enzimleri igeren gen paneli
(Roche, Realtime Ready Custom panel 96, 100141919) (Tablo 4.6.) kullanilarak ekspresyon
seviyeleri Light Cycler 480 Real-Time PCR System (Roche, Almanya) cihazi ile

belirlenmistir. Housekeeping gen olarak aktin-beta (ACTB) kullanilmistir. Sonug olarak

secilen aktif genlerin RT-PCR yontemiyle “Advanced Relative Quantification” programi

(Software Release 1.5.0 SP4 version 1.5.0.39) kullanilarak kontrole gére amplifikasyon

diizeyindeki artis ya da azaliglar analiz edilmistir.

Tablo 4.5. Inflamazom ile iliskili genler ve primer dizilimleri.

Genler Acilim Primer Dizilimi
BCL2 B-Hiicreli Lenfoma 2 Forward: 5’-TGGTGTATCAGATGCTCAAAGG-3’
Reverse: 5-AGAATCTTCAGTTCACAGTCCTCA-3’
BCL2L1 B-Hiicreli Lenfoma 2-Benzeri 1 Forward: 5’-CACCTGTGGTCCACCTGAC-3’
Reverse: 5°-AGCTGGCTGGACATCTCG-3’
BIRC2 Bakuloviral IAP Tekrar iceren Protein ~ Forward: 5’-TTTATTCCTTGTGGTCATCTGGT-3’
2 Reverse: 5’-TTGATTATACCCCTGCAAATAGG-3’
BIRC3 Bakuloviral IAP Tekrar Iceren Protein  Forward: 5’-TGAGGGAAATAATTGTTGGTAATG-3’
3 Reverse: S-TTCAATGCTTTGTTTCCAGGT-3’
CARDG6 Kaspaz Dahili Alan1 Aile Uyesi 6 Forward: 5’-GGTAACTTTAACCATGTTTCCTTGA-3’
Reverse: 5’-CCACTTAGGCCTCTGCTCTG-3’
CASP8 Kaspaz-8 Forward: 5>-TGCAGTTCCTTCTGTGGTGA-3’
Reverse: 5’-GAAAACACTTCCCTCCAGCA-3’
CFLAR CASP8 ve FADD Benzeri Apoptoz Forward: 5°-AGTGCAGTGGCATCATCTTG-3’
Diizenleyici Reverse: 5’-AGGCTGAGGCAGGAGAATC-3’
CHUK Korunmus Helix-loop-helix Ubikuitéz  Forward: 5’-CCAAAGTGTATATTTGCATGTGAAG-
Kinaz 3’
Reverse: 5’-CCAGTTTTCCATGGGTTCTACT-3”
CTSB Katepsin B Forward: 5’-TACCTGGTTTGCATAGATGATTG-3’
Reverse: 5-TGGAAGCCGGATCCTAGA-3’
CXCL2 Kemokin (C-X-C motif) Ligand 2 Forward: 5’-TGGTGTATCAGATGCTCAAAGG-3’
Reverse: 5’-AGAATCTTCAGTTCACAGTCCTCA-3’
FADD Flavin Adenin Diniikleotid Forward: 5’-AGGTAGCCCAGCACTGTGAA-3’
Reverse: 5’-AGGTGGTCTGTGGCTCACTC-3’
HSP90AA1 Is1 Sok Proteini 90kDa Alfa Forward: 5°>-CCAAAGAGCGGAGGAAGAG-3’
(Sitozolik), Uye Al Reverse: 5’-GACAGTCCCTGTCCCGAAG-3’
HSP90AB1 Is1 Sok Proteini 90kDa Alfa Forward: 5>-TCTGTAATTTTGTGCTGTGAAAGG-3’
(Sitozolik), Smif B Uye 1 Reverse: 5’-GGAGCAATTAAATCCGGACA-3’
HSP90B1 Is1 Sok Proteini 90kDa Beta Uye 1 Forward: 5’-TTGATGGGAAGAGGTTCCAG-3’
Reverse: 5’-CTCCTTAGTTTTCTCACTTTCATCG-3’
IFNB1 Interferon Beta 1 Forward: 5’-CTTTGCTATTTTCAGACAAGATTCA-3’
Reverse: 5>-GCCAGGAGGTTCTCAACAAT-3’
IFNG Interferon Gamma Forward: 5’-GGAAAGAGGAGAGTGACAGAAAA-3’
Reverse: 5’-TTGGATGCTCTGGTCATCTTTA-3’
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Tablo 4.5. (Devam) Inflamazom ile iliskili genler ve primer dizilimleri.

IKBKB

IKBKG

IL12A

IRAK1

IRF1

IRF2

MAP3K7

MAPK1

MAPK12

MAPK13

MAPK3

MAPKS

MAPK?9

NFKB1

NFKBIA

NFKBIB

NLRP1

NLRP12

NLRX1

NOD1

Niikleer Faktor Kappa-B Kinaz Alt
Birim Beta Inhibitori
B-Hiicrelerinde Kappa Light
Polipeptid Gen Arttiricisinin
Inhibitorii

Interldkin-12 Alfa Alt Birimi
Interlokin-1 Reseptorii ile Tliskili
Kinaz 1

Interferon Diizenleyici Faktor 1

Interferon Diizenleyici Faktor 2

Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz
Kinaz Kinaz1 7

Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz
1

Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz
12

Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz
13

Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz
3

Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz
8

Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz
9

Niiklear Faktor NF-kappa-B p105 Alt
Unitesi

NFKB Inhibitori Alfa
NFKB Inhibitorii Beta

NACHT, LRR ve PYD Alanlari
Tastyan Protein 1

NACHT, LRR ve PYD Alanlari
Tasiyan Protein 12

NLR Aile Uyesi X1

Niikleotit baglayici oligomerizasyon
alani i¢eren protein 1

Forward: 5°>-CACGGATCCCACGTATGG -3’
Reverse: 5’-CCCGTGACCATGTTCAAGATA-3’
Forward: 5°>-GACGTACTGGGCGAAGAGTC-3’
Reverse: 5’-CCCTGTTCTGAAGGCAGGT-3’

Forward: 5°>-CACTCCCAAAACCTGCTGAG -3’
Reverse: 5>-TCTCTTCAGAAGTGCAAGGGTA-3’
Forward: 5°>-TGGAGCCCAGTAGGTCAAGA-3’
Reverse: 5>-GCTACCACGCCAGGCTAATA-3’
Forward: 5°>-GGCAAGGGCTGGCTTACT-3’
Reverse: 5>-CCGCAGTCTCCGTAGGTC-3’
Forward: 5°>-CTCAGCAACATGGGGACTC-3’
Reverse: 5’-TCCGGTTTGTTGGAAGTGAC-3’
Forward: 5°-
GAAGAAAAATAATGGAAAATGGAAGT-3’
Reverse: 5’-GCCTGGTTTATTTCTCATTTGGT-3’
Forward: 5°>-CCCACACAAGAGGATTGAAGT-3’
Reverse: 5>-CTCGTCACTCGGGTCGTAAT-3’

Forward: 5’-AAGACCTCTGGCCGACCT-3’
Reverse: 5’-GCTCTGAGGTTTCTGAGAGCAC-3’

Forward: 5’-AAGGGCTTCTACAAGCAGGA-3’
Reverse: 5>-TCGGGGACACGTAGGTCTT-3’

Forward: 5°>-GAGGGGAGGAGTGGAGATG-3’
Reverse: 5’-GACCCCCTCGGTTCTACG-3’

Forward: 5°-GCCAGCCTTGTCATTGTTCT-3’
Reverse: 5>-TGTCCTCTTCCCTCCATCTTT-3’

Forward: 5’-TGACGGTGTGGAGGGTTT-3’
Reverse: 5’-TAGGCACGCTCGCCTCTA-3’

Forward: 5°>-TAGCCTGCCATGTTTGCTG-3’
Reverse: 5’-AGCCAGGTGCAGTGCTGT-3’

Forward: 5°-GCTGATGTCAATGCTCAGGA-3’
Reverse: 5’-ACACCAGGTCAGGATTTTGC -3’
Forward: 5’-CCCTTCATTTGGCAGTGG-3’
Reverse: 5’-CTGCCCTCAGGAGAAGCTC-3’
Forward: 5>-TTGTTGACTAGGCGCTGTTC-3’
Reverse: 5>-CTGGCTCCCAGGTTTCTTC-3’

Forward: 5’-CGGGAGCTGGACTTGAGTT-3’
Reverse: 5’-GATGTTGCAGCCCCTCAG-3’

Forward: 5°>-TTCCTGCGCCTCAACTTC-3’
Reverse: 5’-CCATCAGGGACAAATTGGAG-3’
Forward: 5°-CTGGTTGGCTTCAGCAATG-3’
Reverse: 5°-GGTGGTGTGGTCCAGGAG-3’
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Tablo 4.5. (Devam) Inflamazom ile iliskili genler ve primer dizilimleri.

PEA15

PYCARD

PYDC1

RAGE

RELA

RIPK?2

SUGT1

TAB1

TAB2

TIRAP

TNF

TNFSF4

TXNIP

ACTB

Astrositik fosfoprotein PEA-15

CARD Igeren Apoptoz ile Iligkili
Leke Benzeri Protein
Pirin Alani Tastyan 1

Gelismis Glikasyon Son Uriinleri i¢in
Reseptor

Niikleer Faktor NF-Kappa-B P65 Alt
Birimi

Reseptor-Etkilesimli Serin / Treonin-
Protein Kinaz 2

SKP1 Homologunun G2 Alelini
Baskilayict

TGF-Beta Aktiflestirilmis Kinaz 1
(MAP3K7) Baglayici Protein 1
TGF-Beta Aktiflestirilmis Kinaz 1
(MAP3K7) Baglayici Protein 2
Toll-interldkin 1 Reseptorii (TIR)
Alani Tasiyan Adaptdr Protein

Tiumor Nekroz Faktor

Tiimor Nekroz Faktor Siiperailesi Uye
4

Tiyoredoksin ile Etkilesen Protein

Aktin, beta

Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:

Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:

Forward:
Reverse:
Forward:

Reverse

5-GAGAATAAGGAGCCTTTCTTATGGA-3’
5’-TCTGCTGAAAAGAACCCTGTC-3’
5’-GAACTGGACCTGCAAGGACT-3’
5’-TCCTCCACCAGGTAGGACTG -3’
5’-CAATCCCCACCTCAACAATTT-3’
5’-CTAGAGGGTCCCCCAGTTTC-3’
5’-GACGGTTGCTAGGGTGACA-3’
5’-CCTCGAAGGAGAGCGTTAGA-3”
5’-AGGTCTCTGCCGGCTCTT-3"
5’-TGGAGAGAGCCAGTGCTGT-3’
5’-TCAGCTCTGGTTCGGAGAAG-3’
5’-CCGCAACACTAGGTCACGA-3’
5’-CTCGGATGCCCTAATCGAC-3’
5’-TGGTTTCTGTTCCAAAGCCTTA-3’
5’-TCATCTGTTGTAAACGTTCAGGAG-3’
5’-CCTGGCTCCTTTCCACCT-3’
5’-AAGGACGCTGCTTACTCAGAA-3’
5’-TGCAGTGAGCTCATCTCTACG-3’
5’-CCTCCAATGTGTACTTTTGTGC-3’
5’-TTCAGCAAAAGAGGGGTCA-3’

5’-CGCTCCCCAAGAAGACAG-¥’
5’-CCACGATCAGGAAGGAGAAG-3’
5’-GCCAAGATTCGAGAGGAACA-3’
5’-TGCAGGCAGATGTAGGTGAA-3’

5’-ATGCCCCTGAGTTCAAGTTC-3’
5’-ACTGCACATTGTTGTTGAGGA-3’
5’-GCTACGAGCTGCCTGACG-3’

: 5’-GGCTGGAAGAGTGCCTCA-3

Tablo 4.6. Epigenetik kromatin modifikasyonundan sorumlu enzimleri diizenleyen genler ve primer dizilimleri.

Genler Agcilimi Primer Dizilimi
RPS6KA5  Ribozomal Protein S6 Kinaz Forward: 5’-GAAATGGATCCCACTTATTCTCC-3’
Reverse: 5°-AGGAGCAACAAAGGAATAGCC-3’
KAT2B Lizin Asetiltransferaz 2B Forward: 5’-CCAGCTAGGCATCCAAACAG-3’
Reverse: 5°-AGGGAAGATGAGGTTGAATTGTA-3’
HDAC4 Histon Deasetilaz 4 Forward: 5’-CTTGCTGGGAAACGAGCTT-3’
Reverse: 5>-GTTTGCATTGGGTCTTTGCT-3’
NCOA1 Niiklear Reseptor Koaktivator 1 Forward: 5°>-TGCAGCAGAATGTCTTCCAG-3’
Reverse: 5’-AAAGTTGGCCTCACCTTGG-3”
SETD2 SET Alam Iceren 2 Forward: 5’-AGGAACGATCTCGTAAGAAGGA-3’
Reverse: 5’>-CCCTCACCATTTTCCATCAG-3’
MLL Miyeloid/Lenfoid ya da Karma Forward: 5’-AGCAGCTCTCATTTGCAGGT-3’
Kokenli Losemi Reverse: 5’-ATGAGGAACACAACTGCATCA-3’
SETD4 SET Alani Iceren 4 Forward: 5°-TCGAAGCTACTTAGGGGCATAC-3’
Reverse: 5°-TGAAACTAAAAAGGTGCACAGC-3’
HDACS6 Histon Deasetilaz 6 Forward: 5’-GGCATGGCCATCATTAGG-3’

Reverse

: 5’-CCACGTGGTTGAACATGC-3’
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Tablo 4.6. (Devam) Epigenetik kromatin modifikasyonundan sorumlu enzimleri diizenleyen genler ve primer dizilimleri.

AURKA Aurora Kinaz A Forward: 5°-GCAGATTTTGGGTGGTCAGT-3’
Reverse: 5>-TCCGACCTTCAATCATTTCA-3’
DOTIL DOT-1 Benzeri, Histon H3 Forward: 5’>-CGTTTTAATTGACTATGACACCAAA-3’

Metiltransferaz Reverse: 5’-GGCACGGTTGTACTTGTCG-3’
CHITA Smif II, Major Doku Uyusmast Forward: 5’-CAGGGAGGCTTATGCCAATA-3’

Kompleks Transaktivatorii Reverse: 5’-TCTGGTCCTATGTGCTTGAAAA-3’
DNMT3A DNA Metiltransferaz 3 Alfa Forward: 5>-ACTACATCAGCAAGCGCAAG-3’

. Reverse: 5’-CACAGCATTCATTCCTGCAA-3’
CARM1 Koaktivator Hiskili Arjinin  Forward: 5’-AACCACACCGACTTCAAGGA-3’

Metiltransferaz 1 Reverse: 5’-AAAAACGACAGGATCCCAGA-3’
HDACS8 Histon Deasetilaz 8 Forward: 5’-GGCAGTTGGCAACACTCAT-3’
Reverse: 5’-GTCAAGTATGTCCAGCATCGAG-3’
MLL5 Miyeloid/Lenfoid ya da Karma Forward: 5>-AAGTCCTCCAAAAATGAGCAAG-3’
Kokenli Losemi 5 Reverse: 5>-TGTGAATATTTTCCCGTGTGC-3’
HDAC7 Histon Deasetilaz 7 Forward: 5’-CCATGGGGGATCCTGAGT-3’
Reverse: 5’-GAGAACTCTCGGGCGATG-3”
PRMTS5 Protein Arjinin Metiltransferaz 5 Forward: 5’-TGAATTGTCGCCTGAGTGC-3’
Reverse: 5’-GGGATGCTCACACCATCAT-3’
HDAC5 Histon Deasetilaz 5 Forward: 5’-CAGCTACAGCTGGGCAAGAT-3’
Reverse: 5’-CTCCTCAGGGTGGGTGGT-3’
KDM4C Lizin Spesifik Demetilaz 4C Forward: 5’-CCAAGAGAGTGAAAGCTCGATT-3’
Reverse: 5’-GCTCCATAAAACGTGTCTTCAAA-3’
AURKC Aurora Kinaz C Forward: 5’-ATTGCAGATTTTGGCTGGTC-3’
Reverse: 5’>-GTCCAGTGTCCCACACATTG-3’
PAK1 P21  Protein  (Cdc42/Rac)-Aktive Forward: 5’-ACGGTTTGAGAAGATTGGACA-3’
Edilmis Kinaz 1 Reverse: 5’-GTGGCCACATCCATTGCT-3’
PRMT7 Protein Arjinin Metiltransferaz 7 Forward: 5’-GAGGACCTACAGGGCAGAAA-3’
Reverse: 5-CAGCAGGCTGGTAGTGAAGA-3’
SETDB2 SET Alani, Bifurkasyonlu 2 Forward: 5’-GTGGCATTCTTCACCAACAG-3’
Reverse: 5’-CCCACATTGGCAGAAGATTT-3’
SETDB1 SET Alani, Bifurkasyonlu 1 Forward: 5’-GCATCAAGGATGAGGGAGAC-3’
Reverse: 5’-CATCTTGTTTCGGTCGTCAG-3’
SETD6 SET Alam Iceren 6 Forward: 5’-GGATGAAAAGGAGCCCAACT-3’
Reverse: 5’-CTACCATCCGAAGACAATTCG-3’
KAT5 Lizin Asetiltransferaz 6 Forward: 5>-GGTTTTTCCCCAGAATGGAG-3’
Reverse: 5-TCAGAGCTGTCCTGGGAGTC-3’
UBE2A Ubikuitin Baglayict Enzim E2A Forward: 5’-TGTGTCTTCCATTCTAACATCCA-3’
Reverse: 5-TGCAGAAACACGCTTTTCATA-3’
NSD1 Niiklear Reseptor Baglayict SET Alan  Forward: 5°-GGAATTCCCAGTTTGACACC-3’
Proteini 1 Reverse: S-GTTTCTTCTCTGACCGCACA-3’
KDM5C Lizin Spesifik Demetilaz 5C Forward: 5’-CGAACGCATTGTTTATCCCTA-3’
Reverse: 5’-CAAATGGACGTGTGTTACACTG-3’
SETD7 SET Alam Iceren 7 Forward: 5’-ATGGATAGCGACGACGAGA-3’
Reverse: 5’-TAATCCGTCATCGTCCAGGT-3’
KDM4A Lizin Spesifik Demetilaz 4A Forward: 5’-ATGGAAGGGGTGGAGGAT-3’
Reverse: 5’-TTTGTCCCTATTCGGTGCTT-3’
PRMT6 Protein Arjinin Metiltransferaz 6 Forward: 5’-GAGGGGAGGGAACTGAAGAG-3’

Reverse: 5°>-CCGTTCCCGCTTAGTCCT-3’
SUV420H1 Cesitlilik Baskilayict 4-20 Homolog 1 Forward: 5’-CCTCTCAGGAGTCGGTATGC-3”

Reverse: 5>-GGTTTCCCTAGAAGGCATCA-3’
MYST?2 MYST Histon Asetiltransferaz 2 Forward: 5°-GACGATCTGCTCGAGTCACC-3’

Reverse: 5-ATTTCGAACAGGACTGGAATCT-3’
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Tablo 4.6. (Devam) Epigenetik kromatin modifikasyonundan sorumlu enzimleri diizenleyen genler ve primer dizilimleri.

HDAC3

DZIP3

EHMT?2

SETD5

SMYD3

UBE2B

KDM5B

WHSC1

DNMT1

HDAC11

SETD1A

ATF2

KAT2A

KDM6B

PRMT3

SETD1B

ASH1L

PRMT1

HDAC2

PRMT?2

RNF2

HAT1

SUV39H1

MYST3

KDM1A

MLL3

Histon Deasetilaz 3

DAZ ile iliskili Protein 3
Histon-Lizin-N-Metiltransferaz,H3
Lizin-9 Spgsifik 3

SET Alani Igeren 5

SET ve MYND Alani I¢eren 3
Ubikuitin Baglayicit Enzim 2B
Lizin Spesifik Demetilaz 5B
Wolf-Hirschhorn Sendrom Aday1 1
DNA Metiltransferaz 1

Histon Deasetilaz 11

SET Alani igeren 1A
Transkripsiyon Faktor Aktivatorii 2
Lizin Asetiltransferaz 2A

Lizin Spesifik Demetilaz 6B
Protein Arjinin Metiltransferaz 3
SET Alani Iceren 1B

Ashl Benzeri

Protein Arjinin Metiltransferaz 1
Histon Deasetilaz 2

Protein Arjinin Metiltransferaz 2
Yiiziik Parmagi Proteini 2

Histon Asetiltransferaz 1

Cesitlilik Baskilayici 3-9 Homolog 1
MYST Histon Asetiltransferaz 3
Lizin Spesifik Demetilaz 1A

B Melanoma Antijen Ailesi, 3. Uye

Forward: 5’-TGCATTGTGCTCCAGTGTG-3’

Reverse:

5’-CTTGACATATTCAACGCATTCC-3’

Forward: 5’-TCAACAAGGAATTGCTCTACAGTC-3’

Reverse:

5’-TCTTCTTCCTCATTCTGTAACTCTTCT-3’

Forward: 5’-GGGACCTTCATCTGCGAGTA-3’

Reverse:

5’-TCTCACATCAGCCTCAGCAT-3’

Forward: 5’-AAGCAGGACAACATATCAGGTG-3’

Reverse:

5’-CACAGTGGAAGGAGAAAGCTC-3”

Forward: 5’-TATCCTCCAGACTCCGTTCG-3’

Reverse:

5’-TGAAGGTGCTCCATCCATAA-3’

Forward: 5’-GCTGGATGAACCGAATCCTA-3’

Reverse

: S>-TCATATTCTCGTTTGTTTTCCTGA-3’

Forward: 5>-TAGAACCCGAGGAGACAACG-3’

Reverse:

5’-TGCTTGATGCTACTCTTCATTTCT-3’

Forward: 5°’-ATGGGCAGCTTAAAATGTGG-3’

Reverse:
Forward:
Reverse:

5’-ACAGCTGGGTTCTCACTTCAG-3’
5’-GATGTGGCGTCTGTGAGGT-3’
5’-CCTTGCAGGCTTTACATTTCC-3’

Forward: 5’-CTCCAGGGCTACCATCATTG-3’

Reverse:

5’-TTGTCGTCCATGAAGTCTCG-3’

Forward: 5’-GAGACAGAGGTGTCGGATGG-3’

Reverse:

5’-CAGAGAACATTTGGAAGACGAA-3’

Forward: 5’-TGAAGTGGCACAGCTGAAAC-3’

Reverse:

5’-TCTTCTGAACTATCATCTTTATCAGCA-3’

Forward: 5>-GTTGTGAGCACCCCTTGG-3’

Reverse:

5’-TCTCCACATCCACCACCA-3’

Forward: 5’-CACCCACTGTGGTCTGTTGT-3’

Reverse:

5’-TGTCTCCGCCTCAGTAACAG-3’

Forward: 5’-ACTAGTGTCATTGCGGACCTC-3’

Reverse:
Forward:
Reverse:

5’-AGCTTTCTGTTCGTATTTTGTCCT-3’
5’-CCTGAGCGAGCTCCAGAA-3’
5’-GGCAAGGGGAGCATCATA-3’

Forward: 5’-CATTCCCTTGGAGGCTGTAG-3’

Reverse:

5’-CCTTTACTCCTTTGGGTCTCC-3’

Forward: 5’-CCCAACGCCAAGAACAAC-3’

Reverse:

5’-AGCTGGCCCTTGAAGTCC-3’

Forward: 5’-TTGTTTCAATCTAACAGTCAAAGGTC-3’

Reverse:

5’-CAACATTACGGATTGTGTAGCC-3’

Forward: 5’-GACGTGCTGGTGTCTGAGTG-3’

Reverse:

5’-GGCATACAGGATGGACTCG-3’

Forward: 5’-TGAAGATACAGGCCATGAACAG-3’

Reverse:

5’-TCTGCTCCACTACCATTTTCAA-3’

Forward: 5’-GGTGATCGTAGCTCGGAAAT-3’

Reverse:

5-TGTTACATTTGTACTCTGCCAGTTT-3’

Forward: 5’-CATGGAGTACGTGGGAGAGAT-3’

Reverse:

5’-CCTGACGGTCGTAGATCTGG-3’

Forward: 5’-ACAAAGCCCACGCTGAAG-3’

Reverse:

5-ATTGTGGTGTTTGCGCTTT-3’

Forward: 5’-CCACATTTCGCAAAGGAAAC-3’

Reverse:

5’-AGCCATAGGATTCCCTCCA-3’

Forward: 5’-GAAAAAGGAAACCATACAGACCA-3’

Reverse

: 5’-TTGCCCAGTTCGACTTCTTT-3
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Tablo 4.6. (Devam) Epigenetik kromatin modifikasyonundan sorumlu enzimleri diizenleyen genler ve primer dizilimleri.

AURKB

SETDS8

SETD3

MYST1

MYST4

HDAC1

CSRP2BP

CDYL

DNMT3B

DPEP2

ESCO1

ESCO2

HDAC10

HDAC9

MYSM1

NCOA3

NCOAG6

NEKG6

PRMTS

RNF20

RPS6KA3

uUSsP21

USP16

uspP22

ACTB

Aurora Kinaz B

SET Alam iceren 8

SET Alani iceren 3

MY ST Histon Asetiltransferaz 1
MYST Histon Asetiltransferaz 4
Histon Deasetilaz 1

CSRP Baglayici Protein 2
Kromodomain Protein, Y-benzeri
DNA Metiltransferaz 3 Beta
Dipeptidaz 2

Uyum Kurulmasi 1 Homolog 1
Uyum Kurulmast 1 Homolog 2
Histon Deasetilaz 10

Histon Deasetilaz 9
Myb-benzeri, SWIRM ve MPN
Alanlar 1

Niiklear Reseptor Koaktivatorii 3
Niiklear Reseptor Koaktivatorii 6
NIMA-iligkili Kinaz 6

Protein Arjinin Metiltransferaz 8
Yiiziik Parmagi Proteini 20
Ribozomal Protein S6 Kinaz
Ubikuitin Spesifik Peptidaz 21
Ubikuitin Spesifik Peptidaz 16
Ubikuitin Spesifik Peptidaz 22

Aktin Beta

Forward: 5°>-ATTGCTGACTTCGGCTGGT-3’
Reverse: 5>-GTCCAGGGTGCCACACAT-3’
Forward: 5°>-AGTGGGAAGGAAGAAGGAATG-3’
Reverse: 5°>-GTCGGTGATCTCGATGAGG-3’
Forward: 5°-CCGAGTATTCTGTATGACTGAAGAAG-3’
Reverse: 5>-GAAATTCCGAGTTCCCCAAG-3’
Forward: 5°>-AGCAACATCTCCGTGTACGA-3’
Reverse: 5>-CAGCAGACACAGGTTCTGACA-3’
Forward: 5°>-CGTTTGAAGTTCCAATTCTGGT-3’
Reverse: 5°>-ACTGCATTCGGGTGAAGAAC-3’
Forward: 5°>-CGATGGCCTGTTTGAGTTCT-3’
Reverse: 5°>-TTCACAGCGATGTCCGTCT-3’
Forward: 5°>-ATAACAAGCCCCCAACGAT-3’
Reverse: 5’-AAAGTTGGTTTTGAGGCTGCT-3’
Forward: 5’-CAGCATCTCCGTGAGCAGT-3’
TTTGTCAACAATCCTTTCAACCT-3’

Forward: 5°>-TCCTATCGAAAAGCCATGTACC-3’
Reverse: 5’-GGTCCTCCAATGAGTCTCCA-3’
Forward: 5’-TGGGAAGCGTTAGGAACTTG-3’
Reverse: 5°>-GGCAGGTAGGTCAGGTGATT-3’
Forward: 5°>-AGGAATGGTTTTGTCTAATTTTCTTC-3”
Reverse: 5’>-CCTTTTGTGCTGCCGTTTAG-3’
Forward: 5°>-TGGCAGCTCTTACTCCAAGG-3’
Reverse: 5’-ACAGATTTTCAGTGAAGTGTAAAAGG-3’
Forward: 5°>-GGGGAGGGACCTCTGAACT-3’
Reverse: 5’-ACGCTCGATCTCGCACTC-3’
Forward: 5’-GCACAAGATGCAAAGGATGAT-3’
Reverse: 5’-TTAACCTGGACCGCACCTT-3’
Forward: 5°-ATATCGAAGGGGACGTGGTA-3’
Reverse: 5’-AACTGATGCTGTATTTTCACCACT-3’
Forward: 5°>-CAGGGCAGGGAGTTATTGAT-3’
Reverse: 5>-CCACAAATAGGAAACCATCCA-3’
Forward: 5°-AAGTGTGGAAAATGGACATCG-3’
Reverse: 5>-GATTGCACCGCACTGGTTAT-3’
Forward: 5>-TTGGACTCGTTTATCGAAGACA-3’
Reverse: 5’-GCCGCTTCTGCTTCTTAAAGT-3’
Forward: 5°-GATTGAAGGTGGGGCAGTC-3’
Reverse: 5’-CAGGTCATGTCAAAGCCATAGA-3’
Forward: 5°>-AGGACCCAAGCCTTAGAGATG-3’
Reverse: 5’-CCAACTCCAGTTGTGCTTTG-3’
Forward: 5°>-GCAAATTATGGATGAACCTATGG-3’
Reverse: 5>-TTGCAATTTCTTTGATACTGACTTCT-3’
Forward: 5>-TCTTTCCTCCATGTTTCCAGA-3’
Reverse: 5>-CACACTGGGAGCATCTTGTG-3’
Forward: 5°>-GCTCCTCCTGTTCTTACTCTTCA-3’
Reverse: 5’>-TGTGTTTGTTAACTTTGCGTAGG-3’
Forward: 5°>-ACGTCACCTGCCAAGTCTG-3’
Reverse: 5’-GGGGAGATCCAAGCTGATG-3’
Forward: 5°>-TCCTCCCTGGAGAAGAGCTA-3’
Reverse: 5’-CGTGGATGCCACAGGACT-3’
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4.7. Amiloid Beta ile Olusturulmus Norotoksisite Hiicre Modelinde Epigenetik

Mekanizmalar Uzerine Etkili flaclarin Noroprotektif Etkilerinin Arastiriimasi

4.7.1. Amiloid Beta ile indiiklenen norotoksisite modelinin olusturulmasi

Alzheimer hastaligindaki patolojik bozulma, esasen amiloid prekiirsér proteinden
(APP), B ve y-sekretazlarin ardisik eylemiyle iiretilen B-amiloid (AB) peptidinin asiri
iretilmesiyle iligkilidir. Alzheimer hastalar1 iizerinde yapilan calismalarda iki g¢esit AP
varyantina rastlanmigtir: Ap (1-40) ve (1-42). Bu formlardan A (1-42) varyanti, Alzheimer
hastalarinda daha baskin olarak bulunan toksik formdur (Findeis, 2007).

Deney Oncesinde SH-SYSY hiicre hatti, %1 fotal sigir serumu (FBS), %l
penisilin/streptomisin ve 10 pM retinoik asit igeren EMEM farklilasma besiyeri igerisinde
her kuyuda 5x103 hiicre olacak yogunlukta xCELLigence cihazi ile uyumlu altin elektrotlar
iceren Ozel plakalara ekim yapilmis ve cihaz iizerinden gercek zamanli olarak gozlenerek 5
giin siireyle noronal fenotipe farklilasma saglanmistir. Farklilasma saglandiktan sonra,
noroprotektif etkinin belirlenmesi amaciyla mevcut besiyeri igerisinde toksik olmadigi
belirlenen Trikostatin A, Givinostat (ITF2357), RG108 ve rifampinin 100 nM, LPS/IFN-
y’nin 100 ng/ml ve Cpn/IFN-y lizatinin 1 pg/ml konsantrasyonlarini igeren besiyerleri ile
degistirilmis ve 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Deneyin 6ncesinde 0.02 M NaOH
iceren PBS icgerisinde ¢0ziilmiis Ham's F12 Nutrient Mixture besiyeri ile 50 uM
konsantrasyonda diliile edilen B-amiloid (1-42) proteini 37 °C’lik inkiibatorde 7 giin
bekletilerek peptit agregatlarinin olusumu saglanmistir. Ilag konsantrasyonlari ile 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda 50 pM konsantrasyonda -amiloid (1-42) peptit agregatlari taze
besiyeri ile 5 uM’a seyreltilerek 100 pl besiyeri icerisinde kuyucuklara eklendikten sonra
XCELLigence Real-Time Cell Analyzer cihazinda hiicre canlilig1 verileri 24 saat boyunca

gercek zamanli olarak analiz edilmistir (Kucukkiline vd., 2017).

4.7.2. Akis sitometride immiinofloresans boyama yontemi ile AP agregatlarinin

belirlenmesi

Norotoksisite modelinde olusturulan A agregatlarinin ve konsantrasyon gruplarinin
bu agregatlar iizerindeki noroprotektif etkisinin belirlenmesi amaciyla, akis sitometri

yardimiyla AP agregatlarinin kantitatif olarak Sl¢iimii yapilmistir. Bu amacla, 24 kuyucuklu
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plakalara 25x10° yogunlukta ekilen farklilasmus SH-SYSY hiicreleri iizerine AP
norotoksisite modeli uygulanmis ve inkiibasyon siireleri sonunda, Immunofluorescence
Application Solutions Kit (Cell Signaling Technology, Kat. No: 12727) ile kit protokoliine
uygun olarak boyanmustir. Oncelikle hiicreler 1xPBS soliisyonu ile yikanmis ve tripsin
yardimiyla plakadan kaldirilarak 15 mL’lik santrifiij tiipleri i¢erisinde %4 formaldehit ile oda
sicakliginda 15 dakika fikse edilmistir. Hiicreler 1xPBS ile 3 kez yikanmis ve soguk %100
metanol ile -20 °C’de 10 dakika bekletilerek permeabilize edilmistir. Hiicreler yikandiktan
sonra sonra birincil antikorun B-Amyloid (1-42 Specific) (D9A3A) Rabbit mAb’nin (Cell
Signaling, 14974S) 6zgiil olmayan baglanmalarini 6nlemek amaciyla hiicreler kit igerisinde
yer alan bloklama soliisyonuyla 1 saat inkiibe edilmistir. Antikorlar1 sulandirmak amaciyla
kit igerisinde yer alan antikor diliisyon soliisyonu kullanilmis ve birincil antikor 1:500
oraninda diliie edilmistir. Sulandirilan antikor her kuyucuga 200 pl dagitilmis ve plaka bir
gece +4 °C’de birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, birincil antikoru igeren karisim
kuyucuklardan ¢ekilip atilmis ve hiicreler 1xPBS ile 3 kez yikanmistir. Yikama sonrasinda
birincil antikorda kullanilan ayni soliisyonla 1:500 oraninda sulandirilan ikincil antikor
(Anti-rabbit 19G (H+L), F(ab")2 Fragment (Alexa Fluor 594 Conjugate), Cell Signaling
Technology (Kat. No: 8889) her kuyucuga 200 pl dagitilmis ve 1 saat karanlikta, oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler, soguk 1xPBS
ile bir kere yikanmis ve sonrasinda 400 pl PBS icerisinde BD Accuri™ C6 akis sitometri

cihazinda analiz edilmistir.
4.7.3. Akis sitometride Annexin V-PI yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Alzheimer hastaliinda gozlenen senil plaklarin ana bileseni olan hidrofobik Af
peptidinin birikiminin, hastalarda biligsel islev bozuklugunun ilerlemesi ile iligkili oldugu
bilinmektedir. AP proteininin, hem in vitro hem de in vivo nérotoksik etkileri vardir ve
0zellikle noron kiiltiiriinde AP maruziyetinin ndronal apoptoz ile sonuglandig gosterilmistir
(Qin vd, 2009).

Annexin V-PI ile yontemi, saglikli hiicre zarlarinin i¢ kisminda bulunan
fosfatidilserinin apoptotik hiicrelerde hiicre zarinin pargalanmasi ile birlikte hiicrenin dig
kismina ¢ikmasi temeline dayanir (Van Engeland vd., 1998). Floresan izotiyosiyanat (FITC)

ve Annexin V’in hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani akis sitometri ile
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oOl¢iilebilmektedir. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin V baglanmasi goriilebildigi
icin ikinci boya olarak propidyum iyodiir eklenmektedir. Annexin V-FITC ve nekrotik boya
olan propidyum iyodit ile akis sitometride boyama 0Ozelliklerine gore, canli hiicreler
([AnnexinV- /PI-]), erken apoptotik hiicreler ([AnnexinV+ /PI-]), ge¢ apoptotik hiicreler
([AnnexinV+ /PI +]) ve nekrotik hiicreler ([AnnexinV- /PI +]) birbirinden ayirt
edilebilmektedir (Overbeeke vd., 1998; Tesarik vd., 1998).

24 kuyucuklu plakalara 25x10° yogunlukta ekilen farklilasmis SH-SYS5Y hiicreleri
lizerine AP ndrotoksisite modeli uygulanmis ve 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda plakadan
tripsin yardimiyla kaldirilmigtir. Daha sonra, CF 488A Annexin V and Pl Apoptosis Kit
(Biotium, Kat. No: 30061) protokoliine uygun olarak boyama yapilmistir. Hiicreler 1xPBS
ile yikandiktan sonra kit i¢erisinde yer alan Annexin V baglama tamponu ile PI diliie edilerek
calisma soliisyonu hazirlanmistir. Santrifiij tliplerine alinarak 100 pul Annexin V baglanma
tamponu ilave edilen 6rneklere 5 pul Annexin V ve 2 ul PI calisma soliisyonu eklenmistir.
Ornekler 30 dakika buzda ve karanlikta inkiibe edildikten sonra her tiipe 400 ul Annexin V
baglanma tamponu eklenmis ve 6rnekler BD Accuri C6 akis sitometri cihazinda 6l¢iilerek

analiz edilmistir (Kaya-Tilki vd., 2016).

4.7.4. Toplam reaktif oksijen tiirevleri (ROS) miktarinin belirlenmesi

Norodejeneratif hastaliklarin patojenezinde, lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin ROS-
aracili oksidatif hasar1 anahtar bir rol oynamaktadir (Lagowska-Lenard vd., 2008). Deney
gruplarinin, AP ndrotoksisite modeli uygulanan SH-SY5Y hiicrelerindeki koruyucu etkilerini
belirlemek amaciyla, toplam ROS miktarinin 6l¢timii Total ROS/Superoxide Detection Kit
(ENZ-51010, Enzo) ile kit prosediiriine uygun sekilde yapilmistir. %1 FBS, %1 Penisilin-
streptomisin ve 10 uM retinoik asit igeren EMEM farklilasma besiyeri ile 2x10* yogunlukta
96 kuyucuklu plakaya ekilen SH-SYSY hiicreleri ve 5 giin inkiibasyonda farklilasmaya
birakilmustir. Inkiibasyondan sonra hiicrelere dnce 24 saat konsantrasyonlar (100 nM TSA,
Rifampin, RG108 ve Givinostat; 100 ng/ml LPS ve 1 pug/ml Cpn + 10 nM IFN-y)
uygulanmistir. Deneyden 30 dakika 6nce negatif kontrol gruplarina ROS inhibitoéri 5 mM
N-asetil sistein (NAC) uygulanmis ve yarim saat inkiibe edildikten sonra kit igerisinde

bulunan “ROS/Superoxide Detection Solution” kuyucuklara 100 pL eklenmistir. Ayni iglem
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kit prosediiriine gore ROS inhibitorii 5 mM N-asetil sistein (NAC) uygulamasi yapilmadan
da kontrollii olarak yapilmistir. Boyanmis hiicrelerin florometrik analizi, 490/525 nm ve
550/620 nm filtre setleri kullanilarak, Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (BioTek)
cihazinda okuma yapilarak analiz edilmistir (Zhao vd., 2013).

4.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler ve grafiklerin cizilmesi igin GraphPad Prism 6.0
programi1 kullanilmistir. Elde edilen veriler tek yonlit ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi
uygulanarak analiz edilmistir. Anlamlilik degerleri; p>0.05 fark yok, p<0.05%*, p<0.01*%*,
p<0.001*** ve p<0.0001**** olarak degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. SH-SYSY Kiiltiirii ve Farkhlastirma Calismalarinin Degerlendirilmesi

SH-SYS5Y insan ndroblastoma hiicreleri farklilagmamis haldeyken hizla proliferasyona
ugrarlar ve kutuplasmamis halde bulunurlar. Genellikle kiimeler halinde biiylirler ve
olgunlasmamis noron belirteglerini ifade etmektedirler (Kovalevich ve Langford, 2013).
Farklilastiklarinda ise proliferasyon azalir, kutuplagsma artar ve dallanmis, uzun norit gelisimi
baglar (Gimenez-Cassina vd., 2006; Kovalevich ve Langford, 2013). Primer noron
kiiltiirlinlin her zaman miimkiin olmamasi, etik problemler ve smirli sayida boliinme
kapasitesi nedeniyle, arastirmacilarin SH-SYS5Y ndroblastoma hiicrelerini kiiltlir ortaminin
manipiilasyonu yoluyla daha olgun, noéron benzeri bir fenotipe sahip hiicrelere
farklilastirabilmesi, sinirbilim arastirmalar1 alaninda sayisiz fayda saglamistir (Kovalevich
ve Langford, 2013).SH-SY5Y hiicreleri oncelikle %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin i¢eren
EMEM biiyiime besiyerinde %70-80 yogunluga ulasana kadar biiyiitiilmiis, sonrasinda ise
%1 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve 10 uM retinoik iceren farklilagma besiyeri igerisinde
5 giin inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler farklilasma siiresi boyunca 0., 1, 3. ve 5. giin
fotograflanmigtir. SH-SYSY hiicrelerinin kutuplastii, dallandigi ve norit gelisiminin

basladig1 Sekil 5.1.’de goriilmektedir.

: ) 7 = y ) .
0 ; . Farkhlagmamisg S : Farklilagma 1. Giin

=}

|, Farklilasma3. Giin 3 < : Farklilasma 5. Giin

7

Sekil 5.1. SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hattimin 5 giin siireyle néronal fenotipe farklilastirilmasi

(Mikroskop biiyiitmesi 10x, bar ¢ubugu: 200 um).
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Literatiirde yer alan ¢aligmalarda, kromozom olarak stabil insan SH-SY5Y
noroblastoma hiicre hattinin olgun ndronal hiicrelere farklilasma yetenegi daha Once
gosterilmistir (Biedler vd., 1973; Encinas vd., 2000; Gimenez-Cassina vd., 2006; Christensen
vd., 2011; Shipley vd., 2016; Shipley vd., 2017). SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri, ana
hiicre hatti1 SK-N-SH'den tiiretilmis bir alt klondur. Farklilasmamuis, boliinebilen SH-SY5Y
hiicreleri yaklagik olarak 3-10 giinde terminal olarak farklilasir. Terminal olarak farklilasma,
hiicrelerin artik boliinmedigi, nérotrofine bagimli hale geldigi ve néronal bir fenotipe sahip
oldugu durum olarak tanimlanmaktadir. Bu doniisiim sirasinda epitel benzeri hiicreler, RA
eklenmesi ve serum diizeyi disiiriilerek serum acligr araciligiyla ortadan kaldirilir. Serum
achiginin epitel hiicrelerde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Allsopp vd., 2000;
Schamberger vd., 2005). RA ise noronal hiicrelerde tirozin reseptor kinaz (Trk) B'yi aktive
ederek sadece ndrotrofine bagimli hiicrelerin hayatta kalmasina yol agar (Pdhlman vd., 1995;
Encinas vd., 2000; Patapoutian ve Reichardt, 2001). Sonug olarak, ¢ok az epitel hiicresi kalir
veya hi¢ kalmaz, bu da olgun insan néronlarina benzeyen homojen bir hiicre popiilasyonuna
yol acar ve farklilasmis SH-SYSY hiicre hattinin primer néron kiiltiiri modeli olarak

kullanilabilmesine olanak saglamaktadir.

5.2. Chlamydiophila pneumoniae Kiiltiirii ve Lizatlarin Hazirlanmasi Calismalarinin

Degerlendirilmesi

Cpn’nin hiicre kiiltiiriinde izole edilmesi zor bir organizma olmasi sebebiyle insan
epitelyal karsinoma hiicresi olan HEp-2 hiicre hatt1 konak¢i olarak kullanilmis ve Cpn
inokiilasyonu saglanmistir. Bu amagla HEp-2 hiicreleri %10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin iceren EMEM medyumda %70-80 yogunluga ulasana kadar %5
oraninda COz iceren 37 °C’lik inkiibatorde inkiibe edilmistir. HEP-2 hiicrelerinin goriintiisii

Sekil 5.2.’de goriilmektedir.
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Sekil 5.2. HEP-2 hiicrelerinin goriintiisii (Mikroskop biiyiitmesi: sol 4x, sag 10x; bar ¢ubugu: sol 500 um, sag
200 pm).

Cpn inkliizyon cisimcikleri olugturmak i¢in HEp-2 hiicreleri tripsin yardimiyla flasktan
kaldirildiktan sonra deneyden 48 saat dnce 6 kuyucuklu plakada ¢ogaltilmistir. 72 saat Cpn
ile inkiibe edilen HEP-2 hiicrelerinin goriintiisii Sekil 5.3.’de yer almaktadir.

Sekil 5.3. Cpn ile muamele edilen HEP-2 hiicrelerinin géoriintiisii (Mikroskop biiyiitmesi: 20x, bar ¢gubugu: 100
um).

HEP-2 hiicreleri konak¢i olarak kullanilarak Cpn inkliizyon cisimcikleri
olusturulduktan sonra olusum cins spesifik antikor boyasi igeren Pathfinder Chlamydia
Culture Confirmation System (Bio-Rad, Katalog no: 30701) ile dogrulanmustir (Sekil 5.4.).
Dogrulama sonrasinda, inkliizyonlar sayilmis ve ortalamalar alinmis (12.5 IFU/ml),
yontemlerde agiklanan sekilde kuyucuklardan ornekler toplanmis ve liyofilize edilerek

saklanmustir.
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1000 pm

Sekil 5.4. Cpn inkliizyon cisimciklerinin goriintiisii (sol: 2.5x, sag: 10x).

Daha 6nce bahsedildigi gibi klamidya ailesinin diger iiyelerinin aksine Cpn baglangic
kiiltiirii, yayilmasi ve izolasyonu zor bir bakteridir. Hiicre kiiltiiriinde biiyiimesi yetersiz ve
olusan inkliizyonlar diger klamidyalarda goriilenlerden daha kiiciik olmasina ragmen
izolasyon en iyi sekilde hiicre kiiltiiriiyle gergeklestirilebilmektedir (Kuo vd., 1995). Kuo ve
Grayston tarafindan TW-183 ve AR39 suslar1 ile yapilan bir ¢alismada, Cpn'nin ilk
izolasyonu i¢in HelLa 229 hiicre hattinin McCoy hiicre hattina gore daha duyarli oldugu
bildirilmistir (Kuo ve Grayston, 1988). Sonrasinda Cles ve Stamm tarafindan yapilan bir
calismada, insan akciger tlirevli bir hiicre hattt olan HL hiicrelerinin TW-183 susu icin
baslangi¢ inokiilasyonu ve pasaj i¢in daha duyarli oldugu gosterilmistir (Cles ve Stamm,
1990). Kuo ve Grayston daha sonra ii¢ Cpn susu (TW-183, AR39 ve AR388) kullanarak Cles
ve Stamm’in bulgusunu dogrulamistir (Kuo ve Grayston, 1990). Bahsedilen hiicre hatlarinda,
C. trachomatis ile oldugu gibi, inokulumun tek katmanli hiicre tabakasi {iizerine
santrifiijlenmesi ve konak¢1 hiicre metabolizmasini inhibe etmek icin kiiltlir ortamina
sikloheksimidin veya dietilaminoetil (DEAE)-dekstran gibi bir maddenin dahil edilmesi
izolasyon duyarhiligini arttirmaktadir. Ancak Roblin ve arkadagslari tarafindan HelLa 229,
McCoy, HL, HEp-2, ve HTED hiicre hatlarinin, TW-183 susu ve diger iki klinik izolatin
inokiilasyonuna duyarliliklarinin karsilastirildigi bir calismada, en duyarli hiicre hattinin
HEp-2 oldugu bildirilmis ve ayn1 zamanda bu hiicre hattinda DEAE-dekstranla veya benzeri
bir madde ile 6n muamele gerekmedigi gosterilmistir. HEp-2 hiicreleri DEAE-dekstran ile

inokiilasyon oncesinde muamele edildiginde, bu madde HEp-2 hiicrelerinde iyilesme
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yoniinde olumsuz bir etkiye sebep olmus ve goriilmesi zor, kii¢iik inokiilasyonlara sebep
olmustur (Roblin vd., 1992). Biitiin bu bilgiler 1s181nda, diger hiicre hatlarinin aksine pasaj
ve 6n muamele gerektirmemesi, 6zellikleri iyi bilinen ve ticari olarak satin alinabilen bir
hiicre hattt olmasi sebebiyle, ¢alismamizda Cpn kiltiirii icin HEp-2 hiicre hatt1 tercih

edilmistir.

Hazirlanan Cpn Orneklerinin THP-1 hiicre aktivasyonu iizerindeki etkinligi sitokin
calismasiyla karsilastirilmistir.  Sitokin Olglimii  sonuglarima goére Cpn siipernatanti,
slipernatant1 atilan hiicrelerin MagNA Lyser cihazinda pargalanmis lizati, 40 dakika UV 15181
altinda bekletilmis plaka tabanindan kazinan hiicreler, 40 dakika UV 15181 altinda bekletilmis
plaka tabanindan kazinan hiicrelerin MagNA Lyser cihazinda parcalanmis lizatindan
hazirlanan gruplarin, MO makrofaj kontrol grubuna gore IL-1B sitokin diizeyini sirasiyla
%25.2, 15.7, 24.3 ve 25.6; ve CD218a i¢in de sirasiyla %24.2, 12.3, 20.5 ve 21.4 oraninda
artirmistir (Sekil 5.5.). Stipernatanti atilan hiicrelerin MagNA Lyser cihazinda lizis tamponu
icerisinde pargalanmis lizat1 ise hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi nedeniyle deney disi
birakilmistir. Deney sonuglarina gore en yiiksek sitokin artisi, IL-1f i¢in 40 dakika UV 15181
altinda bekletilmis plaka tabanindan kazinan hiicrelerin MagNA Lyser cihazinda par¢alanmis

lizat1 ile CD218a i¢in ise Cpn siipernatanti olarak belirlenmistir.

A = BO1 THP-1 Kaontrol B = BOZ MO
= Gate: [Mo Gating] = Gate: [Mo Gating]
5 2
— ow
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= = . BE.8%
2 = - -y
—_ = - i
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Sekil 5.5. Akis sitometri yontemiyle belirlenen IL-18 ve CD218a sitokin miktarlari. (A: THP-1 kontrol, B: MO
kontrol, C: Cpn siipernatantindan elde edilen lizat, D: Siipernatanti alinan hiicrelerin MagNA Lyser
cihazinda par¢alanan lizati, E: UV 15181 altinda bekletilmis siipernatant igerisinde plaka tabanindan
kazinan hiicrelerin lizati, F: UV 15181 altinda bekletilmis siipernatant icerisinde plaka tabanindan
kazinan ve MagNA Lyser cihazinda par¢alanmus hiicrelerin lizati).
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Sekil 5.5. (Devam) Afkus sitometri yontemiyle belirlenen IL-15 ve CD218a sitokin miktarlar.
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Sekil 5.5. (Devam) Akus sitometri yontemiyle belirlenen IL-15 ve CD218a sitokin miktarlar.

IL-1'in B (IL-1B) formu, bir¢ok hiicre tipi tarafindan salinan bir proinflamatuvar
sitokindir ve enfeksiyon sirasinda 6nemli bir inflamasyon aracisidir. IL-1f tiretimi, birden
fazla seviyede diizenlenme ve tipik olarak aktivasyon ve salim i¢in iki ayr1 sinyal gerektiren
oldukca siki kontrol edilen bir siirectir. Bir proinflamatuvar sinyal ilk olarak NF-kB
aktivasyonuna ve 35-kDa 6ncii proteini olan pro-lL-1p'nin sentezine yol agar. ikinci sinyal,
pro-1L-1B'y1 olgun ve biyolojik olarak aktif I[L-1B'ya pargalayan, evrimsel olarak korunmus

bir sistein proteaz olan ve inflamazom olarak bilinen bir multiprotein kompleksi yoluyla

70



biyolojik olarak aktive edilmesi gereken bir protein olarak iretilen kaspaz-1'in
aktivasyonunu igerir (Meylan vd., 2006). Bizim sonuglarimiza benzer olarak, Cpn
enfeksiyonunun IL-13 da dahil olmak {izere, TNF-0, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuvar
sitokin ekspresyonunu indiikledigi daha 6nceki galismalarda gosterilmistir (Heinemann vd.,
1996; Netea vd., 2000; Blessing vd., 2002). Sonrasinda IL-1p indiiksiyonuna TLR2/MyD8&8
sinyalizasyonu aracilifiyla NLRP3 inflamazomunun aktivasyonunun aracilik ettigi

bildirilmistir (He vd., 2010; Shimada vd., 2011).

CD218a, diger adiyla IL-18RI1, bakteriler, viriisler ve protozoalar gibi hiicre ici
mikroplarla enfeksiyona karsi konak savunmasinda kritik bir rol oynayan giicli bir
proinflamatuvar sitokindir. Bununla birlikte, bu faktoriin ayn1 zamanda siddetli inflamatuvar
bozukluklar1 indiikleme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir, bu da IL-18'"in astim gibi
cesitli inflamatuvar bozukluklarda patofizyolojik role sahip oldugunu diisiindiirmektedir
(Nakanishi vd., 2001). TNF-a ve IL-1B’nin aksine, Cpn’nin, MyD88 bagimli ancak TLR2,
TLR4 ve CDI14 bagimsiz yolaklar araciliiyla de novo protein sentezini igermeyen

posttranskripsiyonel mekanizmalarin aracilik ettigi, [L-18 iiretimini indiikledigi bildirilmistir

(Netea vd., 2004).

Noroinflamasyon caligmalarinda model olarak genellikle farklilagtirilmig THP-1
hiicreleri kullanilmas1 nedeniyle, sitokin ¢alismasinda Cpn 6rneklerinin farkli yolaklardan
aktive olan proinflamatuvar sitokinler tizerindeki etkinligi karsilagtirilmistir (Lee vd., 2010;
Little vd., 2012; Madeira vd., 2014; Lee vd., 2015). IL-1p ve CD218a sitokin deneyi
sonuglarina gore UV 15181 altinda bekletilerek inaktive edilen ve MagNA Lyser cihazinda
pargalanan Cpn lizati ve Cpn siipernatantindan elde edilen lizat proinflamatuvar sitokin
seviyelerini arttirmada en etkili olarak bulunmustur. Cpn lizat1 UV 15181 altinda bekletilse de
THP-1 hiicrelerinde kontaminasyona neden oldugu igin ileri ¢alismalarimizda bu hiicre lizati
elenerek Cpn silipernatantlar1 toplanmis ve liyofilize edilip DMSO ile stok ¢ozeltisi

hazirlanmis (50 mg/ml) ve diliie edilerek sonraki deneylerde kullanilmistir.
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5.3. Mikroglia Hiicrelerini Aktive Eden Chlamydiophila  pneumoniae

Konsantrasyonunun LPS ile Karsilastirilarak Belirlenmesi Calismalar:

5.3.1. Chlamydiophila pneumoniae ve LPS’nin farkh konsantrasyonlarinin IL-1f, TNF-

o ve IL-8 gen ekspresyonlar iizerine etkileri

Farkli Cpn ve LPS konsantrasyonlariin proinflamatuvar sitokin aktivasyonu iizerine
etkilerinin RT-PCR yontemi ile gen ekspresyonu diizeyinde karsilastirilabilmesi icin HMC3
mikroglia hiicreleri 1x10® yogunlukta 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda, Cpn veya LPS nin farkli konsantrasyonlar1 (10, 100 ng/ml ve 1 pg/ml) tekli ya
da IFN-y (10 ng/ml) ile kombine olarak hiicreler iizerine uygulanmis ve 24 saat inkiibe
edilmistir. IFN-y kullanilmadan tek basma 10, 100 ng/ml ve 1 pg/ml LPS ve Cpn
konsantrasyon gruplarinin TNF-a geni mRNA ekspresyonu seviyeleri kontrol grubuna gore

sirastyla, 1.790, 13.780, 2.676 ve 2.434, 2.617, 8.937 kat artmistir (Tablo 5.1.).

Tablo 5.1. Yalnizca LPS ve Cpn konsantrasyonlart ile inkiibe edilmis HMC3 mikroglia hiicrelerinde RT-PCR
sonucunda hesaplanan TNF-a genine ait hedef/referans oranlart ve normalize degerleri (n=3).

Gruplar Hedef/Referans Orani Normalize Deger Standart Sapma
(TNF-0/ACTB)
Kontrol 4.44x10° 1.000 7.84x10°
LPS (10 ng/ml) 7.95x10°° 1.790 1.04x107?
LPS (100 ng/ml) 6.12x10* 13.780 5.03x10°3
LPS (1 pg/ml) 1.19x10% 2.676 4.07x10°
Cpn (10 ng/m 1) 1.08x10* 2.434 6.07x1072
Cpn (100 ng/ml) 1.16x10* 2.617 9.37x10°
Cpn (1 pg/ml) 3.97x10* 8.937 8.65x10°
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IFN-y kullanilmadan yalnizca 10, 100 ng/ml ve 1 pg/ml LPS ve Cpn konsantrasyon

gruplarinin IL-18 geni mRNA ekspresyonu seviyeleri kontrol grubuna sirasiyla, 1.908,

3,328, 2.703 ve 1.040, 1.068, 1.405 kat artmustir (Tablo 5.2.).

Tablo 5.2. Yalnizca LPS ve Cpn konsantrasyonlart ile inkiibe edilmis HMC3 mikroglia hiicrelerinde RT-PCR

sonucunda hesaplanan IL- 18 genine ait hedef/referans oranlari ve normalize degerleri (n=3).

Gruplar Hedef/Referans Oram Normalize Deger Standart Sapma
(IL-1B/ACTB)
Kontrol 1.74x10°® 1.000 7.77x10%
LPS (10 ng/ml) 3.32x10° 1.908 1.25x10%®
LPS (100 ng/ml) 5.79x10°3 3.328 1.78x10°®
LPS (1 pg/ml) 4.70x10° 2.703 8.90x10
Cpn (10 ng/ml) 1.81x10°% 1.040 3.17x10*
Cpn (100 ng/ml) 1.86x10° 1.068 3.94x10*
Cpn (1 ng/ml) 2.44x10°3 1.405 4.61x10*

IFN-y kullanilmadan yalnizca 10, 100 ng/ml ve 1 pg/ml LPS ve Cpn konsantrasyon

gruplarinin IL-8 geni MRNA gen ekspresyonu seviyeleri kontrol grubuna sirasiyla, 2.453,
14.51, 5.819 ve 1.638, 0.7285, 0.2126 kat artmigtir (Tablo 5.3.).

Tablo 5.3. Yalnizca LPS ve Cpn konsantrasyonlart ile inkiibe edilmis HMC3 mikroglia hiicrelerinde RT-PCR

sonucunda hesaplanan IL-8 genine ait hedef/referans oranlari ve normalize degerleri (n=3).

Gruplar Hedef/Referans Orani Normalize Deger Standart Sapma
(IL-8/ACTB)
Kontrol 8.62x10° 1.000 3.75x10°
LPS (10 ng/ml) 2.11x10* 2.453 2.99x10*
LPS (100 ng/ml) 1.25x10°® 14.51 6.02x10*
LPS (1 pg/ml) 5.02x10* 5.819 2.03x10°3
Cpn (10 ng/ml) 1.41x10* 1.638 1.74x10*
Cpn (100 ng/ml) 6.28x10° 0.7285 4.16x10°
Cpn (1 pg/ml) 1.83x10° 0.2126 1.80x10¢
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LPS (10, 100 ng/ml veya 1 pg/ml) ve Cpn (10, 100 ng/ml ve 1 pg/ml) ile IFN-y (10
ng/ml) kombine konsantrasyonlarinin kontrole (%0.1 DMSO) gore TNF-a geni mRNA
ekspresyonu seviyeleri sirastyla, 1.546, 1.414, 0.8201 ve 4.421, 3.621, 5.182 kat artmistir
(Tablo 5.4.).

Tablo 5.4. HMC3 mikroglia hiicrelerinde, LPS ve Cpn’nin farkli konsantrasyonlarimin IFN-y (10 ng/ml) ile
kombine olarak inkiibasyonu (24 saat) sonrasinda TNF-o. genine ait hedef/referans oranlari ve
normalize degerleri (n=3).

Gruplar Hedef/Referans Oram Normalize Deger Standart Sapma
(TNF-a/ACTB)
Kontrol 9.23x10* 1.000 2.57x1073
LPS (10 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml) ~ 1.59x10°3 1.546 1.37x107?
LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  1.31x10°3 1.414 1.83x102
LPS (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  7.57x10"* 0.8201 5.18x10
Cpn (10 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml) ~ 4.08x10° 4.421 8.00x10°3
Cpn (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  3.34x10° 3.621 1.32x10°2
Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  4.78x10° 5.182 4.37x10°

LPS (10, 100 ng/ml veya 1 ug/ml) ve Cpn (10, 100 ng/ml ve 1 pg/ml) ile IFN-y (10
ng/ml) kombine konsantrasyonlarinin kontrole (%0.1 DMSO) gore IL-1p geni mRNA
ekspresyonu seviyeleri sirasiyla, 1.645, 3.212, 1.825 ve 3.160, 2.137, 2.172 kat artmistir
(Tablo 5.5.).

Tablo 5.5. HMC3 mikroglia hiicrelerinde, LPS ve Cpn’nin farkli konsantrasyonlarmm IFN-y (10 ng/ml) ile
kombine olarak inkiibasyonu (24 saat) sonrasinda IL-1f genine ait hedef/referans oranlar: ve
normalize degerleri (n=3).

Gruplar Hedef/Referans Orani Normalize Deger Standart Sapma
(IL-1B/ACTB)

Kontrol 2.99x1072 1.000 2.99x1072

LPS (10 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml) ~ 4.92x10% 1.645 7.82x1072

LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  9.61x10 3.212 0.1306

LPS (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  5.46x10? 1.825 0.1305

Cpn (10 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  9.45x107? 3.160 0.1928

Cpn (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  6.39x107? 2.137 0.3377

Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) 6.50x107? 2.172 0.4096
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LPS (10, 100 ng/ml veya 1 pg/ml) ve Cpn (10, 100 ng/ml ve 1 pg/ml) ile IFN-y (10
ng/ml) kombine konsantrasyonlarinin kontrole (%0.1 DMSO) gore IL-8 geni mRNA
ekspresyonu seviyeleri sirasiyla, 3.070, 3.879, 13.64 ve 10.56, 32.72, 4.144 kat artmistir
(Tablo 5.6.).

Tablo 5.6. HMC3 mikroglia hiicrelerinde, LPS ve Cpn’nin farkli konsantrasyonlarimin IFN-y (10 ng/ml) ile
kombine olarak inkiibasyonu (24 saat) sonrasinda IL-8 genine ait hedef/referans oranlari ve
normalize degerleri (n=3).

Gruplar Hedef/Referans Oram Normalize Deger Standart Sapma
(IL-8/ACTB)
Kontrol 2.32x10* 1.000 7.58x10°
LPS (10 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml) ~ 7.12x10* 3.070 1.53x10°®
LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  8.99x10* 3.879 3.45x1073
LPS (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  3.16x10° 13.64 2.91x10°2
Cpn (10 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml) ~ 2.45x10° 10.56 9.75x10?
Cpn (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  7.58x10° 32.72 1.51x10?2
Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml)  9.60x10** 4.144 5.12x107

Reaktif glia veya noroinflamasyonun varligi tiim norodejeneratif hastaliklarda
tanimlanmistir ve glial aktivasyon, 6zellikle de mikroglial aktivasyonun goézlemlenen
noropatolojilere katkida bulundugu bilinmektedir (Glass vd., 2010; Perry vd., 2010).
Noroinflamasyonun inhibisyonu, ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ulagilmak istenen
bir hedef olarak goriilmektedir ve pek ¢ok arastirma, reaktif glia varliginda meydana gelen
deneysel norodejenerasyon modellerinde  anti-inflamatuvar  ajanlarin  potansiyel
noroprotektif etkilerinin arastirilmasina odaklanmistir. In vivo ve in vitro mikroglia
arasindaki bariz farkliliklara ragmen, hiicre kiiltiirii yapilabilen in vitro mikroglia, farkli
ajanlarin anti-inflamatuvar etkilerini incelemek icin giiclii bir aragtir (Carson vd., 2008).
Literatiirde in vitro yaklasimlar genellikle mikroglial aktivasyonda yer alan molekiilleri ve
yolaklar1 karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir. Birgcok ¢alismada, LPS veya IFN-y gibi
proinflamatuvar sitokinlerle muamele sonrasinda glial aktivasyon karakterize edilmis ve
aday bilesiklerin potansiyel anti-inflamatuvar etkileri test edilmistir. Tip II IFN (IFN-y),
agirlikli olarak yardimcei tip T hiicreleri 1 (Th1), sitotoksik T lenfositleri ve dogal dldiirticii
hiicrelerden (NK) salman ¢ziiniir bir sitokindir (Colton, 2009). Ozellikle, inme, multipl
skleroz ve AH da dahil olmak iizere ¢esitli norolojik bozukluklarda ve hayvan modellerinde
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T hiicresi infiltrasyonu ve / veya yiiksek diizeyde IFN-y bildirilmistir (Togo vd., 2002; Giunti
vd., 2003; Heesen vd., 2006; Yilmaz vd., 2006; Murphy vd., 2010; Browne vd., 2013).
Sonuglarimiza benzer sekilde, IFN-y’nin hiicrelerde bagisiklik sistemini harekete gecirmesi
ve LPS’nin indiikleyici etkisini artirmasi sebebiyle genellikle inflamasyon modellerinde LPS
ve IFN-y kombine halde kullanilmaktadir (Ucla vd., 1990; Hayes vd., 1995; Medvedev vd.,
1998; Held vd., 1999).

Yapilan literatiir taramasinda, tek basina veya IFN-y ile kombine halde LPS ve Cpn ile
HMC3 mikroglia hiicrelerinin aktivasyonu sonrasinda proinflamatuvar sitokin gen
ekspresyonlarinin arastirildig bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak benzer sonuglar Netea
ve arkadaglar1 tarafindan periferik kan mononiikleer hiicreleri ile yapilan bir ¢aligsma ile elde
edilmistir. Sonike edilmis 10* IFU/ml Cpn ile 24 saat boyunca inkliizyon sonrasinda TNF-a
ve IL-1p sitokinlerinin iiretimi kontrol grubuna gore sirasiyla bes ve iki kat artmisken, I1L-6
ve IL-8 iiretimi neredeyse 40 kat artmistir (Netea vd., 2000). Lim ve arkadaslar tarafindan
THP-1 monosit hiicrelerinin MOI = 1 Cpn ile enfekte edildigi bir ¢aligmada, enfeksiyondan
48 saat sonra dogustan gelen veya adaptif bagisiklik sistemi ile ilgili gen ekspresyonlarinin
arastirildigr bir ¢aligmadan elde edilmistir. Cpn ile enfekte olmus THP-1 insan monositleri,
enfeksiyondan 48 saat sonra enfekte olmamis kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, TNF-a
basta olmak iizere, 17 gende 4 kat veya daha fazla anlamli1 bir ekspresyon artis1 bildirilmistir.
Ayrica, IL-1pB, IL-6, IL-8 sitokin sekresyonunun 5 giine kadar devam ettigi ve bu nedenle
Cpn enfeksiyonunun sporadik / ge¢ baslangicli AH’da inflamasyonun baslamasinda
potansiyel bir rolii olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Lim vd., 2014). Russo ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada da, HMC3 hiicrelerinde 24 saat 100 ng/ml LPS ve
sonrasinda 30 dakika 5 mM adenozin trifosfat (ATP) ile muamele sonrasinda TNF-a ve IL-
1B ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore sirasiyla 5.37 ve 4.71 kat artmustir (Russo vd.,
2018).

Tiim sitokin gen ekspresyon sonuglari karsilastirildiginda, IL-1p, TNF-a ve IL-8
proinflamatuvar genlerin 10 ng/ml IFN-y ile kombine halde kullanilan 100 ng/ml LPS ve 1
ug/ml Cpn konsantrasyonlarinda en fazla oldugu bulunmustur. Bu nedenle daha sonraki
diger deneylerde HMC3 mikroglia hiicrelerinin aktivasyonu i¢in 100 ng/ml LPS ve 1 pg/ml

Cpn ile 10 ng/ml IFN-y kombine konsantrasyonlarinin kullanilmasina karar verilmistir.
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5.3.2. Chlamydiophila pneumoniae ve LPS’nin farkh konsantrasyonlarmmn akis

sitometride aktif mikroglia belirteci iizerine etkilerinin karsilastirilmasi

HMC3 insan mikroglia hiicrelerini néroinflamasyon modellerinde kullanilmakta olan

LPS dozlarina yakin diizeyde aktive eden Cpn konsantrasyonunun bulunmasi amaciyla akis

sitometride Cpn ve LPS’nin (10, 100 ng/ml vel pg/ml) farkli konsantrasyonlari ile 10 ng/ml

IFN-y kombinasyonlarinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonrasinda, aktif mikroglia

belirteci olan CD11b antikoru seviyelerine bakilarak mikroglia aktivasyonlarina etkileri

karsilastirilmistir (Sekil 5.6. ve 5.7.).

CD11b Kontrol (24 Saat)
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Sekil 5.6. LPS ve Cpn (10, 100 ng/ml veya 1 ug/ml) + IFN-y (10 ng/ml) kombine konsantrasyonlarinin 24 saat

sonunda aktif mikroglia belirteci CD11b antikor seviyeleri iizerine etkileri.
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Sekil 5.6. (Devam) LPS ve Cpn (10, 100 ng/ml veya I ug/ml) + IFN-y (10 ng/ml) kombine konsantrasyonlarinin

24 saat sonunda aktif mikroglia belirteci CD11b antikor seviyeleri iizerine etkileri.
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CD11b Kontrol (48 Saat)
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Sekil 5.7 LPS ve Cpn (10, 100 ng/ml veya 1 ug/ml) + \FN-y (10 ng/ml) kombine konsantrasyonlarinin 48 saat

sonunda aktif mikroglia belirteci CD11b antikor seviyeleri iizerine etkileri.
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Sekil 5.7 (Devam) LPS ve Cpn (10, 100 ng/ml veya 1 ug/ml) + IFN-y (10 ng/ml) kombine konsantrasyonlarinin

48 saat sonunda aktif mikroglia belirteci CD11b antikor seviyeleri iizerine etkileri.
Deney sonuglarimiza gore, 24 saatte CD11b antikoru seviyelerini kontrol grubu %10.1

artirirken, 10, 100 ng/ml veya 1 pg/ml LPS ve Cpn konsantrasyonlar1 10 ng/ml IFN-y ile
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kombine halde sirasiyla %43.5, 42.4 ve 23; ve %41, 25.9 ve 47 oraninda artirmistir. 48 saatte
ise, kontrol grubu %18.2 artirirken, LPS konsantrasyonlari sirasiyla %17.8, 21.1 ve 14.5 ve

Cpn konsantrasyonlari sirasiyla %21.5, 24.8 ve 24.1 oraninda artirmigtir (Tablo 5.7.).

Tablo 5.7. LPS ve Cpn + IFN-y kombine konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat sonunda aktif mikroglia belirteci

CD11b antikor seviyeleri tizerine etkilerinin karsilastiriimasi.

Konsantrasyonlar CD11b

24 Saat 48 Saat
Kontrol (2%60.1 DMSO) %10.1 %18.2
LPS (10 ng/ml)+IFN-y (10 ng/ml) %43.5 %17.8
LPS (100 ng/ml)+IFN-y (10 ng/ml) %42.4 %21.1
LPS (1 pg/ml)+IFN-y (10 ng/ml) %23 %14.5
Cpn (10 ng/ml)+IFN-y (10 ng/ml) %41 %21.5
Cpn (100 ng/ml)+IFN-y (10 ng/ml) %25.9 %24.8
Cpn (1 pg/mD)+IFN-y (10 ng/ml) %47 %24.1

Mikroglia hiicreleri, santral sinir sistemindeki patolojik herhangi bir duruma yanit
vererek ana bagisiklik efektor hiicreleri olarak gorev yapan yerlesik makrofajlardir.
Mikroglia aktivasyonu, Parkinson hastaligi, Creutzfeld-Jacob hastaligi, insan bagisiklik
yetmezligi viriisii (HIV) ile iligkili demans, inme, multipl skleroz ve AH da dahil olmak tizere
cesitli norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (Gonzalez-Scarano ve
Baltuch, 1999). Aktif mikroglianin, nérodejeneratif santral sinir sisteminde yaralanma veya
plak bolgelerinde biriktigi bulunmustur (Rock vd., 2004). Aktif mikroglialarin santral sinir
sisteminden 6lii hiicreleri temizlemesine ve noronal sagkalim i¢in farkli nérotrofik faktorler
salgilamasina ragmen (Gonzalez-Scarano ve Baltuch, 1999; Carson, 2002; Rock vd., 2004),
siddetli aktivasyonun ndronal 6liim ve beyin hasarma yol acan ¢esitli otoimmiin cevaplara
neden oldugu diisiiniilmektedir (Jackson-Lewis vd., 2002; Dauer ve Przedborski, 2003;
Barcia vd., 2004). Siddetli aktivasyon sirasinda mikroglia sadece c¢esitli ndrotoksik
molekiiller salgilamakla kalmaz, ayn1 zamanda farkli proteinleri ve yiizey belirteglerini de
eksprese eder. Farkli ylizey belirtecleri arasinda, CD11b, biyolojik 6nemi en fazla olanidir
(Ling ve Wong, 1993). Morfolojik olarak mikroglial aktivasyon, sekil ve motilitedeki
degisikliklerin artan CD11b ekspresyonu ile iliskili oldugu yogun dallanma ve sitoskeletal
yeniden diizenlenme ile iliskilidir (Rock vd., 2004). Aktive edilmis mikroglia, major doku

uygunluk kompleksi (MHC) sinif 11 molekiillerini ifade ettikleri i¢in santral sinir sisteminin
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antijen sunan hiicreleri olarak kabul edilir. Bununla birlikte, dinlenme sirasinda mikroglia

diisiik seviyelerde MHC simif II ifade eder (Etemad vd., 2012).

Mikroglial aktivasyonun, artan CD11b ekspresyonu ile temsil edilmesi nedeniyle (Roy
vd., 2006), noroinflamasyon modelinde kullanilacak Cpn konsantrasyonu ve aktivasyon
stiresi, akis sitometride CD11b antikor seviyeleri iizerine etkileri Olgiilerek LPS ile
karsilastirilmistir. Literatiirde, mikroglial aktivasyon belirteci olarak CD11b antikor
seviyelerinin akis sitometri yoluyla belirlendigi pek ¢ok calisma bulunmaktadir
(Nikolakopoulou vd., 2013; Noristani vd., 2015; Zhou vd., 2017; McGill vd., 2018;
Krukowski vd., 2018). Klasik olarak, IFN-y ve / veya LPS’ye in vitro maruz kalma,
morfolojik degisiklikler ve aktif veya "M1" fenotipinin indiiksiyonu ile iligskilendirilmistir
(Timmerman vd., 2018). HMC3 insan mikroglia hiicre hattinin, insan beyni kokenli
embriyonik makrofajlardan SV40'in biiyiikk T antijenini kodlayan bir plazmid ile
transfeksiyonu ile araciligiyla elde edildigi ilk ¢aligmada, CD11b+ hiicreler kontrol grubuna
oranla %86 iken, monositler %89 ve primer mikroglia hiicreleri %93 oraninda pozitif
bulunmustur (Janabi vd., 1995). Kontrol grubunda dlgiilen 24 saatte %10.1 ve 48 saatte
%18.2 CD11b seviyesi bulgularimiza benzer olarak, dinlenme fazinda da bu hiicre hattinin
bazal diizeyde CD11b+ oldugu bildirilmistir (Janabi vd., 1995; Rajalakshmy vd., 2015; Zhu
vd., 2016). Calismamiza benzer olarak, Zhu ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Alzheimer hastalarinin entorhinal korteksindeki lipid mediyatdrlerinin analiz edilerek
noronlar ve mikroglia tizerindeki dogrudan etkilerinin in vitro yontemlerle incelendigi bir
caligmada, insan CHME3 (HMC3) mikroglial hiicrelerinin 10 pg/ml APz ile, 1 ve 6 saatlik
inkiibasyonundan sonra CDI11b seviyeleri kontrol grubuna gore yaklasik olarak %20
artmistir (Zhu vd., 2016). Akis sitometri ile yapilan CD11b seviyelerinin karsilastirilmast
sonrasinda, mikroglia hiicrelerinin en etkili aktivasyon siiresi 24 saat ve molekiiler diizeydeki
incelemelerde kullanilacak aktivasyon konsantrasyonlari da 10 ng/ml IFN-y ile kombine

halde LPS i¢in 100 ng/ml ve Cpn i¢in de 1 pg/ml olarak belirlenmistir.
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5.4.WST-1 Yontemiyle Sitotoksik Olmayan Konsantrasyonlarin Degerlendirilmesi

54.1. WST-1 yontemiyle HMC3  hiicreleri iizerinde sitotoksik olmayan

konsantrasyonlarin belirlenmesi

Olusturulacak noéroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde, sitotoksik olmayan ilag
konsantrasyonlarini1 belirlemek igin, dnce WST-1 yontemi ile 24 ve 48. saatlerde genis
konsantrasyon aralifinda konsantrasyon taramast yapilmistir. Daha sonra WST-1
sonuclarina gore belirli konsantrasyonlarda gercek zamanli hiicre analizi cihazinda
(XCELLigence RTCA-DP) hiicrelerin proliferasyon verileri takip edilmis ve ICso degerleri

hesaplanmustir.

WST-1 deneyi sonuglarina gére, HMC3 hiicreleri iizerinde, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
ng/ml Cpn ile konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore hiicre canliligini 24 saatte sirastyla %
0.82,3.95,4.09, 6.4 ve 8.04 oraninda, 48 saatte de sirastyla % 3.32, 7.99, 19.4, 19.5 ve 19.55
oraninda azalmistir (Sekil 5.8.). Hiicre canliligindaki azalma yalnizca 48 saatte 50, 100 ve

200 pg/ml Cpn konsantrasyonunda anlamli bulunmustur (p<0.01**).

8
B
i

8

HVIC3 Hilcre Canlihs (%9
8

Q

7% ™
% N

f@ﬁ’ P 0,@,59 f,{)ﬁ’ fﬁ’ @

Konsantrasyonlar (ug/m)

Sekil 5.8. Cpn konsantrasyonlarinin, HMC3 mikroglia hiicre hattinda WST-1 yontemine gore belirlenen %
hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicti kontrol: %0.1 DMSO)
(Ortalama *+ Standart Sapma) (n=38) (anlamli farkhilik var: p<0.01**, fark yok: p>0.05).

WST-1 deneyi sonuglarina gére, HMC3 hiicreleri iizerinde, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
nug/ml LPS konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore hiicre canliligini 24 saatte sirasiyla %

0.88, 2.04, 3.21, 3.72 ve 4.24 oraninda, 48 saatte de sirasiyla % 9.7, 12.68, 13.03, 14.02 ve
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14.52 oraninda azalmistir (Sekil 5.9.). Hiicre canliligindaki azalma kontrol grubuna gore

anlamli bulunmamustir.

HVIC3 Hikcre Canliliéa (%)
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Sekil 5.9. LPS konsantrasyonlarinin, HMC3 mikroglia hiicre hattinda WST-1 yontemine gore belirlenen %
hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii kontrol: %0.1 DMSO)
(Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (fark yok: p>0.05).

WST-1 deneyi sonuglarina gére, HMC3 hiicreleri iizerinde, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
uM TSA konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore hiicre canliligini 24 saatte sirasiyla %
34.82,43.33,75.06, 93.46 ve 95.95 oraninda, 48 saatte sirasiyla % 47.33, 63.16, 85.84, 93.52
ve 98.54 oraninda azalmistir (Sekil 5.10.). Hiicre canliligindaki azalma tiim konsantrasyon
gruplarinda anlamli bulunmustur (p<0.0001****). TSA’nin konsantrasyon artisina baglh

olarak HMC3 hiicreleri iizerinde 6nemli sitotoksik etkileri oldugu belirlenmistir.

Trikostatin A

HVIC3 Hikcre Canliliéa (%)

Kornsantrasyonlar (V)

Sekil 5.10. TSA konsantrasyonlarinin, HMC3 mikroglia hiicre hattinda WST-1 yontemine gore belirlenen %
hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢éziicii kontrol: %0.1 DMSO)
(Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (anlamli farklilik var: p<0.0001****),
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WST-1 deneyi sonuglarina gére, HMC3 hiicreleri iizerinde, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
uM Rifampin konsantrasyonlari, kontrol grubuna goére hiicre canliligini 24 saatte sirastyla %
9.36,10.02, 10.94, 24.81 ve 53.5, 48 saatte de sirastyla % 14.58, 17.31, 24.55, 54.56 ve 65.52
oraninda azalmistir (Sekil 5.11.). Hiicre canliligindaki azalma 24 saatte 100 ve 200
(p<0.0001****) uM, 48 saatte 12.5 (p<0.01**), 50 (p<0.001***), 100 ve 200 puM
(p<0.0001****) konsantrasyon gruplarinda anlamli bulunmustur. % hiicre inhibisyon
oranlaria gore Rifampin’in yiiksek konsantrasyonlarinda, 6zellikle 24. saatte 200 uM, 48.
saatte de 100 ve 200 uM konsantrasyonda olmak tizere HMC3 hiicreleri {izerinde 6nemli

sitotoksik etkileri oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.11. Rifampin konsantrasyonlarinin, HC3 mikroglia hiicre hattinda WST-1 yontemine gore belirlenen
% hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii kontrol: %0.1 DMSO)
(Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (anlamli farkiiik var: p<0.01*%*, p<0.001***, p<0.0001****;
fark yok: p>0.05).

WST-1 deneyi sonuclarina gére, HMC3 hiicreleri tizerinde 12.5, 25, 50, 100 ve 200
uM Givinostat konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore hiicre canliligini 24 saatte sirasiyla
% 14.64, 55.18, 65.06, 89.94 ve 96, 48 saatte de sirastyla % 43.66, 97.88, 98.95, 99.45 ve
99.61 oraninda azalmistir (Sekil 5.12.). Hiicre canliligindaki azalma hem 24 hem de 48 saatte
tiim konsantrasyon gruplarinda anlamli bulunmus olup sitotoksik etkinin ¢ok fazla oldugu

gorilmektedir (p<0.0001****),
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Sekil 5.12. Givinostat konsantrasyonlarimin, HMC3 mikroglia hiicre hattinda WST-1 yontemine gore belirlenen
% hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii kontrol: %0.1 DMSO)
(Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (anlamli farklilik var: p<0.0001****),

WST-1 deneyi sonuglarina gére, HMC3 hiicreleri iizerinde, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
uM RG108 konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore hiicre canlilifini 24 saatte sirastyla %
6.62, 7.18, 8.79, 10.15 ve 13.19, 48 saatte de sirasiyla % 15.1, 15.82, 17.95, 25.77 ve 27.19
oraninda azalmistir (Sekil 5.13.). Hiicre canliligindaki azalma 24 saatte 200 (p<0.01**) uM,
48 saatte 12.5 ve 25 (p<0.001***); 50, 100 ve 200 uM (p<0.0001****) konsantrasyon
gruplarinda anlamli bulunmustur, ancak bu sitotoksik etkiler hiicre canliligin1 %50°den fazla

inhibe etmemistir.
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Sekil 5.13. RG108 konsantrasyonlarinin, HMC3 mikroglia hiicre hattinda WST-1 yontemine gore belirlenen %
hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicti kontrol: %0.1 DMSO)
(Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (anlamli farkilik var: p<0.01**, p<0.001***, p<0.0001****;
fark yok: p>0.05).
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WST-1 calismamiza benzer sekilde, HMC3 hiicre hatt1 iizerinde Cpn lizati, TSA,
RG108, givinostat veya rifampinin sitotoksik etkilerini arastiran ¢aligmalara iligkin literatiir
bilgisine rastlanmamuistir. LPS ile yapilan WST-1 ¢aligmasinin sonucuna paralel bulgular, Li
ve arkadaslar tarafindan anestetik bir ajan olan deksmedetomidinin 100 ng/ml LPS ve 5 mM
ATP ile indiiklenen HMC3 hiicre hatti inflamasyonunu inhibe ettiginin gosterildigi bir
calismada bildirilmistir. 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT)
boyasi ile yapilan sitotoksisite deneyi sonuglarina gére 24 saat inkiibasyon sonrasinda kontrol
grubuna oranla %50 nin iizerinde hiicre canlilig1 saptanmistir (Li vd., 2018). Doniistiirticii
biiytime faktorii-p (TGF-p) ile aktiflestirilmis kinaz 1 (TAK1) inhibisyonunun makrofajlarda
apoptozu indiikleyici yolaklar ile iliskisinin arastirildigi bir baska calismada, 100 ng/ml LPS
ile 2, 4 ve 6 saatlik inkiibasyon sonrasinda yapilan MTT deneyi sonuglarina gore kemik iligi
kokenli makrofaj hiicrelerinde kontrol grubuna oranla hiicre canlilig1 artist bildirilmistir
(Wang vd., 2015). Benzer sekilde, bir ramnozid olan PL201’in AH noéroinflamasyonunu
inhibe edici etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, 300 ng/ml LPS ile 24 saat inkiibasyon

sonrasinda BV2 mikroglia hiicre hatt1 canliliginda bir azalma bulunamamustir (An vd., 2020).

54.2. WST-1 yontemiyle SH-SYSY hiicreleri iizerinde sitotoksik olmayan

konsantrasyonlarin belirlenmesi

WST-1 deneyi sonuglarina gore, SH-SY5Y hiicreleri lizerinde, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
png/ml Cpn konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore hiicre canliligim1 24 saatte sirasiyla %
6.54,11.41,12.33, 15.72 ve 30.51, 48 saatte de sirastyla % 15.82, 24.45,36.1, 46.75 ve 53.73
oraninda azalmistir (Sekil 5.14).
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Sekil 5.14. Cpn konsantrasyonlarmmin, SH-SYSY hiicre hattinda WST-1 yéntemine gore belirlenen % hiicre
canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama
+ Standart Sapma) (m=38) (anlamli farklhilik var: p<0.01**, p<0.0001****; fark yok: p>0.05).
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Hiicre canliligindaki azalma 24 saatte 100 (p<0.01**) ve 200 (p<0.0001****) uM, 48
saatte 12.5 (p<0.01**), 50, 100 ve 200 uM (p<0.0001****) konsantrasyon gruplarinda

anlamli bulunmustur.

WST-1 deneyi sonuglarina gore, SH-SYS5Y hiicreleri lizerinde, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
pug/ml LPS konsantrasyonlar1 kontrol grubuna gore hiicre canliligini 24 saatte sirasiyla %
6.34, 12.86, 15.29, 18.87 ve 29.77, 48 saatte de sirasiyla % 27.11, 25, 34.9, 35.59 ve 47.71
oraninda azalmistir (Sekil 5.15.).
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Sekil 5.15. LPS konsantrasyonlarmmin, SH-SYSY hiicre hattinda WST-1 yéntemine gore belirlenen % hiicre
canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama
+ Standart Sapma) (n=38) (anlamli farklilik var: p<0.05%* p<0.01** p<0.001*** p<0.0001; fark
yok: p>0.05).

Hiicre canliligindaki azalma 24 saatte 25 (p<<0.05%*), 50 (p<0.01*%*), 100 (p<0.001**%*)
ve 200 (p<0.0001****) uM, 48 saatte 12.5, 25, 50, 100 ve 200 pM (p<0.0001***%*)
konsantrasyon gruplarinda anlamli bulunmustur.

WST-1 deneyi sonuglarina gore, SH-SYSY hiicreleri lizerinde, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
uM TSA konsantrasyonlari kontrol grubuna gore hiicre canliligini 24 saatte sirastyla % 95.9,

97.41, 98.63, 99.31 ve 99.42, 48 saatte de sirasiyla % 89.5, 94.5, 97.71, 99.41 ve 99.5

oraninda azalmastir.
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Hiicre canliligindaki azalma tiim konsantrasyon gruplarinda anlamli bulunmustur
(p<0.0001****) (Sekil 5.16.).
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Sekil 5.16. TSA konsantrasyonlarimin, SH-SY5Y hiicre hattinda WST-1 yontemine gore belirlenen % hiicre
canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢éziicii kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama
+ Standart Sapma) (n=38) (anlamli farkiilik var: p<0.0001****),

WST-1 deneyi sonuglarina gore, SH-SY5Y hiicreleri lizerinde, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
uM Rifampin konsantrasyonlari kontrol grubuna gore hiicre canliligin1 24 saatte sirasiyla %
7.65,9.42, 15.58, 18.1 ve 25.77, 48 saatte de sirasiyla % 7.96, 39.33, 48.24, 89.51 ve 93.99

oraninda azalmistir (Sekil 5.17.).
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Sekil 5.17. Rifampin konsantrasyonlarinin, SH-SY5Y hiicre hattinda WST-1 yontemine gore belirlenen % hiicre
canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama
+ Standart Sapma) (n=38) (anlamli farkiilik var: p<0.001*** ve p<0.0001 ****; fark yok: p>0.05).
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Hiicre canliligindaki azalma 24 saatte 50 (p<0.001***), 100 ve 200 (p<0.0001%***%*)
uM, 48 saatte 25, 50, 100 ve 200 uM (p<0.0001****) konsantrasyon gruplarinda anlamli

bulunmustur.

WST-1 deneyi sonuglarina gore, SH-SY5Y hiicreleri lizerinde, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
uM Givinostat konsantrasyonlar1 kontrol grubuna gore hiicre canliligini 24 saatte sirastyla %
52.01, 67.01, 85.61, 97.07 ve 99.58, 48 saatte de sirasiyla % 42.57, 78.56, 82.52, 97.47 ve
99.67 oraninda azalmistir (Sekil 5.18.). Hiicre canliligindaki azalma tiim konsantrasyon

gruplarinda anlamli bulunmustur (p<0.0001***%*),
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Sekil 5.18. Givinostat konsantrasyonlarmmin, SH-SY5Y hiicre hattinda WST-1 yontemine gore belirlenen %
hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii kontrol: %0.1 DMSO)
(Ortalama + Standart Sapma) (n=38) (anlamli farklilik var: p<0.0001***%*),

WST-1 deneyi sonuglarina gore, SH-SYSY hiicreleri lizerinde, 12.5, 25, 50, 100 ve 200
uM Givinostat konsantrasyonlart kontrol grubuna gore hiicre canliligini 24 saatte sirastyla %
82.47, 86.07, 91.15, 94.75 ve 97.91, 48 saatte de sirasiyla % 82.5, 93.54, 97.84, 98.86 ve
99.2 oraninda azalmistir (Sekil 5.19.). Hiicre canlilifindaki azalma tiim konsantrasyon

gruplarinda anlamli bulunmustur (p<0.0001%*%*%*),
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Sekil 5.19. RG108 konsantrasyonlarinin, SH-SY5Y hiicre hattinda WST-1 yontemine gore belirlenen % hiicre
canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (¢oziicii kontrol: %0.1 DMSO) (Ortalama
+ Standart Sapma) (n=38) (anlamli farklilik var: p<0.0001****),

Yapilan literatiir taramasinda, Cpn lizati, RG108 ve Givinostat ile SH-SY5Y hiicreleri
tizerinde bir sitotoksisite caligmasina rastlanmamistir. Shakya ve Chongthammakun
tarafindan 17B-0stradiol’lin kronik olarak aktif mikroglianin Wnt sinyal yolag1 araciliiyla
SH-SYSY hiicre proliferasyonunu azaltici etkisini hafiflettiginin bildirildigi bir ¢caligmada,
LPS ile yapilan WST-1 c¢alismasina benzer bulgular elde edilmistir (Shakya ve
Chongthammakun, 2019). Calismada 0.4 ng-0.4 pg/ml doz araliginda LPS ile ¢alisilmis ve
bu doz araliginda yalnizca LPS uygulamasi yapilan SH-SYSY hiicrelerinde anlamli bir
canlilik azalmas1 goriilmemistir. Aktif mikroglia ile ko-kiiltiir hiicre canliligini azalttig1 halde
yalnizca LPS uygulamasinin hiicre canliligi iizerine bir etkisinin olmamasi, SH-SY5Y
hiicrelerinde TLR4 reseptorii olmamasi ile agiklanmistir (Molteni vd., 2004). LPS ile
indiiklenmis BV2 mikroglia ve SH-SY5Y hiicreleriyle olusturulan ko-kiiltiir modelinde
luteolinin apoptoz iizerine etkisinin incelendigi benzer bir calismada da 0.1, 1.0 ve 10.0 pg/ml

LPS uygulamasinin SH-SYS5Y hiicre canliligini1 azaltmadig bildirilmistir (Zhu vd., 2014).

TSA ile yapilan sitotoksisite c¢alismasina paralel bulgular, TSA’nin cesitli
noroblastoma hiicre hatlar1 (SH-SY5Y, IMR32, SH-EP1, SK-N-AS, GOTO, SMS-KCN-
69n, LA1-55n LA1-5s, SH-310 ve WSN) iizerindeki sitotoksik etkisinin arastirildigi bir
calismada elde edilmistir. Subramanian ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ve 0.25, 0.5, 0.75

ve 1 uM TSA kullanilan bu ¢aligmada, 24 saat sonunda hiicre canlilifinda diisiis en yiiksek
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konsantrasyon olan 1 pM ile kontrol grubuna oranla yaklasik olarak %40, 48 saat sonunda
ise %80 oraninda azalmistir (Subramanian vd., 2007). TSA’nin dopaminerjik ndronal hiicre
(sigan N27, fare MN9D ve insan SH-SYSY hiicre hatti) sagkalimi iizerine etkilerinin
arastirildig1 baska bir calismada, TSA’ nin diisiik konsantrasyonlarinin (10, 25 ve 50 nM)
etkileri 12—96 saat sonunda tripan mavisi yontemiyle belirlenmistir. Hiicre canlilig1 48 saat
sonunda, 50 nM TSA ile kontrol grubuna gore yaklasik olarak %90 oraninda azalmistir
(Wang vd., 2009). RA ve HDACi olan SAHA ve TSA’nin SH-SYS5Y hiicre hatt1 lizerindeki
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, 48 saat sonunda yapilan MTT analizinde 200 ve 500
nmol/L TSA ile anlamli ve konsantrasyon artisiyla paralel hiicre canliliginda azalma
bildirilmistir (De los Santos vd., 2007). TSA’nin SH-SYS5Y hiicreleri ile olusturulan AP2s-35
kullanilarak olusturulan bir AH modeli iizerindeki ndroprotektif etkilerinin arastirildigr bir
calismada, 100, 80, 60, 40, 20 ve 10 nM TSA konsantrasyonlar: ile yapilan MTT

calismasinda hiicre canliliginda anlamli bir azalma bildirilmemistir (Li vd., 2020).

Rifampin ile yapilan sitotoksisite ¢caligmasina benzer bulgular ise, Wu ve arkadaglari
tarafindan rifampinin rotenon ile indiiklenen SH-SYSY apoptozu {izerine koruyucu
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada saptanmustir. 5x10° SH-SY5Y hiicresi 100 pM
Rifampin ile 24 saat muamele edildikten sonra yapilan Cell Counting Kit-8 sitotoksisite testi

sonrasinda hiicre canliliginda diisiis saptanmis ancak anlamli bulunmamistir (Wu vd., 2018).

Elde edilen WST-1 doz taramasi sonuglarina gore sonraki deneylerde kullanilacak
sitotoksik olmayan konsantrasyonlar1 belirlemek {izere, konsantrasyon grubu sayisi
azaltilarak, 1, 10 ve 100 uM TSA, Rifampin, Givinostat ve RG108 ile ger¢ek zamanli hiicre

analiz calismalarina devam edilmesine karar verilmistir.

5.5. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence RTCA-DP) Kullanilarak SH-
SYSY ve HMC3 Hiicre Canlihgr Caliymalarinin Degerlendirilmesi

Noroinflamasyon Kko-kiiltir modelinde kullanilacak sitotoksik olmayan dozlari
belirlemek iizere, 16’1k altin ve elektrot kapl plakalara ayr1 ayr1 her bir kuyucukta 5x10°
hiicre olacak sekilde HMC3, farklilastirilmis veya farklilagtirilmamis SH-SYSY hiicreleri
ekilmis ve hiicreler bir log fazina ulagincaya kadar (24 saat) inkiibe edilmistir. Daha sonra 1,

10 ve 100 puM TSA, Rifampin, Givinostat ve RG108 konsantrasyonlar1 hiicrelere
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uygulanarak HMC3 (Sekil 5.20., 5.23., 5.26., ve 5.29.), farklilasmamis SH-SY5Y (Sekil
5.32.,5.35., 5.38. ve 5.41.) ve farklilastirilmis SH-SY5Y (Sekil 5.44., 5.47., 5.50. ve 5.53.)
hiicrelerinin hiicre indeks degerlerine gore hiicre proliferasyon egrileri ger¢ek zamanli olarak
izlenmis, slope grafikleri ¢izilmis (Sekil 5.21., 5.24., 5.27., 5.30., 5.33., 5.36., 5.39., 5.42.,
5.45.,5.48., 5.51., ve 5.54.) ve RTCA DP Software 1.2.1 programinda ICso degerleri analiz
edilmistir (Sekil 5.22., 5.25., 5.28., 5.31,, 5.34., 5.37., 5.40., 5.43., 5.46., 5.49., 5.52. ve
5.55.).

5.5.1. Ger¢ek zamanh hiicre analiz sistemiyle HMC3 hiicre canlili@inin belirlenmesi

HMC3 hiicreleri iizerinde, TSA’nin hiicre proliferasyonuna etkileri ger¢cek zamanl
olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.20.), kontrol grubuna gore hiicre canliligi 24 saatte
sirastyla % 0.04, 13.88 ve 31.68, 48 saatte ise sirasiyla % 1.75, 21.94 ve 51.2 oraninda
azalmistir (Sekil 5.21.). Hiicre canlilifindaki azalma istatistiksel olarak 24. saatte 100
(p<0.001***) uM, 48. saatte 10 (p<0.05*) ve 100 uM (p<0.0001****) konsantrasyon

gruplarinda anlamli bulunmustur.
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Sekil 5.20. HMC3 Hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM TSA konsantrasyonlarinin RTCA DP analiz sistemi ile 48

saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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Sekil 5.21. RTCA DP sisteminde TSA konsantrasyonlarinin HMC3 hiicrelerinde 24. ve 48.zz saat hiicre indeks
degerlerine gére proliferasyon slope grafigi (anlamh farkhiik var:p<0.05% p<0.001**%
p<0.0001****; fark yok: p>0.05 n.s.).

HMC3 hiicrelerinde TSA nin gercek zamanli hiicre indeksi verilerine gore hesaplanan

24. ve 48. saatteki 1Csg degerleri sirasiyla 172 ve 156 nM olarak belirlenmistir (Sekil 5.22.).
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Sekil 5.22. RTCA DP sisteminde HMC3 hiicreleri iizerinde 1, 10 ve 100 uM TSA konsantrasyonlarmin HMC3
hiicreleri tizerinde proliferasyon slope grafigine gore hesaplanan 24. saat (kirmizi: 172 nM) ve 48.
saatteki (vesil: 156 nM) ICsodegerleri.

HMCS3 hiicreleri iizerinde, Rifampin’in hiicre proliferasyonuna etkileri gercek zamanl
olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.23.), kontrol grubuna gore hiicre canlilig1 24. saatte
sirastyla 1 pM’da %2.43 artmis, 10 ve 100 uM’da %12.72 ve 15.74 oraninda azalmis, 48.
saatte ise sirastyla %0, 17.79 ve 28.72 oraninda azalmistir (Sekil 5.24.). Hiicre canliligindaki
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azalma istatistiksel olarak 24 saatte 100 (p<0.05*) uM, 48 saatte 10 (p<0.05*) ve 100 uM

(p<0.0001****) konsantrasyon gruplarinda anlamli bulunmustur.
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Sekil 5.23. HMC3 Hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM Rifampin konsantrasyonlarinin RTCA DP analiz sistemi ile

48 saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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Sekil 5.24. RTCA DP sisteminde 1, 10 ve 100 uM Rifampin konsantrasyonlarinin HMC3 hiicrelerinde 24. ve

48. saat hiicre indeks degerlerine gére proliferasyon slope grafigi (anlamli farklilik var: p<0.05%,
p<0.0001****; fark yok: p=>0.05 n.s.).

HMC3 hiicrelerinde Rifampin’in gercek zamanli hiicre indeksi verilerine gore

hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICso degerleri sirasiyla 33.2 ve 31 uM olarak belirlenmistir
(Sekil 5.25.).
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Sekil 5.25. RTCA DP sisteminde HMC3 hiicreleri iizerinde 1, 10 ve 100 uM Rifampin konsantrasyonlarinin

HMGCS3 hiicreleri iizerinde proliferasyon slope grafigine gore hesaplanan 24. saat (kirmizi: 33.2 uM)

ve 48. saatteki (vesil: 31 uM) ICsqo degerleri.

HMC3 hiicreleri iizerinde, Givinostat’in hiicre proliferasyonuna etkileri gercek

zamanli olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.26.), kontrol grubuna gore hiicre canliligi 1, 10
ve 100 uM konsantrasyonda 24. saatte sirasiyla %35.01, 58.19 ve 93.58, 48. saatte ise
sirasiyla %62.78, 92.67 ve 99.29 oraninda azalmistir (Sekil 5.27.). Hiicre canliligindaki

azalma hem 24 saatte hem de 48 saatte tiim konsantrasyon gruplarinda istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0.0001***%*),
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Sekil 5.26. HMC3 Hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM Givinostat konsantrasyonlarimin RTCA DP analiz sistemi ile

48 saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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Sekil 5.27. RTCA DP sisteminde 1, 10 ve 100 uM Givinostat konsantrasyonlarinin HMC3 hiicrelerinde 24. ve

48. saatlik hiicre indeks degerlerine gore proliferasyon slope grafigi (anlamli farklilik var:
p<0.0001****; fark yok: p>0.05 n.s.).

HMC3 hiicrelerinde Givinostat’in ger¢ek zamanli hiicre indeksi verilerine gore
hesaplanan 24. ve 48. saatteki I1Cso degerleri sirasiyla 11.8 uM ve 539 nM olarak
belirlenmistir (Sekil 5.28.).
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Sekil 5.28. RTCA DP sisteminde HMC3 hiicreleri iizerinde 1, 10 ve 100 uM Givinostat konsantrasyonlarinin
HMC3 hiicreleri iizerinde proliferasyon slope grafigine gére hesaplanan 24. saat (kirmizi: 11.8 uM)
ve 48. saatteki (vesil: 539 nM) ICsodegerleri.

HMCS3 hiicreleri tizerinde, RG108’in hiicre proliferasyonuna etkileri ger¢cek zamanl
olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.29.), kontrol grubuna gore hiicre canlilig1 24. saatte
sirastyla 1 uM’da %3.36 artmis, 10 ve 100 uM ile % 3.12 ve 43.26 oraninda azalmis, 48
saatte sirastyla 1 pM’da %1.29 artmus, 10 ve 100 uM’da %8.33 ve 57.56 oraninda azalmistir
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(Sekil 5.30.). Hiicre canliligindaki azalma hem 24 saatte hem de 48 saatte 100 uM

konsantrasyon gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001***%*),
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i} RG102 (10 M)
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oo 1o 20 330 440 a0 G5.0 7rao

Time (in Hour)

Sekil 5.29. HMC3 Hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM RG108 konsantrasyonlarmmin RTCA DP analiz sistemi ile 48

saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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Sekil 5.30. RTCA DP sisteminde RG108 konsantrasyonlarinin HMC3 hiicrelerinde 24. ve 48. saatlik hiicre
indeks degerlerine gore proliferasyon slope grafigi (anlamly farklilik var: p<0.0001****; fark yok:
p>0.05n.s.).

HMC3 hiicrelerinde RG108’in ger¢ek zamanli hiicre indeksi verilerine gére hesaplanan

24. ve 48. saatteki ICsp degerleri 400 pM’dan biiyiik olarak belirlenmistir (Sekil 5.31.).
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Sekil 5.31. RTCA DP sisteminde HMC3 hiicreleri iizerinde 1, 10 ve 100 uM RGI108 konsantrasyonlarinin

HMGC3 hiicreleri iizerinde proliferasyon slope grafigi 'ne gore hesaplanan 24. saat (kirmizi: >400
uM) ve 48. saatteki (yesil: >400 uM) ICso degerleri.

HMCS3 hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM TSA, Rifampin, Givinostat ve RG108’in ger¢ek

zamanli hiicre indeksi verilerine gore hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICso degerleri Tablo

5.8.’de gosterilmistir.

Tablo 5.8. TS4, Rifampin, Givinostat ve RG108 konsantrasyonlarmin HMC3 hiicreleri iizerindeki 24. ve 48.

saatteki |Cso degerleri.

Konsantrasyonlar

TSA
Rifampin
Givinostat
RG108

HMC3 1Cso Degerleri

24, Saat 48. Saat
172 nM 156 nM
33.2 uM 31 uM
11.8 uM 539 nM
>400 uM >400 uM

5.5.2. Ger¢ek zamanh hiicre analiz sistemiyle SH-SYSY hiicre canliliginin belirlenmesi

SH-SYS5Y hiicreleri iizerinde, TSA’nin hiicre proliferasyonuna etkileri ger¢ek zamanl

olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.32.), kontrol grubuna gore hiicre canliligi 1, 10 ve 100

UM konsantrasyonda 24. saatte sirasiyla % 91.34, 97.43 ve 97.86, 48. saatte ise sirastyla %

97.97, 98.9 ve 99.79 oraninda azalmistir (Sekil 5.33.). Hiicre canliligindaki azalma tiim

konsantrasyon gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<<0.0001*%**%*),
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Sekil 5.32. SH-SY5Y hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM TSA konsantrasyonlarinin RTCA DP analiz sistemi ile 48

saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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Sekil 5.33. RTCA DP Sisteminde 1, 10 ve 100 uM TSA konsantrasyonlarinin SH-SY5Y hiicrelerinde 24. ve 48

saatlik hiicre indeks degerlerine gére proliferasyon slope grafigi (anlaml farkhilik var:

p<0.0001****; fark yok: p>0.05 n.s.).

SH-SYS5Y hiicrelerinde TSA’nin gercek zamanli hiicre indeksi verilerine gore

hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICso degerleri sirasiyla 1.21 uM ve 100 nM olarak
belirlenmistir (Sekil 5.34.).

99



1.2000

03000

0.4000

0.0000

-0.4000

Mormalized Cell Index

-0.3000

-1.2000

Cuve Data | Caloulation Results
Curvel

1 Compound Mame | TSA
e Time 485326
wdells A3BICID3,C202,G2F2H
IC50 1.2095E 6M
Square A 1.0E+0

\_'
'—‘-_‘-‘_—"——\___‘_

TSA
725336
#3B3C3D3,0202,62F2H
1.0E-7M
2.0548E 1

]|
B50 B.00 550 5.00 4 50 4.00 350
Log aof concentration (M)

Sekil 5.34. RTCA DP sisteminde SH-SY5Y hiicreleri iizerinde 1, 10 ve 100 uM TSA konsantrasyonlarmn

proliferasyon slope grafigi’'ne gore hesaplanan 24. saat (kirmizi: 1.21 uM) ve 48. saatteki (yesil: 100
nM) ICso degerleri.

SH-SYSY hiicreleri iizerinde, Rifampin’in hiicre proliferasyonuna etkileri gergek

zamanlh

olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.35.), kontrol grubuna gore hiicre canliligi 1, 10

ve 100 uM’da 24. saatte sirastyla %30.28, 46.98 ve 97.24, 48. saatte ise sirasiyla %17.16, 25

ve 98.61 oraninda azalmistir (Sekil 5.36.). Hiicre canliligindaki azalma 24 saatte 1, 10 ve 100
(p<0.0001****) uM, 48 saatte 1 (p<0.05*), 10 ve 100 uM (p<0.0001****) konsantrasyon

gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 5.35. SH-SY5Y hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM Rifampin konsantrasyonlarinin RTCA DP analiz sistemi ile

48 saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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Sekil 5.36. RTCA DP Sisteminde 1, 10 ve 100 uM Rifampin konsantrasyonlarimnin SH-SY5Y hiicrelerinde 24.

ve 48. saatlik hiicre indeks degerlerine gore proliferasyon slope grafigi (anlaml farkhihik var:

p<0.05*, p<0.0001****; fark yok: p>0.05 n.s.).

SH-SYS5Y hiicrelerinde Rifampin’in gergek zamanli hiicre indeksi verilerine gore

hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICso degerleri sirasiyla >400 uM ve 64.4 uM olarak
belirlenmistir (Sekil 5.37.).
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Sekil 5.37. RTCA DP sisteminde SH-SY3Y hiicreleri iizerinde 1, 10 ve 100 uM Rifampin konsantrasyonlarinin

proliferasyon slope grafigi’'ne gére hesaplanan 24. saat (kirmizi: >400 uM) ve 48. saatteki (yesil:

64.4 uM) ICso degerleri.

SH-SYSY hiicreleri iizerinde, Givinostat’in hiicre proliferasyonuna etkileri gercek

zamanli olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.38.), kontrol grubuna gore hiicre canlilig1 24.

saatte 1, 10 ve 100 uM’da sirastyla %88.72, 96.85 ve 98.06, 48. saatte ise sirastyla %90.56,
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96.9 ve 98.77 oraninda azalmistir (Sekil 5.39.). Hiicre canliligindaki azalma tim

konsantrasyon gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001***%*),
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Sekil 5.38. SH-SY5Y hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM Givinostat konsantrasyonlarinin RTCA DP analiz sistemi

ile 48 saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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Sekil 5.39. RTCA DP Sisteminde 1, 10 ve 100 uM Givinostat konsantrasyonlarinin SH-SYSY hiicrelerinde 24.
ve 48. saatlik hiicre indeks degerlerine gore proliferasyon slope grafigi (anlamli farkhilik var:
p<0.0001****; fark yok: p=>0.05 n.s.).

SH-SYSY hiicrelerinde Givinostat’in gercek zamanli hiicre indeksi verilerine gore
hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICso degerleri sirasiyla 2.78 uM ve 1.42 uM olarak
belirlenmistir (Sekil 5.40.).
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Sekil 5.40. RTCA DP sisteminde SH-SY5Y hiicreleri iizerinde 1, 10 ve 100 uM Givinostat konsantrasyonlarinin
proliferasyon slope grafigi’'ne gore hesaplanan 24. saat (kirmizi: 2.78 uM) ve 48. saatteki (yesil:
1.42 uM) ICso degerleri.

SH-SYSY hiicreleri tizerinde, RG108’in hiicre proliferasyonuna etkileri gergek
zamanli olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.41.), kontrol grubuna gore hiicre canlilig1 1, 10
ve 100 uM’da 24. saatte sirasiyla %21.98, 43.73 ve 64.03, 48. saatte ise sirasiyla %15.47,
33.89 ve 53.43 oraninda azalmistir (Sekil 5.42.). Hiicre canliligindaki azalma 24 saatte 100
(p<0.001***) uM, 48 saatte 10 (p<0.05*) ve 100 uM (p<0.0001****) konsantrasyon

gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 5.41. SH-SY5Y hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM RG108 konsantrasyonlarinin RTCA DP analiz sistemi ile

48 saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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Sekil 5.42. RTCA DP Sisteminde 1, 10 ve 100 uM RG108 konsantrasyonlarimin SH-SY5Y hiicrelerinde 24. ve
48. saatlik hiicre indeks degerlerine gore proliferasyon slope grafigi (anlaml farklhiik var:
p<0.05*, p<0.001***, p<0.0001****; fark yok: p>0.05 n.s.).

SH-SYSY hiicrelerinde RG108’in gergek zamanli hiicre indeksi verilerine gore
hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICso degerleri sirasiyla 1.49 uM ve 9.6 uM olarak
belirlenmistir (Sekil 5.43.).
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Sekil 5.43. RTCA DP sisteminde SH-SY5Y hiicreleri iizerinde 1, 10 ve 100 uM RG108 konsantrasyonlarinin
proliferasyon slope grafigi 'ne gére hesaplanan 24. saat (kirmizi: 1.49 uM) ve 48. saatteki (yesil: 9.6
uM) ICsq degerleri.

SH-SYS5Y hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM TSA, Rifampin, Givinostat ve RG108’in
gercek zamanli hiicre indeksi verilerine gore hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICso degerleri

Tablo 5.9.’da gosterilmistir.
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Tablo 5.9. TS4, Rifampin, Givinostat ve RG108 konsantrasyonlarimnin SH-SY5Y hiicreleri iizerindeki 24. ve 48.
saatteki I1Cso degerieri.

Konsantrasyonlar SH-SY5Y ICso Degerleri

24. Saat 48. Saat

TSA 1.21 uM 100 nM
Rifampin >400 uM 64.4 uM
Givinostat 2.78 uM 1.42 uM
RG108 1.49 uM 9.6 uM

5.5.3. Ger¢cek zamanh hiicre analiz sistemiyle farkhllasmis SH-SYSY hiicre canlihi@inin

belirlenmesi

Farklilasmis SH-SYSY hiicreleri iizerinde, RA ve TSA’nin hiicre proliferasyonuna
etkileri gergek zamanli olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.44.), kontrol grubuna gore hiicre
canliligi10 uM RA ve 1, 10 ve 100 uM TSA ile 24. saatte sirastyla %4.73, 57.67, 64.77 ve
70.6, 48. saatte ise sirasiyla %10.73, 77.04, 83.55 ve 93.28 oraninda azalmistir (Sekil 5.45.).
Hiicre canliligindaki azalma 24 saatte 1, 10 ve 100 (p<0.0001****) nM, 48 saatte 1, 10 ve

100 uM (p<0.0001****) konsantrasyon gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 5.44. Farklilasmis SH-SYS5Y hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM TSA ve 10 uM RA konsantrasyonlarinin RTCA

DP analiz sistemi ile 48 saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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Sekil 5.45. RTCA DP sisteminde 1, 10 ve 100 uM TSA ve 10 uM RA konsantrasyonlarimin farklilagmis SH-
SYSY hiicrelerinde 24. ve 48. saatlik hiicre indeks degerlerine gore proliferasyon slope grafigi
(anlamli farklilik var: p<0.0001****; fark yok: p>0.05 n.s.).

Farklilasmis SH-SYS5Y hiicrelerinde TSAnin gergek zamanli hiicre indeksi verilerine
gore hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICso degerleri sirasiyla 596 ve 312 nM olarak
belirlenmistir (Sekil 5.46.).
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Sekil 5.46. RTCA DP sisteminde farklilagmis SH-SY5Y hiicreleri iizerinde 1, 10 ve 100 uM TSA ve 10 uM RA
konsantrasyonlarimin proliferasyon slope grafigi 'ne gore hesaplanan 24. saat (kirmizi: 596 nM) ve

48. saatteki (vesil: 312 nM) ICso degerleri.

Farklilagsmigs SH-SY5Y hiicreleri lizerinde, RA ve Rifampin’in hiicre proliferasyonuna
etkileri gergek zamanli olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.47.), kontrol grubuna gore hiicre
canliligi 10 uM RA ve 1, 10 ve 100 uM Rifampin ile 24. saatte sirastyla %4.73, 4.09, 37.4
ve 40.34, 48. saatte ise sirastyla %10.73, 28.63, 41.76 ve 58.88 oraninda azalmistir (Sekil
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5.48.). Hiicre canliligindaki azalma 24 saatte 10 (p<0.001***) ve 100 (p<0.0001****) uM,
48 saatte 1 (p<0.01**), 10 ve 100 pM (p<0.0001****) konsantrasyon gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 5.47. Farklilagmis SH-SY5Y hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM Rifampin ve 10 uM RA konsantrasyonlarinin

RTCA DP analiz sistemi ile 48 saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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Sekil 5.48. RTCA DP sisteminde 1,
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10 ve 100 uM Rifampin ve 10 uM RA konsantrasyonlarmmin farklilagmig

SH-SY5Y hiicrelerinde 24. ve 48. saatlik hiicre indeks degerlerine gére proliferasyon slope grafigi

(anlaml farkhilik var: p<

0.01%% p<0.001*** p<0.0001****: fark yok: p>0.05 n.s.).

Farklilasmis SH-SYSY hiicrelerinde Rifampin’in gercek zamanli hiicre indeksi

verilerine gore hesaplanan 24.

belirlenmistir (Sekil 5.49.).

ve 48. saatteki ICso degerleri sirasiyla 154 ve 118 uM olarak
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Sekil 5.49. RTCA DP sisteminde farklilasmis SH-SY5Y hiicreleri tizerinde 1, 10 ve 100 uM Rifampin ve 10 uM
RA konsantrasyonlarinin proliferasyon slope grafigi’ne gére hesaplanan 24. saat (kirmizi: 154 uM)
ve 48. saatteki (yesil: 118 uM) ICso degerleri.

Farklilasmis SH-SY5Y hiicreleri tizerinde, RA ve Givinostat’in hiicre proliferasyonuna
etkileri ger¢ek zamanl olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.50.), kontrol grubuna goére hiicre
canliligi 10 uM RA ve 1, 10 ve 100 uM Givinostat ile 24. saatte sirastyla % 4.73, 4.83, 62.73
ve 68.64, 48. saatte ise sirastyla % 10.73, 10.1, 71.66 ve 86.03 oraninda azalmistir (Sekil
5.51.). Hiicre canliligindaki azalma 24 ve 48 saatte 10 ve 100 uM konsantrasyon gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001****),
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Sekil 5.50. Farklilasmis SH-SY5Y hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM Givinostat ve 10 uM RA konsantrasyonlarinin

RTCA DP analiz sistemi ile 48 saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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ekil 5.51. RTCA DP sisteminde 1, 10 ve 100 uM Givinostat ve 10 uM RA konsantrasyonlarinin farklilasmis
“ H %
SH-SY5Y hiicrelerinde 24.ve 48. saatlik hiicre indeks degerlerine gére proliferasyon slope grafigi
(anlamly farklilik var: p<0.0001****; fark yok: p>0.05n.s.).

Farklilasmis SH-SYSY hiicrelerinde Givinostat’in gercek zamanli hiicre indeksi
verilerine gore hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICso degerleri sirasiyla 1.36 ve 1.09 uM olarak

belirlenmistir (Sekil 5.52.).
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Sekil 5.52. RTCA DP sisteminde farklilasmis SH-SYS5Y hiicreleri tizerinde 1, 10 ve 100 uM Givinostat ve 10
UM RA konsantrasyonlarmin proliferasyon slope grafigi 'ne gére hesaplanan 24. saat (kirmizi: 1.36
uM) ve 48. saatteki (vesil: 1.09 uM) ICsy degerleri.

Farklilasmis SH-SYSY hiicreleri lizerinde, RA ve RG108’in hiicre proliferasyonuna
etkileri gergek zamanl olarak degerlendirildiginde (Sekil 5.53.), kontrol grubuna gore hiicre
canlilig110 uM RA ve 1, 10 ve 100 uM RG108 ile 24. saatte sirastyla % 4.73, 37.87, 40.54
ve 74.64, 48. saatte ise sirasiyla % 10.73, 46.22, 50.78 ve 76.03 oraninda azalmistir (Sekil
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5.54.). Hiicre canliligindaki azalma 24 saatte 1, 10 (p<0.001***) ve 100 (p<<0.0001****) uM,
48 saatte 1, 10 ve 100 uM (p<0.0001****) konsantrasyon gruplarinda istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur.
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Sekil 5.53. Farklilasmis SH-SY5Y hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM RG108 ve 10 uM RA konsantrasyonlarinin

RTCA DP analiz sistemi ile 48 saatlik hiicre proliferasyon egrileri.
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Sekil 5.54. RTCA DP sisteminde 1, 10 ve 100 uM RG108 ve 10 uM RA konsantrasyonlarimn farklilasmis SH-

SY5Y hiicrelerinde 24. ve 48. saatlik hiicre indeks degerlerine gore proliferasyon slope grafigi
(anlamli farklilik var: p<0.001***, p<0.0001****; fark yok: p>0.05 n.s.).

Farklilasmis SH-SY5Y hiicrelerinde RG108’in ger¢ek zamanli hiicre indeksi verilerine

gore hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICsp degerleri sirasiyla 13.6 ve 10.8 uM olarak
belirlenmistir (Sekil 5.55.).
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Sekil 5.55. RTCA DP sisteminde farklilagmig SH-SYS5Y hiicreleri iizerinde 1, 10 ve 100 uM RG108 ve 10 uM
RA konsantrasyonlarmmin proliferasyon slope grafigi 'ne gére hesaplanan 24. saat (kirmizi: 13.6 uM)
ve 48. saatteki (vesil: 10.8 uM) ICso degerleri.

Farklilasmis SH-SY5Y hiicrelerinde 1, 10 ve 100 uM TSA, Rifampin, Givinostat ve
RG108’in gercek zamanl hiicre indeksi verilerine gore hesaplanan 24. ve 48. saatteki ICso

degerleri Tablo 5.10.’da gosterilmistir.

Tablo 5.10. TSA, Rifampin, Givinostat ve RG108 konsantrasyonlarmmin SH-SY5Y hiicreleri tizerindeki 24. ve
48. saatteki 1Cso degerleri.

Konsantrasyonlar Farkhilasoms SH-SY5Y ICso
Degerleri
24. Saat 48. Saat
TSA 596 nM 312 nM
Rifampin 154 uM 118 uM
Givinostat 1.36 uM 1.09 uM
RG108 13.6 uM 10.8 uM

Cpn ile aktive edilecek HMC3 insan mikroglia ve farklilagtirllmis SH-SY5Y ile
olusturulacak olan nodroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde ve AP ile olusturulacak
norotoksisite modeli deneylerinde etkileri birbirleriyle karsilastirilacak olan, sitotoksik
olmayan TSA, Rifampin, Givinostat ve RG108 konsantrasyonlarinin belirlenmesi tez
kapsaminda yapilan deneylerin olduk¢a Onemli ve hassas bir kismidir. Kolorimetrik,

florometrik, luminometrik gibi Sl¢im tiplerine gore siniflandirilan pek ¢ok geleneksel in
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vitro hiicre canlilig1 ve sitotoksisite testi olmasina ragmen, bu testler ilag gelistirme sirasinda
hem bilesik toksisitesini hem de tiimdr hiicresi biiylime inhibisyonunu hizli ve etkili bir
bicimde Ol¢mek icin tasarlanmistir (Aslantiirk, 2018). Bu nedenle sitotoksik olmayan
konsantrasyonlarin belirlenmesinde kolorimetrik esasa dayanan WST-1 sitotoksisite testinin
yan1 sira, hiicresel biyolojik olaylar1 boya veya bagka bir belirteg ile etiketlemeye gerek
duymadan gercek zamanli olarak analiz edilebilen xCELLigence sistemi de kullanilmistir.
Daha oOnce bahsedildigi gibi, sistemde 16-kuyucuklu, tabaninda hiicre sayisindaki,
canliligindaki veya adezyondaki degisimleri anlik kaydeden altin mikroelektrotlar bulunan 3
adet plaka ayn1 anda kullanilabilmektedir (Ozdemir vd, 2013). Bu nedenle 6ncelikle WST-1
calismasiyla yliksek konsantrasyon araliklarinda (200, 100, 50, 25 ve 12.5 uM) doz taramasi
yapilmis ve sonrasinda konsantrasyon sayis1 azaltilarak daha diisiik doz araliklarinda (100,
10 ve 1 uM) gergek zamanl hiicre analiz sisteminde proliferasyon analizi yapilarak 24 ve 48
saatlik hiicre indeksi degerlerine gore ICso konsantrasyonlari belirlenmistir. ICsp
konsantrasyonlar1 karsilastirilarak biitiin hiicrelerde goriilen en diisiik deger olan 100 nM,

ileri deneylerimizde kullanilacak sitotoksik olmayan konsantrasyon olarak belirlenmistir.

5.6. Chlamydiophila pneumonia ve Farkhlastirilmis SH-SYSY Hiicreleriyle Olusturulan

Noroinflamasyon Ko-Kiiltiir Modeli Calismalarinin Degerlendirilmesi

5.6.1. Noroinflamasyon ko-Kkiiltiir modelinde hiicre canhihi@inmin gercek zamanh hiicre

analiz sistemi ile belirlenmesi

Noroinflamasyon ko-kiiltiir hiicre modeli olusturulmasi amaciyla 5 giin siireyle
farklilastirilmis ve sonrasinda Cpn veya LPS ile aktive edilmis mikroglia hiicreleriyle 48 saat
inkiibe edilmis SH-SY5Y hiicrelerinin mRNA elde edilmesi oncesinde canliliklarinin
izlenmesi amaciyla XCELLigence RTCA-DP analiz sistemi kullanilarak hiicre indeks
degerleri kaydedilmistir (Sekil 5.56.). Sonraki deneylerde noroprotektif etkiler
karsilastirilacagr ve ko-kiltiir modelinde mikroglia ve SH-SYSY hiicreleri bir arada
kullanilacag1 icin sitotoksik olmayan en yiiksek konsantrasyon olan 100 nM olarak
belirlenmistir. Tek bagina veya Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) veya LPS (100 ng/ml) +
IFN-y (10 ng/ml) ile aktive edilmis mikroglia hiicreleriyle ko-kiiltlir halde uygulanan TSA
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(100 nM), RG108 (100 nM), Givinostat (100 nM) ve Rifampin (100 nM)’ a ait hiicre indeks
verileri sirasiyla Sekil 5.57., Sekil 5.58., Sekil 5.59. ve Sekil 5.60. ‘da yer almaktadir.
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Sekil 5.56. Noroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde farklilasmis SH-SY5Y hiicre canliliginin RTCA-DP

sisteminde izlenmesi sirasinda 7 giin boyunca 6lgiilen hiicre indeks degerlerinin grafigi (Cpn (1

ug/ml)/LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml); TSA, RG108, Givinostat, Rifampin (100 nM)).
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Sekil 5.57. RTCA-DP analiz sisteminde, tekli veya kombine halde Cpn, LPS ve TSA konsantrasyon gruplarinin
néroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde farklilasmis SH-SY5Y hiicre canliligi iizerine etkilerinin 48

saat boyunca kaydedilen hiicre indeksi verilerine gore hiicre proliferasyon egrileri (Cpn (1

ug/ml)/LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml); TSA (100 nM)).
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Sekil 5.58. RTCA-DP analiz sisteminde, tekli veya kombine halde Cpn, LPS ve RG108 konsantrasyon
gruplarimin néroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde farklilasmis SH-SY5Y hiicre canlilig tizerine
etkilerinin 48 saat boyunca kaydedilen hiicre indeksi verilerine gére hiicre proliferasyon egrileri

(Cpn (1 ug/ml)/LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml); RG108 (100 nM)).
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Sekil 5.59. RTCA-DP analiz sisteminde, tekli veya kombine halde Cpn, LPS ve Givinostat konsantrasyon
gruplarimin néroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde farklilagmis SH-SY5Y hiicre canliligi tizerine
etkilerinin 48 saat boyunca kaydedilen hiicre indeksi verilerine gére hiicre proliferasyon egrileri

(Cpn (1 ug/ml)/LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml); Givinostat (100 nM)).
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Sekil 5.60. RTCA-DP analiz sisteminde, tekli veya kombine halde Cpn, LPS ve Rifampin konsantrasyon
gruplarinin noroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde farklilasmis SH-SY5Y hiicre canliigi iizerine

etkilerinin 48 saat boyunca kaydedilen hiicre indeksi verilerine gére hiicre proliferasyon egrileri

(Cpn (1 ug/ml)/LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml); Rifampin (100 nM)).

Tek basina konsantrasyon gruplari veya Cpn veya LPS ile aktive edilen mikroglia ve
farklilagtirilmig SH-SYSY hiicreleri ile olusturulan néroinflamasyon ko-kiiltiir modeli
sirasinda kaydedilen 5. ve 7. giin hiicre indeksi verileriyle ¢izilen slope grafigi Sekil 5.61.’de
yer almaktadir. Gen paneliyle yapilan ¢alismalar dncesinde, gercek zamanli hiicre analiz
sisteminde Cpn ile indiiklenen ndroinflamasyon ko-kiiltlir modeli ¢aligmas1 yapilarak hiicre
canliliklar1 LPS ile indiiklenen ko-kiiltiir modeliyle karsilastirilmistir. Hiicre indeksi
degerleri ve grafiklerden anlasilacag: lizere, farklilasma ve ko-kiiltiir siiresince SH-SY5Y

hiicre canliliginda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma saptanmamistir (Sekil 5.61.).
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Sekil 5.61. RTCA DP sisteminde néroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde uygulanan konsantrasyonlarin 5. ve 7.

giinlerde hiicre indeksi verileri grafigi (n=4, ort £ st sapma).
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Deney sonuglarina gore, 5. glinde konsantrasyonlar uygulandiktan sonra, proliferasyon
grafiginde de goriilebilecegi gibi, farklilagsma nedeniyle hiicre indeksi degerleri yiikselmekte
sonrasinda ndrit olusumu nedeniyle bir miktar diismektedir. Norit olusumu, beyin gelisimi
sirasinda noronlarin gelisen akson ve dendritleri uzatmak amaciyla farklilagtiklar:
mekanizmay1 tanimlamaktadir. Bir aksonun uzamasi genellikle uzun mesafeler boyunca
biiylimeyi ve “yol bulma” (hiicre dis1 sinyallere bir doniis yaniti) adi verilen bir siireci igerir.
Noritlerin 6n kenar1 olan biliyiime konileri, uzayan bir noritin ucundaki dinamik alanlardir.
Aksonal uzama sirasinda biiyiime konileri yol bulma siirecine katilirlar ve gekici ve itici
ipuglarina yanit verirler (Xie vd., 2003; Nikolic, 2004). CI degerlerindeki hizli artis, SH-
SYSY hiicrelerinde farklilasmanin ilk asamalar1 olarak kabul edilmektedir (Dwane vd.,
2013). Bahsedilen bu ilk asamada, hiicre gdvdesi empedansta bir artisa neden olacak sekilde
biiyliyerek siser ve daha sonra hiicreden noéritler uzadik¢a hiicre govdesi kiigiilerek
empedansta bir diisiise neden olur (Dwane vd., 2013; Mustafa vd., 2015; Mustafa vd., 2016;
Kaya-Tilki vd., 2016; Dikmen vd., 2017). xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz
sisteminde yapilan ko-kiiltiir caligsmalar1 siklikla kanser aragtirmalarinda kullanilmaktadir
(Moodley vd., 2011; Erskine vd., 2012; Berger vd., 2017). Calismamiza benzer olarak LPS
veya bagka bir ajanla aktive edilmis BV2 mikroglia hiicre hatt1 ve farklilastirilmis SH-SYS5Y
hiicreleriyle yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (Kwon vd., 2008; Zhu vd., 2014; Ma vd.,
2015). Ancak yapilan literatiir taramasinda aktive edilmis HMC3 hiicre hatt1 ve
farklilastirilmig SH-SY5Y hiicreleriyle yapilmis bir ko-kiiltiir caligmasina rastlanmamistir ve
xCELLigence teknolojisinin noroinflamasyonun modellenmesinde kullanilmasi agisindan

calismamiz 6nem tagimaktadir.

5.6.2. Chlamydiophila pneumoniae enfeksiyonunun gen diizeyindeki etkilerinin

degerlendirilmesi

Cpn enfeksiyonunun inflamazom yolagi ve epigenetik kromatin diizenlenmesi ile
iligkili enzimler {zerindeki olast etkilerinin arastirilmast i¢in optimize edilen
noroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde HMC3 mikroglia hiicreleri veya Cpn ile aktive edilmis
ve sonrasinda SH-SYSY hiicreleri ile birlestirilerek konsantrasyonlar uygulanmistir.
Sonrasinda SH-SYSY hiicrelerinden elde edilen mRNA’dan cDNA sentezlenerek gen
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ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gore kat artiglart Tablo 5.11. ve 5.12.°de

gosterilmistir.

Epigenetik kromatin diizenlenmesi ile iliskili genlerin incelendigi gen paneli
sonuclarina gore, Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) konsantrasyon grubunda yalnizca
SETD7 ve DPEP2 genlerinde sirasiyla, 1.34 ve 1.59 oraninda kat artis1 gézlenmis, diger
genlerde ise kontrol grubuna gore diistis saptanmistir. Cpn + TSA (100 nM) konsantrasyon
grubunda yalnizca HDAC4 geninde 3.40 kat artis bulunmustur. Cpn + Rifampin (100 nM)
grubunda, HDAC10, SETDS, SUV420H1, WHSC1 ve DPEP2 genlerinde sirastyla, 2.50,
3.92, 2.27, 1.28 ve 34.22 kat artis gozlenmistir. Cpn + Givinostat ve Cpn + RG108
gruplarinda DNMT3B geninde sirastyla, 1.16 ve 1.14 kat artis bulunmustur. Cpn + RG108
(100 nM) konsantrasyon grubunda SETD8, PRMTS5 ve NSD1 genlerinde sirastyla, 1.11, 1.01
ve 1.18 kat artig saptanmistir (Tablo 5.11.).

Tablo 5.11. Konsantrasyon gruplarimin epigenetik kromatin modifikasyonundan sorumlu enzimlerin yer aldig

gen panelindeki ekspresyonlarinin kontrol grubuna gére kat degigimleri ((+) upregiilasyon).

Cpn (1 . Cpn + Cpn + Cpn +
ke ST S Rl
ng/ml)
HDAC1 1.00 0,34 0,22 0,06 0.11 0.11
HDAC2 1.00 0,27 0,17 0,08 016 021
HDAC3 1.00 0,60 0,30 0,27 0.25 0.27
HDAC4 1.00 0,49 (+) 3,40 0,09 0,04 0,04
HDAC5 1.00 0,16 0,02 Eksggelfyon Eks';'flfyo” Eks‘;flfyo”
HDACS6 1.00 0,70 0,36 Eks";/roelfyon 0,06 0,02
HDAC7 1.00 041 025 0,04 012 013
HDACS 1.00 0,35 0,11 0,08 0,09 0,09
HDAC10 1.00 071 021 (+) 2,50 014 027
HDAC11 1.00 036 E"Ssgelfy"” 0,80 0.11 0.19
HAT1 1.00 013 005 001 0,02 0,01
SETDB1 1.00 051 0,22 0,15 0.23 0.30
SETDB2 1.00 0,45 0,09 0,09 0,06 0,08
SETDIA 1.00 0,10 0,02 0,00 0,02 0,03
SETD1B 1.00 0,22 0,04 0,02 0,04 0,07
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Tablo 5.11. (Devam) Konsantrasyon gruplarinin epigenetik kromatin modifikasyonundan sorumlu enzimlerin
yer aldigi gen panelindeki ekspresyonlarinin kontrol grubuna gére kat degisimleri.

SETD2

SETD3

SETD4

SETD5

SETD6

SETD7

SETD8

KAT2A

KAT2B

KATS

KDM1A

KDM4A

KDM4C

KDM5B

KDMS5C

KDM6B

DNMT1

DNMT3A

DNMT3B

PRMT1

PRMT?2

PRMT3

PRMTS

PRMT7

MYST1

MYST2

MYST3

MYST4

MYSM1

MLL

MLL3

MLL5

USP16

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

0.20
0.22
0.54
0.13
0.82
(+)1.34
0.23
0.17
0.21
0.20
0.18
0.17
0.20
0.04
0.18
0.43
0.14
0.20
0.17
0.16
0.45
0.23
0.64
0.55
0.26
0.11
0.19
0.37
0.23
0.15
0.10
0.45

0.42

0.21

0.10

0.20

0.01

0.23

0.48

0.61

0.07

0.19

0.46

0.05

0.23

0.04

0.01

0.17

0.58

0.20

0.35

0.77

0.01

021

0.62

0.93

0.13

0.02

0.06

0.12

0.25

0.16

0.25

0.00

0.22

0.14

0.03
0.03
0.29
0.00
0.04
0.23
(+) 3.92
0.13
0.09
0.01
0.01
0.04
0.02
0.03
0.04
0.45
0.03
0.24
0.07
0.01
0.24
0.21
0.72
0.16
0.02
0.01
0.04
0.25
0.07
0.10
0.01
0.19

0.11

0.26
0.07
0.13
0.00
0.03
0.51
0.59
0.08
0.32
0.00
0.03
0.15
0.04
0.01
0.15
0.64
0.25
0.51
(+) 1.26
0.00
0.21
0.63
0.70
0.12
0.01
0.04

0.14

0.18
0.38
0.00
0.29

0.09

0.49
0.06
0.18
0.01
0.02
0.76
(+)111
0.11
0.49
0.00
0.04
0.24
0.05
0.01
0.22
0.96
0.35
0.88
(+)1.14
0.01
0.24
0.92
(+)1.01
0.20
0.01
0.08
0.21
0.27
0.23
0.64
0.01
0.37

0.15
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Tablo 5.11. (Devam) Konsantrasyon gruplarimin epigenetik kromatin modifikasyonundan sorumlu enzimlerin

yer aldigi gen panelindeki ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore kat degisimleri.

USP21

USP22

AURKA

AURKB

AURKC

UBE2A

UBE2B

NCOA1l

ESCO1

ESCO2

NCOA3

NCOAG6
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SUV420H1
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DOTIL
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NSD1

DZIP3

EHMT2

SMYD3

WHSC1

ATF2

ASHIL

RNF2

CSRP2BP

DPEP2

NEKG6

RNF20

RPS6KA3

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00
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1.00
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1..00
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0.36
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0.42
0.43
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0.45
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0.19
0.18
0.58
0.36
0.33
0.67
0.39
0.23
0.31
0.10

0.17

0.10

0.31
0.84
0.43
0.18
0.13

0.22

(+) 1.59

0.55

0.11

0.05

0.13
0.11
0.39
0.02
0.05
0.22
0.25
0.11
0.17
0.27
0.12
0.21
0.10
0.23
0.64
0.15
0.16
0.26
0.33
0.12

Ekspresyon
yok

0.15
0.48
0.07
0.11
0.03

0.14
0.11
0.15
0.01

0.03

0.18
0.23
0.28
0.05
0.05
0.23
0.39
0.10
0.05
0.09
0.03
0.21
0.05
(+)2.27
0.06
0.12
0.07
0.17
0.16

0.01

0.00

0.09
(+)1.28
0.10
0.06
0.01

0.01

(+) 34.22

0.14

0.00

0.00

0.08
0.16
0.36
0.02
0.01
0.12
0.17
0.08
0.54
0.45
0.38
0.28
0.04
0.28
0.08
0.18
0.23
0.33
0.64
0.22

Ekspresyon
yok

0.19
0.50
0.07
0.19
0.05
0.14

Ekspresyon
yok

0.08

0.00

0.02

0.14
0.28
0.43
0.02
0.01
0.18
0.28
0.12
0.90
0.79
0.48
0.40
0.06
0.41
0.10
0.36
0.30
0.49
(+) 1.18

0.19

0.00
0.21
0.69
0.14
0.28
0.06

0.11

0.20
0.07

Ekspresyon
yok

0.03
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SETD7 (SET Alanmi Tasiyan Lizin Metiltransferaz 7), histon H3'in 4. lizinini spesifik
olarak metilleyen bir lizin metiltransferazdir. H3 'Lys-4' metilasyonu, epigenetik
transkripsiyonel aktivasyon i¢in spesifik bir etiketi temsil eder. Kollajenaz veya insiilin gibi
cesitli genlerin transkripsiyonel aktivasyonunda merkezi bir rol oynar. Bichmann ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, hiperfosforile olmayan niikleer tau
proteinlerinde SETD7 aracili lizin monometilasyonunun bol miktarda bulundugu
bildirilmistir. AH da dahil olmak {izere insan tauopatileri, tau'nun posttranslasyonel
modifikasyon paterninde, ¢6ziinmez agregatlarin, néronal disfonksiyonun ve dejenerasyonun
olusumuna yol agan degisiklikler ile karakterizedir. Erken AH beyinlerinden izole edilen
orneklerde, tau iizerinde birden fazla lizin monometilasyon bdolgesi tespit edilmistir
(Bichmann vd., 2020). Aym1 zamanda, oksidatif stresle indiiklenen NF-xB aktivitesinin,
SETD?7 inhibisyonuyla azaltildig1 bildirilmistir (He vd., 2015). Epigenetik panel sonuglari
incelendiginde, Cpn konsantrasyon grubu ile SETD7 geninde 1.34 kat ekspresyon artisi
saptanmistir. Bu bilgiler 1s181nda, epigenetik baglamda Cpn enfeksiyonu ve AH iliskisine
SETD?7 geni aracilik ediyor olabilir.

DPEP2 (Dipeptidaz 2), zara bagli dipeptidazlar familyasina aittir. Bu enzimler,
l6kotrien D4, baz1 antibiyotiklerin beta-laktam halkas1 ve glutatyon yikimi sirasinda olusan
sistinil-bis-glisin (cys-bis-glis) dahil olmak tizere ¢esitli dipeptidleri hidrolize ederler. Bu gen
tarafindan kodlanan protein, bir proteaz inhibitorii ve sitokin tasiyicisidir. Tripsin, trombin
ve kollajenaz da dahil olmak {izere genis bir proteaz spektrumunu engellemek i¢in yem ve
tuzak mekanizmasini kullanir. Ayrica, inflamatuvar sitokinleri de inhibe edebilir ve boylece
inflamatuvar kaskadlar1 bozar. Bu gendeki mutasyonlar, alfa-2-makroglobulin eksikliginin
bir nedenidir. Bu genin ekspresyonundaki artig, AP birikintilerinin ana bileseni olan AB'nin
klerensine ve bozunmasina aracilik etmesi nedeniyle Alzheimer hastalig1 a¢isindan éneme
sahiptir (Habib vd., 2003). Son zamanlarda, DPEP ekspresyonunun, inflamatuvar
hastaliklarda bagisiklik tepkileri ile potansiyel iliskilerine dair veriler artmaktadir (Débritz
vd., 2015; Chen vd., 2015; Yang vd., 2019). Yang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada, kardiyak inflamasyonun Koksaki viriis B3 kaynakli viral miyokarditin patojenik
bir mekanizmas1 oldugu ve enfeksiyon sirasinda kardiyak dokuya sizan makrofajlar

tarafindan iiretilen DPEP2 ekspresyonunun oldukga arttig1 bildirilmistir. Ancak, makrofaj
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spesifik DPEP2 delesyonu kalp dokusunda artmis TNF-o ve IL-6 gibi proinflamatuvar
sitokin ekspresyonuyla sonuglanmis ve viriis kaynakli kardiyak inflamasyonu daha da
siddetlendirmistir. Ek olarak, DPEP2’den yoksun kemik iligi kaynakli makrofajlar, kontrol
grubuna kiyasla viriis stimiilasyonuna kars1 artmis proinflamatuvar sitokin cevabi vermistir.
DPEP2’nin makrofajlar iizerindeki baskilayici etkisine NF-xB sinyal yolagi baskilanmasinin
aracilik ettigi bildirilmistir (Yang vd., 2019). Rifampinin ndroprotektif etki mekanizmasina
da NF-«B sinyal yolag1 baskilanmasinin aracilik ettigi bilinmektedir (Bi vd., 2011; Kim vd.,
2009; Bi vd., 2013). DPEP2 geninde Cpn+Rifampin konsantrasyon grubu ile edilen 34.22
kat ekspresyon artigi bu agidan 6nemli bir bulgudur ve DPEP2 geni rifampinin néroprotektif
etkilerine aracilik ediyor olabilir. Ayni zamanda Cpn grubu ile goriilen 1.59 kat ekspresyon
artistnin  da enfeksiyona gosterilen inflamatuvar cevaptan kaynaklaniyor olabilecegi

diistiniilmektedir.

Histon deasetilaz 10 (HDAC10), kromatin yapisinin ve gen ekspresyonunun modiile
edilmesinde gerekli olan yeni kesfedilmis bir sinif II histon deasetilazdir (Tong vd., 2002).
HDACI10 ayrica immiin yanitlarda rol oynar (Oehme vd., 2013, Stammler vd., 2015, Pinto
vd., 2016, Liao vd., 2019). HDAC10 upregiilasyonunun, temporomandibular eklemde IL-1[
aracili sinoviyum kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin inflamatuar aktivasyonuna katkida
bulundugu (Liao vd., 2019) ve in vitro ve in vivo néroblastoma hiicrelerinde otofaji aracili
sagkalimi destekledigi bildirilmistir (Oehme vd., 2013). Wang ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir ¢alismada, intraserebral kanama sonrasinda insanlarda ve siganlarda HDAC10
gen ekspresyonunda artis bildirilmistir. HDAC10 geninin susturulmasi, protein tirozin
fosfataz, reseptdr olmayan tip 22 (PTPN22) yolag: araciligiyla NLRP3 inflamazom kaskadinm
aktive etmis ve bu da intraserebral kanama hasarinda artigla sonuglanmistir. Bu nedenle
HDACI10’un intraserebral kanama hasarina karsi noroprotektif bir ajan olabilecegi one
stiriilmiistiir (Wang vd., 2020). Cpn + Rifampin konsantrasyon grubunda kontrol grubuna
gore 2.50 kat artig saptanmistir. Bu sonuglara gore, Rifampinin ndroprotektif etkilerine,

epigenetik baglamda, HDAC10 aracilik ediyor olabilir.

Epigenetik panelinden elde edilen bir diger énemli bulgu da, Cpn+TSA grubu ile
HDAC4 gen ekspresyon seviyesinde bulunan 3.40 kat artistir. Histon deasetilazlar

(HDAC'ler), histon asetilasyonunun durumunu diizenleyerek hem fizyolojik hem de
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patolojik olaylarda yer almaktadirlar. TSA, HDAC inhibitorlerinin hidroksamat sinifinda yer
alan, smif I ve II HDAC iizerine etkili, sitostatik ve farklilastirict 6zellikler gosteren,
antifungal bir ajandir. TSA’nin hidroksamit asit grubu araciligiyla histon deasetilaz
enzimlerinin aktif bolgesine bir ¢inko iyonu kenetlemesi ile katalitik reaksiyonu 6nledigi 6ne
stiriilmistiir. Memeli hiicre kiiltiirlinde pargalanmis hiicre niikleer ekstraktlarinda, diisiik
nanomolar konsantrasyonlarda, kompetitif olmayan, geri doéniisiimli HDAC inhibitor
aktivitesi gostermistir (Vigushin vd., 2001). Her ne kadar HDAC ailesinin bir iiyesi olan
histon deasetilaz 4 (HDAC4), HDAC aktivitesinden yoksun olsa da, sinaptik plastisite,
noronal hayatta kalma ve transkripsiyon faktorleri, sinyal transdiiksiyon molekiilleri ve
HDAC3 (HDAC ailesinin bir diger iiyesi) ile etkilesime girerek norogelisimde yer alan
genlerin transkripsiyonunun diizenlenmesinde aktif rol oynamaktadir. HDAC4, beyinde
yiiksek oranda ifade edilir ve homeostazi, bilissel islevlerin siirdiiriilmesi i¢in cok dnemlidir.
HDACA4 ekspresyonu diizensizliginin, ndrodejeneratif hastaliklar ve biligsel bozukluklar da
dahil olmak tizere cesitli noronal hastaliklarda 6nemli bir etken oldugu yoniindeki kanitlar
giderek artmaktadir (Mielcarek vd., 2015; Wu vd., 2016). Cpn + TSA konsantrasyon
grubuyla saptanan 3.40 kat ekspresyon artis1 saptanmistir. HDAC4, TSA’nin néroprotektif

etkilerine aracilik ediyor olabilir.

Epigenetik kromatin diizenlenmesi ile iligkili enzimlerin yer aldig1 gen panelinden elde
edilen bir baska ilging bulgu ise Cpn + Rifampin ve Cpn + RG108 konsantrasyon gruplariyla
SETDS geninde kontrol grubuna gore sirasiyla 3.92 ve 1.11 kat ekspresyon artisidir. SETDS,
in vivo histon H4'iin (H4K20) 20. lizinini monometilledigi bilinen tek lizin metiltransferazdir.
Cogalan hiicrelerin niikleer antijeni ve p53 dahil olmak iizere histon olmayan proteinlerin
lizin kalintilarin1 da monometiller. Sonug olarak enzimin metiltransferaz aktivitesi, DNA
replikasyonu, DNA hasar yaniti, transkripsiyon modiilasyonu ve hiicre dongiisii regiilasyonu
dahil olmak iizere bir¢ok temel hiicresel islemde rol oynar (Milite vd., 2016). Parsiyel
hepatektomi sonrasinda karaciger yenilenmesinde miRNA’larin roliiniin arastirildigt bir
calismada, ilk 24 saatte miR-127 ekspresyonunun azaldigi ve ters orantili olarak Bcl6 ve
SETD8 gen ekspresyonlarinin artis gosterdigi bildirilmistir. SETD8 ekspresyonunda,
parsiyel hepatektomiden 24 ve 120 saat sonra yiiksek bir indiiksiyon goriiliirken, SETDS

katalizat1 olan H4-K20mel’de, 24 saatte maksimum artis ve karaciger rejenerasyonunun
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terminal asamasinda ise azalma goriilmistir. Katalizatta goriilen bu azalmanin H4-
K20mel'in, suppressor of variegation (renklilik baskilayict) (SUV) 420H1, SUV420H2 ve
nuclear receptor binding SET domain protein 2 (niikleer reseptor baglayict SET alan protein
2) NSD2 gibi diger histon H4 metiltransferazlar tarafindan ayrica di-metillenmesi ve / veya
tri-metillenmesi nedeniyle olabilecegi one siiriilmiistiir (Pan vd., 2012). Cpn + Rifampin
grubunda SUV420H1 geninde 2.27 kat, Cpn + RG108 grubunda ise bir diger histon
metiltransferaz olan NSDI1 geninde goriilen 1.18 kat ekspresyon artisi da benzer bir

mekanizmayi isaret ediyor olabilir.

Inflamazom ile iliskili genlerin incelendigi gen paneli sonuglarina gore, Cpn (1 pg/ml)
+ IFN-y (10 ng/ml) konsantrasyon grubunda kontrol grubuna gére BIRC3, CARD6, CFLAR,
CTSB, HSP90ABL1, IFNG, IKBKB, IKBKG, IRF2, MAPK12, MAPK9, NLRP12, NLRX1,
PYCARD, PYDCI1, RAGE, RELA, TIRAP ve TNFSF4 genlerinde sirasiyla, 2.95,2.00, 1.29,
3.93,1.80, 2.18, 1.27, 1.05, 1.29, 1.05, 5.50, 10.48, 1.35, 2.90, 1.87, 4.99, 40417.53, 1.05 ve
2.09 kat artig bulunmustur. Cpn + TSA (100 nM) konsantrasyon grubunda kontrol grubuna
gore BCL2L1, BIRC3, CARD6, CASP8, CTSB, CXCL2, IFNBI1, IFNG, IKBKB, IKBKG,
IRF1, IRF2, MAPK3, MAPKS, MAPK9, NFKBIA, NFKBIB, NLRP12, PYCARD, PYDC1,
RAGE, TAB2, TIRAP ve TNFSF4 genlerinde sirasiyla, 1.49, 4.41, 2.46, 2.18, 1.05, 1.33,
2.93,7.29,1.51, 1.38, 8.58, 1.10, 1.02, 1.09, 31.37, 1.20, 1.12, 38.52, 1.36, 2.75, 1.04, 2.25,
1.07 ve 2.24 kat artig bulunmustur. Cpn + Rifampin (100 nM) grubunda ise, kontrole gore
BCL2, BCL2L1, CARD6, CFLAR, CTSB, CXCL2, FAD, HSP90AB1, IFNB1, IFNG,
IKBKG, IRF1, IRF2, MAPK12, MAPK3, MAPKY9, NFKBIA, NFKBIB, NLRP12,
PYCARD, PYDC1, RELA, RIPK2, SUGT1, TAB2, TIRAP, TNF ve TNFSF4 genlerinde
sirasiyla, 2.33, 1.14, 535.48, 32.81,4.54, 1.12, 5.63, 1.17, 405.30, 691.61, 3.16, 10.78, 5.18,
2.73, 6.36, 5.46, 1.47, 3.97, 28140, 302.78, 337.09, 3.45, 1.22, 1.16, 1.07, 1.87, 555.87 ve
372.02 kat artis gézlenmistir. Cpn + Givinostat (100 nM) konsantrasyon grubunda CTSB,
MAPK12 ve RIPK2 genlerinde kontrole gore sirasiyla, 2.07, 2.35 ve 3.57 kat artis
gozlenmistir. Cpn + RG108 (100 nM) konsantrasyon grubunda, BCL2L1, BIRC2, BIRC3,
CFLAR, CTSB, CXCL2, FAD, HSP90B1, IKBKG, IL12A, IRAK1, IRF1, IRF2, MAPK12,
MAPKS3, MAPKS8, NFKB1, NFKB1A, NFKB1B, NOD1, PEA15, PYCARD, PYDC1,
RELA, RIPK2, TABI, TIRAP ve TNFSF4 genlerinde kontrol grubuna gore sirasiyla, 12.72,
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233.71, 31.64, 73.28, 435.14, 23.99, 7.53, 362.42, 4.13, 25.26, 14.49, 3.66, 9.08, 1121.78,
5.88, 82.79, 3.50, 20.39, 21.45, 3.80, 9.68, 1.16, 5.14, 134.22, 2625.04, 4.24, 3.25 ve 11.93

kat artis1 belirlenmistir (Tablo 5.12.).

Tablo 5.12. Konsantrasyon gruplarimin inflamazom ile iliskili gen panelindeki ekspresyonlarmin kontrol

grubuna gore kat degisimleri ((+) upregiilasyon).

u§7£1§1+ Cpn +TSA cpn + Giinosat  RG100 2100
Genler Kontrol IFN-y (10 (100 nM) ET;%T]R;S (100 nM) nM)
ng/ml)
BCL2 1.00 0.52 0.85 (+)2.33 0.00 0.00
BCL2L1 1.00 0.50 (+) 1.49 (+) 1.14 0.01 (+) 12.72
BIRC2 1.00 0.52 0.90 0.61 033 (+)233.71
BIRC3 1.00 (+) 2.95 (+) 4.41 053 0.00 (+) 3164
CARD6 1.00 (+) 2.00 (+) 2.46 (+) 535.48 0.00 0.00
CASP8 1.00 0.28 (+)2.15 0.28 0.13 0.90
CFLAR 1.00 (+)1.29 0.61 (+) 32.81 0.09 (+) 73.28
CHUK 1.00 0.01 0.00 0.01 0.00 0.91
CTSB 1.00 (+)3.93 (+) 1.05 (+) 4.54 (+)2.07 (+)435.14
CXCL2 1.00 0.62 (+)1.33 (+) 112 0.03 (+)23.99
FAD 1.00 0.54 0.88 (+) 5.63 0.02 (+) 7.53
HSPY0AAL 1.00 0.30 0.84 0.50 0.00 0.40
HSPY0ABL 1.00 (+) 1.80 0.11 (+)117 0.02 0.00
HSP90B1 1.00 0.30 0.72 071 0.60 (+) 362.42
IFNB1 1.00 0.82 (+)2.93 (+) 405.30 0.00 0.09
IFNG 1.00 (+)2.18 (+)7.29 (+) 691.61 0.00 0.00
IKBKB 1.00 (+) 1.27 (+) 151 0.22 0.00 0.00
IKBKG 1.00 (+) 1.05 (+) 1.38 (+)3.16 0.01 (+)4.13
IL12A 1.00 021 071 0.79 0.01 (+)25.26
IRAK1 1.00 0.30 0.79 0.85 0.02 (+) 14.49
IRF1 1.00 0.02 (+) 8.58 (+)10.78 0.01 (+) 3.66
IRF2 1.00 (+)1.29 (+) 1.10 (+)5.18 0.05 (+)9.08
MAP3K7 1.00 0.14 0.96 0.14 0.00 0.10
MAPK1 1.00 0.24 0.87 0.30 0.00 0.00
MAPK12 1.00 (+) 1.05 0.73 (+)2.73 (+)2.35 (+) 1121.78
MAPK13 1.00 0.98 0.79 0.04 0.00 0.01
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Tablo 5.12. (Devam) Konsantrasyon gruplarmmin inflamazom ile iligkili gen panelindeki ekspresyonlarinin

kontrol grubuna gore kat degisimleri.

MAPK3

MAPKS8

MAPK9

NFKB1

NFKBIA

NFKBIB

NLRP1

NLRP12

NLRX1

NOD1

PEA15

PYCARD

PYDC1

RAGE

RELA

RIPK2

SUGT1

TAB1

TAB2

TIRAP

TNF

TNFSF4

TXNIP

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00
0.63
(+) 5.50
0.02
0.60
0.94
0.20
(+) 10.48
(+) 1.35
0.72
0.26
(+)2.90
(+) 1.87
(+) 4.99
(+) 40417.53
0.59
0.12
0.03
0.11
(+) 1.05
1.00
(+) 2.09

0.05

(+) 1.02
(+) 1.09
(+) 31.37
0.78
(+)1.20
(+) 112
0.27
(+) 38.52
0.11
0.80
0.82
(+) 1.36
(+)2.75
(+)1.04
0.69
0.85
0.57
0.13
(+)2.25
(+) 1.07
0.93
(+)2.24

0.06

(+)6.36
0.39
(+) 5.46
0.55
(+) 1.47
(+)3.97
0.15
(+) 28140.00
0.53
141
0.52
(+) 302.78
(+) 337.09
0.48
(+)3.45
(+)1.22
(+)1.16
0.21
(+) 1.07
(+)1.87
(+) 555.87
(+) 372.02

0.04

0.01
0.07
0.00
0.00
0.06
0.06
0.00
0.00
1.00
0.00
0.02
0.00
0.01
0.00
0.27
(+) 3.57
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
0.01

0.00

(+)5.88
(+) 82.79
0.00
(+) 3.50
(+) 20.39
(+) 21.45
0.04
0.14
0.00
(+) 3.80
(+)9.68
(+)1.16
(+)5.14
0.77
(+) 134.22
(+) 2625.04
0.00
(+)4.24
0.00
(+)3.25
0.70
(+) 11.93

0.00

Gelismis glikasyon son iiriinii reseptorii (RAGE) tarafindan kodlanan gen, hiicre yiizeyi

reseptorlerinin immiinoglobulin siiper ailesinin bir liyesidir. RAGE geni, gelismis glikasyon

son {lrilinlerinin etkilesimlerine ve bunlarin yani sira homeostazis, gelisim, inflamasyon,

diyabet ve AH gibi baz1 hastaliklarda rol oynayan molekiiller ile de etkilesimlere aracilik

eden multiligand bir reseptordiir. Gelismis glikasyon son iiriinleri, yaslanma ve diyabette

yiiksek oranlarda damar dokusunda biriken ve glikasyonu enzimatik olmayan proteinlerdir.

Ateroskleroz gibi durumlarda ve 6zellikle diyabetin bir komplikasyonu olarak hem akut hem
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de kronik vaskiiler inflamasyona araci olarak gorev yapar. Ayni zamanda A peptidinin
reseptoriidiir. Kortikal néronlarda, AB’nin hiicre zar1 boyunca hiicre disindan hiicre i¢i alana
gecisine katkida bulunur. AP tarafindan baglatilan RAGE sinyalleri, 6zellikle p38 mitojenle
aktive olan protein kinazin (MAPK) uyarilmasi, AB'yi RAGE ile bir kompleks halinde
intrandronal alana ileten bir tagima sistemini harekete gecirme kapasitesine sahiptir (Schmidt
vd., 2009). RAGE'nin Alzheimer benzeri patofizyolojik degisikliklerin altinda yatan hem
inflamatuvar bir aract1 hem de kritik bir oksidatif stres indiikleyicisi olarak etki ettigini
gosteren kanitlar giderek artmaktadir. Alzheimer patofizyolojisinde, AP {iiretimine ve
birikimine, norofibriler yumaklarin olugmasina, sinaptik transmisyonun basarisizligina ve
noronal dejenerasyona neden olan kritik bir role sahiptir (Cai vd., 2016). Panel sonuglari
incelendiginde, RAGE geninde mRNA kat artisi Cpn konsantrasyon grubu ile 4.99 kat
artarken, TSA, RG108 ve Rifampin varliginda sirasiyla, 1.04, 0.77 ve 0.48 kata diismektedir.

NOD-benzeri reseptorler (NOD-like receptors, NLR’ler), sitoplazmadaki DAMP’lar1
ve PAMP’lan algilamada rol oynayan genis bir sitozolik reseptor ailesidir. Bazi NLR’ler
birbirleriyle iliskisiz ¢ok farkli yapilar1 tanima 6zelligine sahiptir ve 6zel bir sinyal ileti
diizenegi kullanirlar. En ayrintili tanimlanmis olan NLR prototipi olan NLRP-3 (NOD-
benzeri reseptdr ailesi, pyrin biikliimii igeren 3), mikroorganizma yanisira hiicre hasar1 ve
Oliimiinii gosteren adenozin trifosfat (ATP) gibi maddeleri algilar. NLRP-3, bir adaptor
protein ve kaspaz-1 enziminin etkisiz (pro) formu ile oligomerize olur. Birlesmeyi takiben
kaspaz-1 etkinlesir, IL-1p onciil yapisini pargalayarak biyolojik olarak aktif IL-1 olusumuna
yol agar. NLRP-3iin sitozolik bileskesi, adaptor ve kazpaz-1 inflamazom olarak adlandirilir.
Inflamazom konagin savunma mekanizmasi disinda bazi hastaliklarda da etkilidir (Broz ve

Dixit, 2016).

Mikroglia aktivasyonunu takiben olusturulan néroinflamasyon ko-kiiltiir modelinde
inflamazom ile iligkili genler, noéronal fenotipe farklilastirilmis insan noroblastoma
hiicrelerinde mRNA gen ekspresyonu diizeyinde incelenmistir. Sonuglar incelendiginde,
Cpn grubunda RELA geninde 40417.53 kat artig saptanmuistir. Ancak bu artis TSA, Rifampin,
Givinostat ve RG108 (100 nM) varliginda baskilanarak sirasiyla, 0.69 ve 3.45, 0.37 ve 134.22
kata inmistir. NF-kappa-B (NF-xB), hemen hemen biitiin hiicre tiplerinde mevcut olan bir

pleiotropik transkripsiyon faktoriidiir ve iltihaplanma, bagisiklik, farklilasma, biyiime,
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timor olusumu ve apoptoz gibi bircok biyolojik islemle ilgili genis bir uyaran dizisi
tarafindan baslatilan bir dizi sinyal iletim olaymin bitis noktasidir. NF-kB, Rel benzeri alan
iceren proteinler RELA / p65, RELB, NFKB1 / p105, NFKB1 / p50, REL ve NFKB2 / p52
tarafindan olusturulan homo veya heterodimerik bir komplekstir. Heterodimerik RELA-
NFKBI1 kompleksi en bol goriilenidir (Gilmore, 2006). Dimerler, hedef genlerinin
DNA'sindaki kB bolgelerine baglanir ve bireysel dimerler, ayirt edilebilir afinite ve 6zgiilliik
ile baglayabilecekleri farkli kB bolgeleri i¢in farkli tercihlere sahiptir. Farkli dimer
kombinasyonlari, sirasiyla transkripsiyonel aktivatorler veya baskilayicilar olarak islev
goriir. NF-kB heterodimerik RELA-NFKB1 ve RELA-REL kompleksleri, transkripsiyonel
aktivatorler olarak islev goriir. NF-«kB, cesitli post-translasyonel modifikasyon ve subseliiler
kompartmanizasyon mekanizmalarmin yani sira diger kofaktorler veya koruyucular ile
etkilesimler yoluyla kontrol edilir. NF-kB kompleksleri sitoplazmada, NF-kB inhibitorii I-
kappa-B (IkB) familyasinin iiyeleriyle komplekslesmis aktif olmayan bir durumda tutulur.
Geleneksel aktivasyonda, 1-xB, farkli aktivatorlere cevap olarak I-kB kinazlar (IKK’lar)
tarafindan fosforile edilir, daha sonra bozulur ve bdylece ¢ekirdege dogru yer degistiren aktif
NF-kB kompleksini serbest birakir. I-kB'nin NF-kB {izerindeki inhibitor etkisi, [-kB'nin
esasen RELA ile etkilesime girerek sitoplazmada tutulmasi yoluyla saglanmaktadir. IKBKB,
NF-kB sinyal yolunda, inflamatuvar sitokinler, bakteriyel veya viral iiriinler, DNA hasarlar1
veya diger hiicresel stresler gibi ¢oklu uyaranlarla aktive edilen bir serin kinazdir ve IKK
kompleksine katilarak NF-«B inhibitorlerini iki serin kalintisi tizerinden fosforile ederek NF-
kB aktivasyonunun geleneksel yolaginda gorev yapar (Schmid ve Birbach, 2008). RELA
geninin yam sira, IKK kompleksine katilan IKBKB geninde Cpn, TSA ve Rifampin
gruplarinda sirastyla, geninde 1.27, 1.51 ve 3.16 kat artis gézlenmistir. IKBKG geninde ise
Cpn, TSA, Rifampin ve RG108 ile sirasiyla, 1.05, 1.38, 3.16 ve 4.13 kat artig goriilmiistiir.

RELA, NF-«xB kompleksinde DNA baglanmasina dogrudan katkida bulunabilecek
zay1f bir DNA baglama boélgesine sahiptir. Dogrudan bir transkripsiyonel aktivator olarak
aktivitesinin yani sira, promotorlerin transkripsiyon faktorlerine erisilebilirligini modiile
edebilir ve boylece gen ekspresyonunu dolayl olarak diizenleyebilir. T-hiicrelerinde sitokin
gen ekspresyonu igin gereklidir. NF-kB homodimerik RELA-RELA kompleksinin, 1L-8

ekspresyonunun invazin aracili aktivasyonunda rol oynadig: diisiinilmektedir (Bettelli vd.,
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2005). 10, 100 ng/ml ve 1 uM Cpn + IFN-y (10 ng/ml) ile aktivasyon sonrasi mikroglia
hiicrelerinde IL-8 gen ekpresyonu seviyelerindeki sirasiyla 10.56, 32.72 ve 4.144 kat artigin

sebebi de Cpn enfeksiyonunun RELA genini yiiksek oranda upregiile etmesi olabilir.

Inflamazom panelinden elde edilen ilgi ¢ekici bir veri de, Cpn enfeksiyonu varhiginda
diisiik doz rifampin ile TNF ve TNFSF4 genlerinde goriilen sirasiyla, 555.87 ve 372.02 kat
mRNA gen ekspresyonu artisidir. Rifampin, Streptomyces mediterranei'den tretilen yari
sentetik bir antibiyotiktir. Cesitli Mycobacterium formlarina karsi genis bir antibakteriyel
etki spektrumuna sahiptir. Duyarli organizmalarda, enzim ile stabil bir kompleks olusturarak
DNA'ya bagimli RNA polimeraz aktivitesini inhibe eder. Bdylece RNA sentezinin
baslamasini bastirir. Rifampin bakterisidaldir ve hem hiicre i¢i hem de hiicre dist
organizmalara etki eder (Campbell vd., 2011). Ayn1 zamanda AP norotoksisitesine karsi
koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir. Ancak diisiik dozda (100 nM), C. pneumoniae ile
indiiklenmis mikroglia hiicrelerinin varliginda SH-SYSY hiicrelerinde neden oldugu
proinflamatuvar TNF mRNA gen ekspresyonundaki asir1 artisin nedeninin incelenmesi
gerekmektedir. Rifampin ile elde edilen bir diger dikkat ¢ekici veri de, PYCARD ve PYDCI
gen ekspresyonlarinda goriilen 302.78 ve 337.09 kat artisidir. Ayni genlerde yalnizca Cpn
grubunda sirasiyla, 2.90 ve 1.87 kat, Cpn+TSA grubunda sirasiyla, 1.36 ve 2.75 Cpn+RG108
grubunda ise 1.16 ve 5.14 kat artis gozlenmistir. Her iki gen de IKK kompleksine katilarak

NF-kB aktivasyonunda rol almaktadir.

C. trachomatis, C. pneumoniae ve C. psittaci gibi Chlamydiae tiirleri, insanlarda ve
hayvanlarda, kronik ve lokalize inflamasyon ile karakterize enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar. Chlamydiae tiirleri ile ile enfekte olmus insan monositleri, NLRP3 ve kaspaz-
1 aktivasyonunun birlestirilmesinin ardindan IL-1p salgilarlar (Abdul-Sater vd., 2010).
Ancak enfeksiyon sonrasi, inflamazom yolagi aktivasyonunun zararli veya yardimei olup
olmadigr hala tartismalidir (Walton, 2016). Kaspaz-1 knockout farelerde azalmis C.
pneumoniae Kklerensi nedeniyle mortalite artarken (Shimada vd., 2011), akciger
fibroblastlarinda kaspaz-1 inhibitorii ile aktivitesinin baskilanmasi hiicreleri enfeksiyona
kars1 daha direngli hale getirmektedir (Jorgensen vd., 2011). Monosit ve makrofajlarin

enfeksiyonu takiben proinflamatuvar sitokinlerin iiretimine yonelirken epitelyal hiicreler igin
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durum farklidir, bu baglamda aradaki farkin enfeksiyonun dogasindan kaynaklandigi

diisiiniilmektedir (Walton, 2016).

5.7. Amiloid Beta ile Olusturulmus Norotoksisite Modelinde Epigenetik Mekanizmalar

Uzerine Etkili Tlaclarin Noroprotektif Etkilerinin Degerlendirilmesi

5.7.1. Amiloid Beta ile indiiklenen norotoksisite modelinin olusturulmasi

Noronal apoptoz ve nekroz ¢ok sayida norodejeneratif hastalikta ortaya ¢ikmaktadir.
Buna neden olan nérotoksik maddelerin arastirilmasi amaciyla yillardir pek ¢ok farkli in vitro
norotoksisite modeli uygulanmaktadir. Noronal hiicre 6liimiiniin zamanla ilgili analizleri ve
altta yatan mekanizmalarin kinetigi, bircok zaman noktasini1 kapsayan zahmetli deneyler
gerektirmektedir ve bu nedenle néronlarda hiicre 6liim sinyallerinin prensiplerini anlamada
ilerleme kaydedilmis olsa da, veri toplama ve yorumlamayi engelleyen teknik sorunlar
devam etmektedir. Hiicre indeksi (CI) degerlerinde degisiklik olarak kaydedilen empedans
Olcimii mantigina dayanan xCELLigence sistemi, hiicrelerin elektrotlar iceren kuyucuklara
yapigsmasindan sonra hiicre morfolojisindeki degisiklikler ile alternatif akim devrelerinin
direncindeki degisiklikleri iligkilendirir ve ger¢ek zamanli analiz yapma imkani saglar

(Limame vd., 2012; Mustafa vd., 2015).

AP ile indiiklenen norotoksisite modelinde SH-SYSY hiicre hatti, farklilagma besiyeri
icerisinde xCELLigence cihazi ile uyumlu altin elektrotlar iceren 6zel plakalara ekilmis ve
cihaz lizerinden gercek zamanl olarak belirlenen néronal fenotipe farklilasma saglanmaigtir.
Bu ¢aligmada SH-SYS5Y hiicreleri farklilagma besiyeri icerisinde (%1 serum ve 10 pM RA)
ekildigi i¢in CI degerindeki ani artig, proliferasyondan daha ¢ok hiicrelerin farklilasarak norit
uzantist yapmasi ile iligkilendirilmistir. Sekil 5.62. ve 5.63’de goriildiigi iizere CI
degerindeki ani artts SH-SYSY farklilagsmasimin baslangi¢ asamalar1 sirasinda hiicre
govdesinin biliylimesi ile ilgilidir. Daha sonra hiicrelerde ndritler uzamaya baglar ve hiicre

govdesinin biiylikligliniin kiigtilmesi ile birlikte CI degerleri diiser (Dwane vd., 2013).

Farklilagsma saglandiktan sonra, ndroprotektif etkinin belirlenmesi amaciyla mevcut
besiyeri igerisinde toksik olmadigi belirlenmis olan 100 nM Trikostatin A, Givinostat

(ITF2357), RG108 ve rifampinin; LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml) ve Cpn (1 pg/ml) +
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IFN-y (10 ng/ml) lizatinin konsantrasyonlarini iceren besiyerleri ile degistirilmis ve 24 saat

stireyle inkiibasyona birakilmistir. Konsantrasyonlarin uygulandigi deneyin 100. saati

civarindaki CI artis1 da farklilasmanin artisi ile iliskilidir (Sekil 5.62.).

Delta Cell Index
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E @ a8 (5um)
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Sekil 5.62. xCELLigence gercek zamanly hiicre analiz sistemi ile amiloid beta ile indiiklenen norotoksisite

modelinin olusturulmasi (n=>5, mavi ok: konsantrasyon gruplarinin uygulanmasi sonrasinda CI

artigi; sari ok: AP uygulamasi sonrasi CI degerleri).

Farklilasma siireci ve konsantrasyon gruplari ile inkiibasyon sonrasinda AP ile

ndrotoksisiteyi indiiklemek amaciyla, deneyin éncesinde 37°C’lik inkiibatorde falkon tiipte

serum igermeyen besiyeri igerisinde 7 gilin bekletilerek peptit agregatlarinin olusumu

saglanan 50 uM konsantrasyonda [3-amiloid (1-42) peptit agregatlari taze besiyeri ile 5 uM’a

seyreltilmistir. Konsantrasyon gruplari ile 24 saat inkiibe edilmis kuyucuklardaki mevcut

besiyeri ile 5 uM B-amiloid (1-42) peptit agregatlar1 iceren besiyeri degistirildikten sonra

cihazdan alman CI verileri karsilagtirilarak uygulanan ila¢ konsantrasyonlarinin Af

norotoksisitesine karsi koruyucu etkileri belirlenmistir (Sekil 5.63.).
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Sekil 5.63. Norotoksisite modeli uygulanan SH-SYSY hiicrelerinin konsantrasyon gruplari ile 24 saat inkiibe
edildikten sonra 5 um AP toksisitesine karst koruyucu etkilerinin gercek zamanli grafigi (n=>5).

Deney sonuglarina gore AR (5 uM), Cpn + IFN-y (1 pg/ml) ve LPS + IFN- y (100
ng/ml) gruplarinda kontrol grubuna gore CI degerleri sirasiyla %27.8, 20.8 ve 17.9 oraninda
azaltmistir; TSA, Givinostat, Rifampin ve RG108 (100 nM) ise kontrol grubuna gore CI
degerlerini sirasiyla %76.6, 69.5, 0.6 ve 33.2 oraninda arttirmistir. Ayrica hiicre canliliklar
AP pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda, Cpn + IFN-y, LPS + IFN- vy, TSA, Givinostat,
Rifampin ve RG108 gruplar1 CI degerlerini sirasiyla, %9.8, 7, 104.4, 97.3, 28.4 ve 61
oraninda arttirmistir (Tablo 5.13.).

Tablo 5.13. Nérotoksisite modeli olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde konsantrasyon gruplarimin gergek zamanli

hiicre analizinde A uygulamasi sonrasi 24. saatteki hiicre indeksi (Cl) degerlerine gore koruyucu

etkileri (n=35, kontrole gore % degerler).

Konsantrasyon Gruplari %CI Degerleri (Ort.£Std. Sapma)
Kontrol 100+9.60

AB (5 uM) 72.2+£11.49

LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml) 82+12.17

Cpn (1 pg/ml) +IFN-y (10 ng/ml) 79.2+9.55

TSA (100 nM) 176.6+11.98

Givinostat (100 nM) 169.5+7.13

Rifampin (100 nM) 100.7+12.68

RG108 (100 nM) 133.2+14.39
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CI verilerine gore ¢izilen % hiicre canlilig1 grafigine gore (Sekil 5.64.), norotoksisite
modeli olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde AP, Cpn + IFN-y ve LPS + IFN- y gruplarinda
hiicre canlilig1 kontrol grubuna gore azalmis, ancak bu azalma yalnizca A grubunda anlamli
bulunmustur (p<0.05*). Ayrica kontrol grubuna gore TSA, Givinostat (p<0.0001****) ve
RG108 (p<0.01**) gruplarinda anlamli derecede hiicre canliligi artisi belirlenmistir. AP
grubuna gore hiicre canliligi artiglart incelendiginde, TSA, Givinostat, RGI108
(p<0.0001****) ve Rifampin (p<0.5*) gruplarinda anlamli derecede hiicre canlilig1 artis
saptanmistir. Bu verilere dayanarak Sekil 5.64’de goriildiigii tizere, TSA, Givinostat, RG108
ve Rifampin’in SH-SYS5Y hiicrelerinde AP norotoksisitesine karsi noroprotektif etkisi

belirlenmistir.
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Sekil 5.64. Norotoksisite modeli uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin Af uygulamasi sonrast 24. saat CI verileri

ile ¢izilen slope grafigi (=6, ort.+ std. sapma, fark yok: p>0.05 n.s.; anlamli farklilik var: p<0.05*,
p<0_01**’ p<0.00]_*** ve p<0_0001****)_

Uygulanan konsantrasyon gruplarinin etkileri incelendiginde, AP, Cpn ve LPS

grubunda hiicre canliliklar1 kontrol grubuna gore azalirken TSA, givinostat, rifampin ve
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RG108 ile hiicre canliliklar1 anlamli olarak artmis ve bu gruplar AP ndrotoksisitesine kars1
noroproteksiyon saglamistir. Literatiir taramast sonucunda daha once xCELLigence cihazi
kullanilarak bu ilaglarin noroprotektif etkilerinin, Api42 ile indiklenen SH-SY5Y
norotoksisite modelinde incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Benzer sekilde Qosa ve
arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan bir ¢calismada, rifampin ve kafeinin AH {izerindeki
koruyucu etkileri arastirilmis ve rifampinin lipoprotein ile iligkili reseptor-1 (LRP-1) ve P-
glikoprotein (P-gp) upregiilasyonunu artirarak A klerensini arttirdig1 ve koruyucu etkinin
bundan kaynaklanabilecegi gosterilmistir (Qosa vd., 2012). Umeda ve arkadaslar1 (2016)
tarafindan yapilan bagka bir c¢alismada, rifampinin APP’i ifade eden ve AP
oligomerizasyonunu artiran Osaka (E693A) mutasyonlu COS-7 hiicrelerinde rifampin,
kurkumin, epigallokatesin-3-gallat, mirisetin ve scyllo-Inositol’{in ¢6ziinebilir oligomerler
olan AP, tau ve a-siniiklein agregasyonu iizerindeki etkileri arastirilmis ve rifampin diger
molekiillerden daha etkili bulunmustur (Umeda vd., 2016). Kilgore ve arkadaslar1 (2010)
tarafindan yapilan bir c¢alismada, smif 1 histon deasetilaz inhibitdrlerinin sistemik
kullaniminin AH fare modelinde baglamsal biligsel bozukluklar {izerine etkileri incelenmis
ve “epigenetik hafiza kurtarimi” olarak adlandirilan bir siire¢ ile bu bozukluklar tersine
cevirdikleri gosterilmistir (Kilgore vd., 2010). Seo ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
calismada, TSA’nin kalsiyumla indiiklenen ndérotoksisiteye karst SH-SYSY hiicrelerini
korudugu gosterilmis ve bu etkiye, AH patofizyolojisinde kalsiyum kaynakli néronal hiicre
toksisitesinde rol oynayan kalpain inhibitorii kalpastatin ekspresyonunu artirmasinin aracilik
ettigi bildirilmistir (Seo vd., 2013). DNMT katalitik aktivitesinin RG108 gibi kiiciik
molekiiller ile inhibisyonunun, motor néronlar1 agirt DNA metilasyonundan ve apoptozdan
korudugu daha oOnce gosterilmistir (Martin ve Wong, 2013), ancak AP ile iligkili bir

calismaya literatiirde rastlanmamustir.

5.7.2. Toplam reaktif oksijen tiirevleri (ROS) miktarinin belirlenmesinin

degerlendirilmesi

Norotoksisite modeli uygulanan SH-SYS5Y hiicreleri iizerinde konsantrasyon
gruplariin AP ile indiiklenen ROS iiretimine karst karst koruma saglayip saglamadigini

degerlendirmek i¢in, yontemlerde agiklandigi gibi SH-SYSY hiicrelerinde, ROS-1D Total
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ROS/Superoxide Detection Kiti (Kat. No: ENZ-51010, ENZO Life Sciences, Isvigre)

kullanilarak ROS miktarlar1 6lgiilmiistir.

Deney sonuglari incelendiginde, yalnizca AP varliginda ROS miktar1 %43.58 oraninda
artmistir. ROS indiikleyicisi pyocyanin varliginda kontrol grubunda ROS seviyesi %36.49
oraninda artmigtir. AP grubunda da pyocyanin varliginda, ROS iiretimi %72.71 oraninda
artmistir.  Kontrol grubuna gére ROS miktarindaki bu artis, yalnizca pyocyanin
(p<0.001***), yalmzca AP (p<0.0001****) ve AB+pyocyanin (p<0.0001****) gruplarinda
anlamli bulunmustur. AP maruziyeti Oncesinde konsantrasyon gruplar1 ile bekletilen
hiicrelerde ise, TSA ve RG108 ile toplam ROS miktar1 kontrol grubuna gore sirastyla %9.85
ve 9.03 oraninda azalmis; Rifampin, Givinostat, LPS/IFN-y ve Cpn/IFN-y gruplarinda ise
toplam ROS miktar1 kontrol grubuna gore sirasiyla, %0.43, 13.09, 21.67 ve 7.89 oraninda

artmis ancak bu degisimler anlamli bulunmamuistir (Sekil 5.65.).
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Sekil 5.65. ELISA yontemiyle belirlenen toplam ROS miktarimin gruplara gére yiizde deger grafigi (ROS
inhibitérii 5 mM N-asetil sistein (NAC) uygulamas: yapilmamistir) (n=4, ort.+ std. sapma, fark
yok: p>0.05 ns; anlamli farklik var: p<0.05* p<0.01** p<0.001*** ve p<0.0001****).
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Toplam ROS miktart A grubuna gore incelendiginde, TSA, Rifampin, Givinostat,
RG108, LPS + IFN-ve Cpn + IFN-y gruplarinda sirasiyla, %53.43, 43.14, 30.49, 52.61, 21.91
ve 35.69 oraninda azalmistir. AP grubuna gore toplam ROS miktarindaki bu azalma, TSA,
RG108 ve Rifampin (p<0.0001****), Givinostat ve Cpn + IFN-y (p<0.01**) gruplarinda
anlamli bulunmustur (Sekil 5.65.).

Hiicreler toplam ROS miktar1 6l¢iilmeden dnce ROS inhibitéri NAC ile 30 dakika
inkiibe edildiginde, AB grubunda toplam ROS miktar1 kontrol grubuna goére %6.62 oraninda
artmistir. AP maruziyeti 6ncesinde TSA, Rifampin, Givinostat, RG108, LPS + IFN-y ve Cpn
+ IFN-y gruplar1 ile muamele edilen SH-SYS5Y hiicrelerinde sirasiyla % 0.7, 0.25, 22.87,
4.29, 10.54 ve 16.52 oraninda artmis, ancak bu artis yalnizca Givinostat (p<0.01**) ve Cpn
+ IFN-y (p<0.5*) grubunda anlamli bulunmustur. Bu veri, Givinostat ve Cpn + IFN-y ile
ROS aktivasyonunun, ROS inhibitorii NAC ile farkli bir yolaktan calistigi seklinde
yorumlanabilir (Sekil 5.66.).

200+

% Toplam ROS Miktari

ey, -
RN

MMM

Konsantrasyonlar (+ NAC)

Sekil 5.66. ELISA yontemiyle belirlenen toplam ROS miktarimin gruplara gére yiizde deger grafigi (ROS
inhibitorii 5 mM N-asetil sistein (NAC) uygulamasi yapunustir (n=4, ort.£ std. sapma, fark yok:
p>0.05 ns; anlamh farklilik var: p<0.05*, p<0.01** p<0.001*** ve p<0.0001 ****),
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ROS indiikleyicisi pyocyanin varliginda, ROS miktar1 yalnizca pyocyanin varliginda
%0.85 oraninda azalmis ve pyocyanin+Af varliginda %51.07 oraninda artmis, ancak bu
degisim yalnizca pyocyanintAp grubunda anlamli bulunmustur (p<0.0001****)., ROS
inhibitorii NAC varliginda yalnizca AP grubundaki ve yalnizca pyocyanin grubundaki ROS
miktarlarinda anlamli bir artis olmamasti, ancak AB+pyocyanin varliginda ROS miktarindaki
artisin NAC tarafindan inhibe edilememis olmasi AP ve pyocyaninin birbirinin etkisini

potansiyalize etmis olabilecegi seklinde yorumlanabilir (Sekil 5.66.).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu ndronal hasar AH nin da dahil oldugu
pek ¢ok norodejeneratif hastaligin patojenezinde yer almaktadir. AH’larindan elde edilen
beyin omurilik sivisinda artmis 8-hidroksiguanozin (Nunomura vd., 2001; Abe vd., 2002) ve
F2-izoprostanlar (Montine vd., 2002) gibi ROS belirteglerine rastlanmasi, sirastyla artmis
DNA oksidasyonu ve lipid peroksidasyonunu gostermektedir. Oliim sonrasi incelemelerde
AH’larinin beyinlerinde de F2-izoprostan miktar1 artmistir (Montine vd., 1999). Her ne kadar
oksidan kaynakli néronal hasar AH’da néronal kaybin baslangi¢ sebebi olmasa da, potansiyel
olarak tedavi edilebilir bir ikincil nedendir. AH’da artan oksidatif hasarin mekanizmasi, bu
hastalikta iiretilen peptit AR nin yiiksek konsantrasyonlartyla iliskili goériinmektedir. 38-42
amino asit iceren bu peptidin hiicrei¢i H2O2 ve ROS iiretimini arttirdigi pek ¢ok hiicre kiiltiirii
calismasiyla gosterilmistir (Huang ve May, 2006). AP, glutamat/N-metil D-aspartat
(NMDA) reseptorlerinin aktivasyonuyla (Harkany vd., 1999) ve L-tipi voltaja duyarli
kalsiyum kanallar1 (Ueda vd., 1997; Ekinci vd., 1999) yoluyla hiicre i¢i kalsiyum alimini
arttirir. Artmis hiicre igi kalsiyum mitokondriyi depolarize ederek ROS fiiretir (Ekinci vd.,
2000). Dogrudan sitotoksik etkiye ek olarak, Ap noronal kiiltiir hiicrelerinde apoptoza neden
olur ancak bunun ROS {iretimi ile ilgili olup olmadig: tartismalidir. Bu baglamda, deneyler
kapsaminda konsantrasyon gruplarinin AP ile olusturulan ndrotoksisite modelinde toplam
ROS miktar1 ve apoptoz tizerine etkileri incelenmistir. Deney sonuglari incelendiginde, TSA,
RG108, Rifampin, Givinostat ve Cpn/IFN-y gruplarinin A ile indiiklenen ROS’un hiicre igi
liretimini azaltarak nodronlar1 potansiyel olarak koruyabilecegini gostermektedir. Ayni
zamanda, her ikisi de bakteriyel ekzopolisakkaritlerden elde edilen LPS/IFN-y ve Cpn/IFN-
y’min, hiicre i¢i ROS iretimini birbirinden farkli yolaklar {iizerinden indiikledigi

anlasilmaktadir.
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Rifampinin noroprotektif etkisinin serbest radikal siipiiriicli yeteneginden
kaynaklandigi daha onceki ¢alismalarda bildirilmistir (Tomiyama vd., 1996). Rifampin ile
tedavi edilen hayvanlarda, nigrostriatal dopaminerjik noronal yolaklarda oksidatif stres
azalmig ve noroproteksiyon saglanmistir (Oida vd., 2006). Rifampinin deneysel
Streptococcus pneumoniae menenjitinde ROS salinimini ve sekonder beyin hasarini azalttig
ve nedenle bu hastaligin potansiyel bir tedavisi olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Bottcher vd.,
2000). In vitro ¢alismalarda, rifampin 6n tedavisi PC-12 hiicrelerini rotenon kaynakli hiicre
Oliimiine kars1 korumus ve kalitatif ve kantitatif analizler, rifampinin mitokondriyal oksidatif
stresi iyilestirerek rotenon kaynakli apoptozu dnemli dlglide baskiladigini ortaya ¢ikarmistir
(Chen vd., 2010). HDACi ve DNMT?i’lerinin oksidatif strese karsi koruyucu etkileri {izerine
yapilan ¢alismalar literatiirde mevcuttur (Ryu vd., 2003; Shimazu vd., 2013; Xin vd., 2015).
Calismamiza benzer olarak, Agudelo ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, 50 nM
TSA’nin etanol kaynakli oksidatif strese karst HDAC2 inhibisyonu yoluyla ROS iiretimini
azalttig1 ve noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Agudelo vd., 2011). DNA metilasyonu
ve histon asetilasyonunun DNA hasar cevabindaki rollerinin incelendigi bagka bir calismada,
DNMT inhibitérii RG108 ve HDAC:i valproik asit, akut ve kronik oksidatif strese karsi
protektif etkiler gostermistir (Tokarz vd., 2016). Yapilan literatiir taramasinda Givinostatin

AP kaynakli ROS indiiksiyonunu inhibe edici etkisi tizerine bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

5.7.3. Akis sitometride immiinofloresans boyama yontemi ile AP agregatlarinin

belirlenmesinin degerlendirilmesi

Norotoksisite modeli uygulanan SH-SYS5Y  hiicreleri {izerinde konsantrasyon
gruplariin AP toksisitesi iizerindeki etkileri akis sitometride immiinofloresans boyama
yontemi ile AP agregatlarinin isaretlenmesi ile de arastirilmistir. Sekil 5.67. ve Tablo
5.14.°de gorildiigii tizere AP pozitif hiicrelerin yiizdeleri, kontrol, Ap, LPS + IFN-y, Cpn +
IFN-y, TSA, Givinostat, Rifampin ve RG108 gruplarinda sirasiyla, %1.8, 5.7, 5.6, 5.2, 3.1,
4.1, 3.5 ve 2.5 seklinde bulunmustur. Bu verilere gére AR grubunda belirlenen %5.7
seviyesindeki antikor, RG108, TSA, Givinostat ve Rifampin grubu varliginda azalmistir.
Diger gruplara oranla RG108 konsantrasyon grubu AP toksisitesine karsi daha yiiksek

koruyucu etki gostermistir.
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Sekil 5.67. Norotoksisite modeli olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde konsantrasyon gruplarmmin Apf

aktivasyonuna etkisi.
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Sekil 5.67. (Devam) Norotoksisite modeli olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde konsantrasyon gruplarmin Ap
aktivasyonuna etkisi.

Tablo 5.14. Nérotoksisite modeli olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde konsantrasyon gruplarinin Aff aktivasyonu

sonuglari.
Konsantrasyonlar AP Negatif %  Ap Pozitif %  Std. Sapma
Kontrol 98.2 1.8 +0.11
AB (5 M) 94.3 5.7 +0.23
LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10 ng/ml) + Ap 94.4 5.6 +0.32
Cpn (1 pg/ml) + IFN-y (10 ng/ml) + Ap 94.8 52 +0.34
TSA (100 nM) + Ap 96.9 31 +0.25
Givinostat (100 nM) + Ap 95.9 4.1 +0.12
Rifampin (100 nM) + Af 96.5 35 +0.14
RG108 (100 nM) + Ap 97.5 25 +0.22
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Norotoksisite modeli uygulanan SH-SYS5Y hiicreleri {izerinde konsantrasyon
gruplariin % AP miktar1 degisimi incelendiginde (Sekil 5.68.), kontrol grubuna oranla biitlin
konsantrasyon gruplarinda AP antikor miktarinin artis1 anlamli bulunmustur. AB grubuna
gore ise antikor miktarlart LPS + IFN-y ve Cpn + IFN-y gruplan ile anlamli miktarda

azalmamus, ancak diger gruplarda anlamli derecede diigmiistiir (p<0.0001****),
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Sekil 5.68. Norotoksisite modeli olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde konsantrasyon gruplarinin kontrol grubun
gére AP yiizde degisim grafigi (n=3, fark yok: p>0.05 ns; anlamh farkhihik var: p<0.05%
p<0.0001****),

Hiicre canliligi ¢aligmalarina ek olarak norotoksisite modeli uygulanan SH-SYSY
hiicreleri lizerinde konsantrasyon gruplarmin AP toksisitesi iizerindeki etkileri akis
sitometride immiinofloresans boyama yontemi ile AP agregatlarinin isaretlenmesi ile de
arastirilmistir. Deney sonuglarina gére AP uygulanan gruptaki antikor seviyesindeki artis
ozellikle TSA, givinostat, RG108 ve rifampin grubu varliginda anlamli olarak azalmistir.

Diger gruplara oranla RG108 konsantrasyon grubu AP toksisitesine karsi daha yiiksek
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koruyucu etki gostermistir. Cesitli bilesiklerin AP ile indiiklenen ndrotoksisiteye karsi
koruyucu etkilerinin arastirildig1 calismalarda, hiicre canlilig1 seviyeleri yaygin olarak MTT
veya laktat dehidrogenaz (LDH) analizi gibi sitotoksisite testleriyle belirlenmektedir (Yu vd.,
2005; Solorzano-Vargas vd., 2008; Kucukkilinc vd., 2017). Yapilan literatiir taramasinda, in
vitro ABi-42 seviyelerinin akis sitometri ile belirlendigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak,
100 nM TSA ile goriilen anlamli AP142 azalmasmin tersine, transgenik AH modeli
olusturulmus farelerde, intraperitoneal TSA uygulamasi sonrasinda plazma AP1-40 ve AP1-42
seviyelerinde artis bildirilmistir (Yang vd., 2014). Rifampinle iligkili in vitro Api 42
seviyesini azaltici etki bulgularimiza benzer olarak, Umeda ve arkadaslar1 rifampinin APP’i
ifade eden ve AP oligomerizasyonunu artiran Osaka mutasyonlu COS-7 hiicrelerinde AP
agregasyonu iizerinde inhibitor etkilerini bildirmistir (Umeda vd., 2016). LPS sonuglarimiza
benzer bir bulgu da sistemik LPS uygulamasinin néroinflamasyon ve Af birikimi iizerine
etkilerinin arastirildigi bir in vivo ¢alismada bildirilmistir. Jendresen ve arkadaslari, ABPP ve
amiloid birikintilerinde bolca bulunan heparanaz eksprese eden transgenik siganlarda LPS
uygulamasinin AP akiimiilasyonu iizerine bir etkisi olmadigini gostermistir (Jendresen vd.,
2019). Little ve arkadaslari, transgenik olmayan BALB/c farelerde, intranazal Cpn
enfeksiyonu sonrasinda hiicrei¢i AB1-42 birikiminin arttigini 6ne stirmiistiir (Little vd., 2004).
Ancak sonrasinda Boelen ve arkadaslari, in vitro bulgularimiza benzer olarak, Little ve
arkadaglar1 nin benzeri BALB/c siganlarda Cpn enfeksiyonuyla ve ayni parametrelerle
yapilmis bir calismayla Cpn enfeksiyonunun AP plak formasyonu {izerine bir etkisi
olmadigint bildirmistir ve bu tutarsizlifin sebebinin kullanilan Cpn suslarmin farklilig:
olabilecegini 6ne siirmiistiir (Boelen vd., 2007). Calismamiz, Givinostat ve RG108’in AP1-

42 seviyelerini in vitro olarak azaltici etkisi hakkindaki ilk ¢alismadir ve bu agidan énemlidir.

5.7.4. Akis sitometride Annexin V-PI yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesinin

degerlendirilmesi

SH-SYS5Y  hiicrelerinde  norotoksisite  modelinin  olusturulmasindan  sonra
konsantrasyon gruplarinin apoptotik ve nekrotik etkileri akis sitometri yoOntemiyle
arastirtlmistir. Hiicreler kaldirilarak, CF 488A Annexin V and Pl Apoptosis Kit (Biotium,

Kat. No: 30061) protokolii uygulanmistir. Daha sonra 6rnekler akis sitometri cihazinda
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(Accuri C6, BD) olgiilerek analiz edilmistir. Sekil 5.69. ve Tablo 5.15.’de goriildigii gibi
konsantrasyon gruplarinin apoptotik etkisi (erken apoptoz + ge¢ apoptoz), kontrol, Ap, LPS
+ IFN-y, Cpn + IFN-y, TSA, Givinostat, Rifampin ve RG108 gruplarinda sirasiyla %1.9, 8.5,
7.8,5.4,5.8,7.8, 5.8 ve 4.3 seklindedir. Bu sonuglara gore AB grubunun SH-SYS5Y hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisi diger konsantrasyon gruplari ile azalmaktadir. Konsantrasyon
gruplariin nekrotik etkisi ise sirasiyla %1.6, 6.7, 5.5, 7.1, 5.6, 7.8, 8.1 ve 6.6 seklinde
bulunmustur. Bu verilere gore yalnizca LPS + IFN-y ve TSA grubu AP grubuna gore nekrotik

etkiyi azaltmistir.
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Sekil 5.69. Norotoksisite modeli olusturulan SH-SYSY hiicrelerinde konsantrasyon gruplarinda apoptotik

etkinin akus sitometride Annexin V-PI yontemi ile belirlenmesi.
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Sekil 5.69. (Devam) Norotoksisite modeli olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde konsantrasyon gruplarinda
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Tablo 5.15. Nérotoksisite modeli olugturulan SH-SY5Y hiicrelerinde konsantrasyon gruplarimin apoptotik etki

sonuglari.
Konsantrasyonlar Canh Nekrotik Erken Geg + Std.
Hiicre Hiicre % Apoptotik Apoptotik Sapma
% Hiicre % Hiicre %
Kontrol 96.5 1.6 0.8 11 +0.14
AB (5 uM) 84.8 6.7 6.8 1.7 +0.49
LPS (100 ng/ml) + IFN-y (10  86.6 5.5 6.3 15 +0.04
ng/ml) + Ap
Cpn (1 pg/ml) +IFN-y (10 875 7.1 4.7 0.7 +0.47
ng/ml) + Ap
TSA (100 nM) + Ap 88.6 5.6 4.5 1.3 +0.72
Givinostat (100 nM) + AP 84.3 7.8 6.4 14 +0.65
Rifampin (100 nM) + Ap 86.2 8.1 5.2 0.6 +1.09
RG108 (100 nM) + AP 89.1 6.6 3.8 0.5 +0.12

Canli hiicrelerin yiizdesi incelendiginde kontrol, A, LPS + IFN-y, Cpn + IFN-y, TSA,
Givinostat, Rifampin ve RG108 konsantrasyon gruplarinin etkisi sirastyla, %96.5, 84.8, 86.8,
87.5, 88.6, 84.3, 86.2 ve 89.1 seklinde bulunmustur. LPS + IFN-y, Cpn + IFN-y, TSA,
Rifampin ve RG108 konsantrasyon gruplari, AP pozitif kontrol grubuna gore hiicre
canliligi sirasiyla, %2, 2.7, 3.8, 1.4 ve 4.3 oraninda artirmistir. Givinostat ise % 0.5
oraninda azaltmigtir. AR nin apoptotik+nekrotik etkisine kars1 hiicre canlilig1 artis1 yalnizca
100 nM TSA (p<0.5*) ve RG108 (p<0.01**) konsantrasyon gruplarinda anlamli
bulunmustur (Sekil 5.70.).

144



g 6- *kk*%k Fiekk
=
£
= Sk FF g
2 4 — i
5 = = -
w27 — H b
£ = HH B
= — HH B
= = H P
= — H Ex
= 0' T T T T a2 ”"
N
(‘\\"o Q)Q® xvs, ng, ng, ng, v‘%
o A\
EFA AN S S
NN N QO O
* W W SN
S & LT NN
N P AP RN
SR R R o
N &
¢ ©
v Konsantrasyonlar

Sekil 5.70. Nérotoksisite modeli olusturulan SH-SY5Y hiicrelerinde konsantrasyon gruplarimin A uygulamasi
sonrasinda kontrol grubuna gore apoptotik+nekrotik etki grafigi (n=3, fark yok: p>0.05 ns; anlaml
Sfarklik var: p<0.05%*, p<0.01** p<0.001*** ve p<0.0001****),

AH patolojisinin 6nemli bir 6zelligi, AP peptit agregatlarindan olusan plaklardir (Reis
vd., 2018). A, 6zellikle néroinflamasyon ve kolinerjik néronal apoptozda merkezi bir rol
oynar ve bu nedenle bu hastaligin ana belirleyicisi olarak kabul edilir (Li vd., 2009). Apoptoz,
normal gelisim sirasinda, ¢ok hiicreli organizmalarin programlanmis hiicre 6liimii seklinde
tanimlanmaktadir. Oksidatif stres veya bircok hiicrenin sitoplazmasinda inaktif olarak
bulunan kaspaz gibi sitozolik enzimlerinin aktivasyonu gibi tetikleyici durumlar sonrasinda
hiicre zar1 sizmasi, hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi ve apoptotik gévde olusumu
gibi karakteristik apoptotik siirecler meydana gelir (Sonmez vd., 2018). Nekrotik hiicre
6liimii veya nekroz, canli dokuda programli olmayan, rasgele tipte bir hiicre liimiidiir ve
enerji yetmezligi gibi patolojik faktdrlerden kaynaklanir. Nekroza bagl hiicre 6liimii her
zaman pasiftir ve bu nedenle belirli bir hiicresel sinyal yolunun aktivasyonuna ihtiyag
duymaz. Beyin iskemisine bagl tipik bir nekrotik siire¢, hiicrenin ve hiicre alt1 organellerin

sismesini, ardindan c¢oklu organel hasarini, hiicre zar1 biitiinliigiintin kaybini ve hiicresel
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icerigin ¢evreleyen hiicre dis1 bosluga kontrolsiiz bir sekilde salinmasini igerir (Hu ve Liu,
2017). Akis sitometride AP ile indiiklenen norotoksisite tizerinde konsantrasyon gruplarinin
apoptotik ve nekrotik etkileri incelenmistir. Bu deneyden elde edilen veriler incelendiginde,
AP’nin SH-SYSY hiicreleri tizerindeki apoptotik ve uyarilmis hiicre 6liimii (apoptoz+nekroz)
etkisi konsantrasyon gruplar1 ile azalmaktadir. Konsantrasyon gruplarindan yalnizca, RG108
ve TSA gruplarinda AB’ya gore apoptotik+nekrotik etki azalmistir. Canli hiicrelerin yiizdesi
incelendiginde ise givinostat grubu disinda diger gruplarin hiicre canliligin1 AB grubuna gore
arttirdig1 saptanmistir. Bulgularimiza benzer sonuglar, DNA metilasyonu araciligiyla motor
noron hiicresi oliimiiniin epigenetik regiilasyonunun arastirildigi bir ¢alismada, DNMT
enzimlerinin ndronal hiicre Oliimiine aracilik ettigi bildirilmistir. Motor ndron benzeri
somatodendritik fenotipe farklilastirilmis in vitro NSC34 hiicreleri ve in vivo fare beyni
kullanilarak yapilan bu ¢alismada, apoptoz sirasinda bu hiicre hattinda DNMT1 ve DNMT3a
enzim seviyelerinin ve g¢ekirdekte 5-metilsitozin birikiminin arttigi bildirilmistir. DNMT
enzimlerinin RG108 ile inhibisyonunun, 5-metilsitozindeki artisi ve farelerde motor
noronlarin apoptozunu tamamen engelledigi gosterilmistir (Chestnut vd., 2011). Sepsis
iligkili ensefalopatide néronal apoptozun epigenetik modiilasyonu ve bilissel iglevler iizerine
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, septik beyinde hipokampal H3 ve H4 asetilasyonu ve
sitoplazmik HDAC4 ve Bcl-XL inhibisyonu seklinde bildirilmistir. HDACi olan TSA veya
SAHA uygulanmasi, in vivo olarak Bcl-XL ve Bax degisikliklerini ve in vitro olarak da
apoptotik hiicreleri azaltmistir. Noronal apoptoz HDAC4 shRNA transfeksiyonu sonrasinda
azalmistir (Fang vd., 2014). Epigenetik kromatin diizenleyici enzimlerin arastirildigi gen
paneli sonuglarimiza gore, TSA’nin AP ile indiiklenen apoptotik etkiyi azaltmasina HDAC4

gen ekspresyonu artisinin aracilik ediyor olabilecegini diisiinmekteyiz.

146



6. SONUC VE ONERILER

AH, toplam demans vakalarinin %75-80'1 ile diinya genelinde demansin ana sebebidir;
ve 65 yasin lzerindeki niifusun %5'ini ve 85 yasin lizerindeki niifusun ise % 30'unu
etkilemektedir (Reitz vd., 2011). Hastalik insidansi, son yillarda giderek artmakta olup. bu
insidansin yaklasik her 20 yilda bir artacagi tahmin edilmektedir (Joshi ve Morley, 2006).
AH, genellikle 6nce hafif biligsel bozulma ve sonra demans seklinde ortaya ¢ikan ilerleyici
bir norodejeneratif hastaliktir. Hafiza ve diger bilissel islevlerde kayip ve davranis, ruh hali
ve kisilikteki degisikliklerle karakterizedir. Bu bozukluklar hastanin giinlik yasamina
miidahale etmektedir ve ailelere ve saglik sistemine ciddi bir yiik olmaktadir (Terracciano ve

Sutin, 2019).

AH vakalarmin yaklasik %90'min sporadik oldugu ve sadece %10'unun kalitsal
(genellikle otozomal dominant tip) oldugu, kalitsal vakalarin da genellikle erken baslangi¢h
(<65 y1l) AH ile iliskisi oldugu tahmin edilmektedir (Cummings, 2004). AH vakalarinin ¢cogu
gec baslangiclidir (yaklasik% 94) ve bugiline kadar, apolipoprotein E'nin (APOE4) sadece
e4-allel polimorfizmi tutarli bir sekilde AH'nin sporadik formunu gelistirme riskindeki bir
artigla iligkilendirilmistir. Son yillarda, buna ek olarak hastalikla iliskili baz1 kromozomal
lokuslar (kromozomlar 1, 7 ve 8) tanimlanmistir (Sleegers vd., 2010). Mendel kalitim
kaliplar goriilebilmesine ragmen (siklikla otozomal dominant), AH'nin ge¢ baslangicl tipi
poligenik ve c¢ok faktorlii bir hastalik olarak goriilmektedir. 21, 14 ve 1. kromozomlarda
bulunan amiloid prekiirsor protein (APP) ve presenilin 1 (PS1) ve 2 (PS2) mutasyonlarinin,
erken baglangicli AH vakalarinin % 71'inden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir. Ancak bu
mutasyonlar toplam AH vakalarinin yalnizca %0.5’ini agiklamaktadir (Butler vd., 2009). AH
baslangicindan sorumlu fizyopatojenik mekanizmalar hala ayrintili olarak bilinmese de, ¢ok
cesitli olas1 faktorler tartisiimaktadir: (a) genetik (mutasyonlar ve aleller); (b) toksik etkiye
sahip olabilecek protein ve peptitlerin anormal birikimi (AP, fosforile tau proteini, vb.); (c)
eksojen toksik elementler (aliiminyum ve civa); (d) oksidatif stres (antioksidan eksikligi,
gecis metalleri, mitokondriyal bozukluklar vb.); (e) wvaskiiler bozukluklar (iskemi,
hipertansiyon, hiperhomosisteinemi, vb.); (f) trofik faktor eksikligi; (g) bulasic1 enflamatuar
siirecler (sitokinler, viriis vb.) ve (h) metabolik bozukluklar (diyet, dislipidemi, diyabet, vb.)
gibi (Drachman, 2006). Histopatolojik agidan, AH'n1 karakterize eden beyin degisiklikleri,
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(1) 38-43 amino asit birikintili AP peptidi mevcudiyetidir (amiloid plaklar, néritik veya
yayilmis halde); (2) normal fonksiyonu mikrotiibiilleri stabilize etmek olan ve eskiden tau
proteini olarak adlandirilan mikrotiibiiller ile iligkili proteinin anormal birikintileri olan
hiicrei¢i norofibriler yumaklarin varligi; (3) amiloid anjiyopati ve (4) Hirano cisimli néronal
graniilovakuolar dejenerasyon. Genel olarak, tiim bu patolojik degisikliklerin esas olarak
transentorinal kortekste, hipokampus, amigdala, anterior bazal beyinde ve ilerledikge
diensefalik ¢ekirdek, beyin sap1 ve striatum ¢ekirdeklerinde bulundugu sdylenebilir (Braak
ve Braak, 1991).

Norotoksik etkiye sahip AB proteininin anormal birikimi varsayimina dayanan amiloid
hipotezi, APP geninin 21. kromozom iizerinde yer aldiginin bulunmasiyla birlikte Down
sendromlu bireylerin hayatlar1 boyunca ¢ok fazla A tirettikleri ve bu nedenle bu hastalarda
tipik Alzheimer noropatolojileri gelistiginin kesfine dayanmaktadir (Glenner ve Wong,
1984). Amiloid hipotezi ilk kez 1991 yilinda Hardy ve Allsop tarafindan resmi olarak 6ne
stiriilmiistiir ve giiniimiizde bilimsel olarak en iyi desteklenen etiyolojik hipotezlerden biri
olmaya devam etmektedir. Bu hipotez, AP proteininin hem hiicrei¢i, hem hiicredis1 asir1
tiretim ve birikiminin, hastaligt tamamen karakterize eden ilerleyici ndronal hasarin
baslangi¢ olaylarindan biri oldugunu agiklamaktadir (Hardy ve Allsop, 1991; Hardy ve
Higgins, 1992; Eckman ve Eckman, 2007).

Amiloid hipotezinin yani sira, Alois Alzheimer tarafindan hastaligin hipotetik nedensel
aciklamasi olarak enfeksiyon hipotezi 6ne siiriilmiistiir. Bu hipotez uzun siiredir gozardi
edilmis olsa da yakin zamanda yeniden giindeme gelmistir (Itzhaki vd., 2016). Diger
mikrobiyal etkenlerin yani sira 6liim sonrasi Alzheimer hastalarinin beyinlerinde hiicreigi
zorunlu patojen olan gram-negatif Cpn bakterisinin kesfiyle birlikte, Alzheimer hastalarinin
kanindaki anti-Cpn antikoru miktar1 artis1 saptanmis ve bu patojenin neden oldugu sistemik
enfeksiyonun AH goriilme riskini 5 kat artirdig1 gosterilmistir (Balin vd., 1998; 2008). Cpn,
AH ile iligkili oldugu disiiniilen Herpex Simplex Virus-1 (HSV-1) gibi dogrudan olfaktdr
(koku) kanalindan viicuda girebilmektedir ve mikroglia da dahil olmak iizere beynin farkli
hiicrelerini enfekte veya kolonize edebilmektedir (Bu vd., 2015). Ayn1 zamanda, Gérard ve
arkadaslar1 (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada Alzheimer hastalariin beynindeki
plaklarin yakininda canli Cpn bakterilerine rastlanmistir (Gérard vd., 2006). Son
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zamanlarda A proteininin antimikrobiyal ve antiviral 6zelliklerini gosteren pek cok ¢aligsma
yapilmistir (Soscia vd., 2010; Bourgade vd., 2015, 2016a, 2016b; Bode vd., 2017; Kumar
vd., 2016). AB’nin antimikrobiyal 6zellikleri diistiniildiigiinde, AH ile enfeksiyon hipotezi
arasindaki iliski ilgi ¢ekici hale gelmektedir ve AB’y1 dogrudan hedef alan denemelerin neden

basarisiz oldugunun sebebi enfeksiyon hipotezinin gdzardi edilmesi olabilir.

Yapilan pek c¢ok calismada astim ve ateroskleroz gibi inflamatuvar hastaliklar ile
iliskisi kesin olarak kanitlanan zorunlu hiicre i¢i bir gram negatif bakteri olan Cpn
enfeksiyonunun, norodejeneratif santral sinir sistemi hastaliklar1 ile de iligkisi oldugu
yoniindeki kanitlar giderek artmaktadir. Klamidya ailesinin diger iiyelerinin aksine Cpn
baslangi¢ kiiltiirli, yayilmasi ve izolasyonu zor bir bakteridir. Hiicre kiiltiiriinde biiylimesi
yetersiz ve olusan inkliizyonlar diger klamidyalarda goriilenlerden daha kiigiik olmasina
ragmen izolasyon en iyi sekilde hiicre kiiltiiriiyle gergeklestirilebilmektedir (Kuo vd., 1995).
Cpn ile yapilacak her ¢alisma oncesinde konake1 hiicre hattinda inokiilasyon saglanmasi ve
sonrasinda inkliizyon cisimciklerinin miktarinin belirlenmesi gerekmektedir. Escherichia
coli lipopolisakkaritlerinden elde edilen ve néroinflamasyon modellerinde siklikla kullanilan

LPS, genellikle liyofilize halde ticari olarak satin alinabilmektedir.

Literatiirde, LPS veya AP gibi indiikleyici bir madde aracilifiyla aktive edilen
mikroglialarin, SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicre hatti ile ko-kiiltiire edildigi pek ¢ok
noroprotektif etki ¢alismasi yer almaktadir (Lo vd., 2009; Shih vd., 2011; Zhang vd., 2014;
Ma vd., 2015; Pandur vd., 2019; DaSilva vd., 2019). Ancak Cpn ile yapilan benzer in vitro
calismalarda yaygin olarak enfekte edilmis hiicreler iizerinde ¢alisilmistir (Airenne vd., 2002;
Fischer ve Hécker, 2003; Dreses-Werringloer vd., 2006; Ikejima vd., 2006; Boelen vd., 2007;
Appelt vd., 2008). Enfekte hiicrelerle yapilan ¢alismalarda, canli veya 6lii bakteri ayrimi
yapilamamakta ve analizi canli hiicrelerle sinirlamak miimkiin olmamaktadir (Rogers vd.,
2010). Bu nedenle, bu tez ¢aligmasinda LPS ile olusturulan néroinflamasyon modeli benzeri
bir ¢aligmayi, liyofilize Cpn lizati ile, her deney dncesinde inokiilasyon agamasina donmeden
gerceklestirebilmek ve siirdiirebilirligi saglamak i¢in molekiiler farmakolojik deneylere

uygun bir néroinflamasyon modeli tasarlanmistir.
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Cpn’nin hiicre kiiltlirlinde izole edilmesi zor bir organizma olmasi sebebiyle bu tez
calismasinda insan epitelyal karsinoma hiicresi olan HEp-2 hiicre hatti konakgi olarak
kullanilmis ve Cpn inokiilasyonu saglanmistir. Sonrasinda, slipernatanttan veya hiicreler UV
151g¢1na maruz birakilarak/birakilmayarak hiicre pelleti cihazda pargalanarak elde edilen Cpn
lizatlarinin THP-1 hiicre aktivasyonu tizerindeki etkinligi IL-1p ve CD218a proinflamatuvar
sitokin ¢alismasiyla karsilastirilmistir. Bu calismada IL-1p ve CD218a seviyelerini sirasiyla,
%25.2 ve %24.2 oraninda artiran Cpn siipernatantindan elde edilen lizatla ileri deneylere
devam edilmistir. Literatiirde yaygin olarak kullanilan LPS konsantrasyonlariyla (1 pg/ml,
100 ve 10 ng/ml) (Lund vd., 2006; Henn vd., 2009; Dai vd., 2015; Figueroa-Hall vd., 2017;
Li vd., 2018), ayn1 konsantrasyonlardaki Cpn lizatinin, yine literatiirde siklikla LPS ile
birlikte kullanilan IFN-y (10 ng/ml) ile kombine halde veya tek baslarina, HMC3 mikroglia
aktivasyonunu arastirmak amaciyla IL-1B, TNF-o ve IL-8 proinflamatuvar sitokinleri
tizerindeki indiikleyici etkileri RT-PCR ¢alismasiyla belirlenmistir. Bu ¢alisma sonuglarina
gore, IFN-y (10 ng/ml) ile kombine halde IL-1B, TNF-a ve IL-8 ekspresyon seviyelerini
strastyla, 2.17, 5.18 ve 4.14 kat artiran 1 pg/ml Cpn ve 3.21, 1.41 ve 3.87 kat artiran 100

ng/ml LPS ile antikor ¢aligsmalarina devam edilmistir.

Yapilan literatiir taramas1 sonucunda, periferik kan mononiikleer hiicreleri (Netea vd.,
2000) ve THP-1 monosit hiicre hattinda (Lim vd., 2014) benzeri ¢aligmalara rastlanmakla
beraber HMC3 mikroglia hiicre hattinda Cpn ile benzeri bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Bu
calismaya ek olarak, 10 ng/ml IFN-y ile kombine halde kullanilmaya karar verilen Cpn ve
LPS’nin aktif mikroglia belirteci olan CDI11b antikoru iizerindeki etkinligi, hem
konsantrasyon (1 pg/ml, 100 ve 10 ng/ml) hem de inkiibasyon (24 ve 48. saat)
parametrelerine gore akis sitometri ile arastirilmigtir. Mikroglia hiicrelerinin aktivasyon
sliresi 24 saat, aktivasyon ig¢in kullanilacak konsantrasyonlar ise CD11B seviyelerini
sirastyla, %42.4 ve %47 oraninda artiran 100 ng/ml LPS ve 1 pg/ml Cpn olarak

belirlenmistir.

1942 yilinda epigenetik “fenotipleri meydana getiren genler ve onlarin {riinleri
arasindaki nedensel etkilesimleri arastiran biyolojinin bir dali” olarak tanimlanmistir
(Waddington, 2012). Epigenetik, mevcut DNA sekansinin 6tesinde faaliyet gosteren bir olgu

olmakla birlikte, DNA sekansinda yer alan temel bilgiler epigenetik elemanlarin
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organizasyonunda 6nemli rol oynar. Bu nedenle, 6zellikle CpG adalar1 gibi DNA dizisinde
tekrar edilen elemanlar kromatin organizasyonunun oldugu kadar epigenetik isleyisin de
fonksiyonel bilesenleridir. Epigenetik mekanizmalar; DNA dizisinde bir degisim icermeyen
ve hiicre donglisii boyunca gerceklesen kalitsal degisikliklerdir. Epigenetik degisiklikler;
genetik modifikasyonlardan farkli olarak geri doniisebilme potansiyellerine sahip olma,
genomda yakindaki bir diger gen grubunu etkileyebilme ve c¢evre ile modifiye edilebilme

gibi ortak 6zelliklere sahiptirler (Egger vd., 2004).

Cesitli histon proteinleri ve histon olmayan proteinler, genomu paketleyen dinamik
proteinlerdir. ATP’yi yeniden diizenleyen faktorler kadar bu proteinlerin ve DNA’nin
katyonik modifikasyonlar1 da epigenetik bilginin saklanmasina, silirdiiriilmesine ve
yayilmasina katkida bulunur. Cesitli evrimsel yollarin bir sonucu olarak bu DNA ve protein
elemanlari, spesifik sinyal cevaplarimi ve genom fonksiyonunu kolaylastiracak yonde
kademeli bir sekilde karmasikliga dogru evrimlesmistir (Kumari vd., 2013). Molekiiler
biyolojinin gelisimiyle birlikte epigenetik terimi gen ifadesinde, DNA dizisini degistirmeden,
kalitsal ve potansiyel olarak geri doniisiimlii sekilde ortaya g¢ikan degisiklikler seklinde
yeniden tanimlanmistir (Sigalotti vd., 2010). Bu olayin molekiiler temeli karmagik bir olaydir

ve belli genlerin aktivasyonunun ne zaman ve nasil olacagini belirler (Izmirli, 2013).

Epigenetik mekanizmalarin depresyon, sizofreni, madde bagimliligi, biligsel islev
bozukluklar1 gibi hastaliklarda ve norogenezis, ndronal plastisite, 6grenme ve bellekte rol
oynadigina dair ¢ok sayida delil bulunmaktadir (Erol vd., 2010). Okaryotik protein
metilasyon sisteminin  ¢esitli  bilesenlerinin  kaynaginin  bakteriler olabilecegi
diistiniilmektedir. Ozellikle, SET alani i¢eren histon metiltransferazlar (6rn., G9a, SETDB1)
ilk 6nce prokaryotlarda karbonhidrat baglayici alanlarin scaffold attachment factor (SAF)
siiper familyasindan ortaya ¢ikmis olabilir (Aravind vd., 2011). Tersine, bakteriyel SET
alanini igeren proteinin bir alt kiimesi, okaryotik benzerlerinin kromatinle iliskili roliinii
gelistirmis olabilir. Bu hipotez icin ilk kanit, klamidyal SET proteinleriyle yapilan
calismalardan ortaya c¢ikmustir. Insanlarda akut solunum yolu hastaliklarina neden olan
Cpn’den bir SET alan1 proteininin (cpnSET) ilk defa klamidyal histon-benzeri proteinler olan
HC1 / HC2'yi metilledigi gosterilmistir (Murata vd., 2007). Bu proteinin homologu olan C.

trachomatis niikleer efektorii T3SS nin enfekte olmus hiicre ¢ekirdegine girerek memeli
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H2B, H3 ve H4’linii metilleyebildigi ve histon metiltransferaz aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir. (Bierne vd., 2012). Okaryotlarla etkilesime giren bircok bakteri tiirinde SET
alan proteinleri bulunmasi sebebiyle, pek c¢ok bakterinin ayni stratejiye sahip oldugu

diistiniilmektedir.

Bu bilgiler 1s18inda, bu tez ¢alismasi kapsaminda Cpn enfeksiyonunun epigenetik
faktorler ve inflamatuvar yolaklar ile olasi iligkisi aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Olusturulan
noroinflamasyon modelinde, Cpn ile kombine halde kullanilan epigenetik diizenleyicli
faktorler tizerine etkili HDACi’ler olan TSA, givinostat ve DNMTi olan RG108 ve bir
antibiyotik olan rifampinin, epigenetik kromatin diizenlenmesi ve inflamazom ile iliskili

etkileri gen panelleriyle molekiiler diizeyde arastirilmistir.

Epigenetik kromatin diizenlenmesi ile iligkili enzim panelinden elde edilen bulgulardan
biri Cpn ile SETD7 geninde goriilen 1.34 kat artistir. SETD7, histon H3'lin 4. lizinini spesifik
olarak metilleyen bir lizin metiltransferazdir ve AH’dan izole edilen 6rneklerde, tau lizerinde
birden fazla lizin monometilasyon bolgesi tespit edilmistir (Bichmann vd., 2020). Bu
nedenle, epigenetik baglamda Cpn enfeksiyonu ve AH iliskisine SETD7 geninin aracilik

ediyor olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bir diger bulgu ise, Cpn-+rifampin konsantrasyon grubu ile DPEP2 geninde goriilen
34.22 kat ekspresyon artisidir. DPEP2 ekspresyon artis1 makrofajlar tizerinde baskilayici etki
gostererek proinflamatuvar sitokin cevabini azaltmaktadir ve bu etkiye NF-«B sinyal yolagi
baskilanmasinin aracilik ettigi bildirilmistir (Yang vd., 2019). Rifampinin néroprotektif etki
mekanizmasina da NF-kB sinyal yolagi baskilanmasinin aracilik ettigi daha Once
bildirilmistir (Bi vd., 2011; Kim vd., 2009; Bi vd., 2013). Bu nedenle, DPEP2 geni de ayni
yolak iizerinde yer aliyor olabilir. Ayrica, immiin yanitlari diizenleyen ve noroproteksiyonda
rol oynadig1 diisiiniilen (Wang vd., 2020) HDAC10 geninde goriilen 2.50 kat artis da
rifampinin epigenetik baglamda néroprotektif etki mekanizmasinin aydinlatilmasi yoniinde

onemli bir bulgudur.

Baska bir 6nemli bulgu ise TSA ile HDAC4 geninde goriilen 3.40 kat ekspresyon
artistdir.  Sinaptik plastisite ve nodronal hayatta kalma gibi norogelisimin 6nemli

basamaklarinda aktif rol oynayan bu genin ekspresyonundaki diizensizliklerin
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norodejeneratif hastaliklar ve biligsel bozukluklar da dahil olmak tlizere ¢esitli néronal
hastaliklarda 6nemli bir etken oldugu diistiniilmektedir (Mielcarek vd., 2015; Wu vd., 2016).
Bu verilere ek olarak, DNA replikasyonu, DNA hasar yaniti, transkripsiyon modiilasyonu ve
hiicre dongiisii regiilasyonu gibi birgok temel hiicresel islemde rol oynayan SETDS8 geninde
(Milite vd., 2016), rifampin ve RG108 gruplarinda goériilen sirasiyla, 3.92 ve 1.11 kat

ekspresyon artis1 da panelden elde edilen 6nemli bulgulardan biridir.

Inflamazom panelinden elde edilen en dikkat ¢ekici bulgu, gelismis glikasyon son
tirtinlerinin etkilesimlerine ve bunlarin yani sira homeostazis, gelisim, inflamasyon, diyabet
ve AH gibi bazi1 hastaliklarda rol oynayan molekiiller ile de etkilesimlere aracilik eden
multiligand bir reseptdér olan RAGE geninde, Cpn ile 4.99 kat ekspresyon artiginin, TSA,
RG108 ve Rifampin varliginda sirastyla, 1.04, 0.77 ve 0.48 kata diismesidir. Ateroskleroz
gibi durumlarda ve ozellikle diyabetin bir komplikasyonu olarak hem akut hem de kronik
vaskiiler inflamasyona aracilik eden bu gen, ayn1 zamanda AP peptidinin reseptoriinii de
kodlamaktadir (Schmidt vd., 2009). Cpn enfeksiyonunun, ateroskleroz ve astim gibi kronik
inflamatuvar hastaliklar ile kanitlanmis ve AH ile olast iliskisi (Porritt ve Crother, 2016) géz
oniinde bulunduruldugunda, Cpn’nin bu hastaliklar tizerindeki kronik inflamasyonu
tetikleyici etkilerine bu gen aracilik ediyor olabilir. TSA, RG108 ve Rifampin ile RAGE gen

ekspresyonunun azaltilmasi da antiinflamatuvar agidan 6énemli bir bulgudur.

RAGE genine benzer bir etki de RELA geninde goriilmiistiir. Cpn ile NF-«xB, sinyal
yolagi aktivasyonunda gorev yapan RELA geninde goriilen 40417 kat asir1 ekspresyonun,
TSA, rifampin, givinostat ve RG108 varliginda sirasiyla, 0.69, 3.45, 0.27 ve 134.22 kata
diiserek baskilanmasi ve ayrica NF-xB yolagi inhibitdr komplekslerine katilan IKBKB ve
IKBKG genlerinde bu gruplarla goriilen ekspresyon artiglari, ilag gruplarinin

antiinflamatuvar etkilerinin aydinlatilmasi a¢isindan 6nemlidir.

Tez calismasi kapsaminda, TSA, givinostat, RG108 ve rifampin’in Af ile olusturulan
norotoksisite modelinde noroprotektif etkileri de arastirilmistir. AP, 39 ila 42 amino asitlik
bir peptittir ve genellikle tiim ndronlarda, membran bagli tip-1 bir protein olan APP’nin iki
enzimatik kompleks vasitasiyla (B ve y sekretazlar) sirali proteolitik iglenmesi yoluyla

tiretilmektedir (Vetrivel ve Thinakaran, 2006). APP, amiloidojenik ve amiloidojenik
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olmayan iki enzimatik yol ile islenebilir. Amiloidojenik olmayan yol i¢inde, proteolizin ilk
basamagi esas olarak o-sekretaz aktivitesine sahip olan enzimler tarafindan gergeklestirilir
(6ncelikle ADAM 10). Bu enzimler APP'yi AP fragmanina karsilik gelen ektodomain iginde
keser. Bu islem daha biiyiik ¢0ziiniir pargalar iiretir, boylece AP gibi daha kiigiik par¢alarin
olusumunu Onler. a-sekretazin bu etkisi, ¢oziiniir aAPP olarak adlandirilan hiicredisi N-
terminal alanini serbest birakir ve bu alan ¢esitli nérotrofik ve noroprotektif ozelliklere
sahiptir. Buna ek olarak, membrana bagli kalan APP’nin C-terminal fragmani (CTFa), y-
sekretaz araciligiyla tekrar proteolize edilir ve diisliik hiicresel toksik etkilere sahip p3
fragmanimi (AR 17-40/42) iretir. Ayn1 zamanda, baz1 noroprotektif ozellikler sergileyen
APP'nin hiicre i¢i alan1 hiicre i¢ine salinir (Postina, 2008). Amiloidojenik yolakta ise, APP
ilk olarak B-sekretaz (aymi zamanda aspartil proteaz BACEIl olarak da bilinmektedir)
araciligiyla proteolize edilir ve bdylece N-terminal alanindan ¢oziinebilir bir fragman olan
sAPPf ve membrana bagli olarak kalan CTFf fragmani olugsmus olur. Sonraki basamakta,
CTFp fragmani y-sekretaz kompleksi araciligiyla proteolize ugrar ve AP tiretilir. y-sekretaz,
nikastrin, PEN-2, Aph-1, enzimatik kompleksin katalitik kismini olusturan presenilinler olan
PS1 ve PS2 isimli dort proteinden olusan bir komplekstir. Ailesel AH tipi (APP, PS1 ve PS2)
ile iligkili tim mutasyonlarin, AP iiretimini arttirmasi veya Uretim hizim1 degistirmesi

onemlidir (Nathalie ve Jean-Noel, 2008).

Deneysel olarak AB'min farkli ve antagonistik biyolojik 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmistir: bir taraftan trofik ve hatta antioksidan 6zelliklere sahiptir; 6te yandan ise, cok
cesitli toksik mekanizmalara sahiptir. Cesitli ¢alismalarda Af'nin toksik ozelliklerine
oksidatif stress, mitokondriyal diflizyon, membran gegirgenliginde degisimler, inflamasyon,
sinaptik disfonksiyon, ndrotransmitter reseptorleriyle etkilesim yoluyla eksitotoksisite gibi

cesitli mekanizmalarin aracilik ettigi gosterilmistir (Acosta-Martinez ve Ortiz, 2004).

Bu bilgiler 15181nda, xXCELLigence ger¢cek zamanli hiicre analiz sisteminde SH-SY5Y
hiicreleri 5 giin siireyle cihazin igerisinde farklilastirilmis ve farklilagsma siirecinin bitiminde
konsantrasyon gruplariyla muamele edildikten sonra, deney Oncesinde ticari halde satin
alinan monomer formdan polimerik agregat haline getirilen AP ile norotoksisite saglanmistir.
Deney sonuglarina gore, TSA ve Givinostat grubu daha iyi olmak iizere, tiim ilag gruplarinda

noroproteksiyon saglanmaistir.
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Ayn1 model tizerinde APi42 seviyeleri akis sitometri cihazinda APi42 antikoru ile
olgiilerek protein diizeyinde de noroprotektif etkiler incelenmistir. Pozitif kontrol grubunda
indiiklenen norotoksisiteyi, APi-42 seviyesini en etkili sekilde azaltarak noroproteksiyon
saglayan ilag RG108 olarak belirlenmistir. Bunlara ek olarak, ila¢ gruplarinin AP
norotoksisitesine aracilik eden oksidatif stres ve apoptotik/nekrotik etkileri de arastirilmistir.
Oksidatif stres iizerine etkiler akis sitometride toplam ROS miktar1 dlgiilerek belirlenmis ve
ila¢ gruplariin AP ile indiiklenen ROS’un hiicre i¢i tiretimini azaltarak néronlar1 potansiyel
olarak koruyabilecegi gosterilmistir. Bu deney sonucunda en etkili ilaglar TSA ve RG108
olarak belirlenmis, ayrica ROS inhibitdrii NAC ve ROS indiikleyicisi pyocyanin kullanilarak
elde edilen verilere dayanarak her ikisi de bakteriyel ekzopolisakkaritlerden elde edilen LPS
ve Cpn’nin, hiicre i¢i ROS iretimini birbirinden farkli yolaklar iizerinden indiikledigini
diistinmekteyiz. Literatiirde Rifampin, TSA ve RG108’in oksidatif stres {izerindeki etkileri
hakkinda yapilan ¢aligmalar mevcut olmakla birlikte (Tomiyama vd., 1996; Oida vd., 2006;
Bottcher vd., 2000; Chen vd., 2010; Ryu vd., 2003; Shimazu vd., 2013; Xin vd., 2015;
Agudelo vd., 2011; Tokarz vd., 2016), calismamiz Givinostatin AP kaynakli ROS

indiiksiyonunu inhibe edici etkisi tizerine ilk ¢alismadir.

AP’nin, 6zellikle ndroinflamasyon ve kolinerjik néronal apoptozda merkezi bir rol
oynamasi ve bu nedenle bu hastaligin ana belirleyicisi olarak kabul edilmesi (Li vd., 2009)
nedeniyle norotoksisite modeli lizerinde yapilan apoptotik+nekrotik etki deneyi sonuglarina
gore, AP ile indiiklenen uyarilmis hiicre 6liimii (apoptotik+nekrotik etki), AP varliginda,
yalnizca TSA ve RG108 grubuyla anlamli olarak azalmistir. Givinostat veya Rifampin
varliginda ise uyarilmis hiicre Sliimiinde saptanan azalma anlamli bulunmamistir. Her iki

ilacla da apoptotik etki azalmakta ancak nekrotik etki artmaktadir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi kapsaminda Cpn ile indiiklenmis néroinflamasyon ko-
kiiltiir modeli optimize edilmis ve bu model {izerinde ndroprotektif etkileri daha once
bildirilmis bir antibiyotik olan Rifampinin ve nororejeneratif etkileri bilinen epigenetik
diizenleme ile iliskili ilaglar olan TSA ve RG108’in yani sira, benzer etkileri ilk defa
aydinlatilan givinostat’in Cpn enfeksiyonu ile iliskisi, ilk defa epigenetik ve inflamatuvar
baglamda arastirilmigtir. Gen panellerinden elde edilen verilerin, hem AH ve benzeri

norodejeneratif hastaliklarda potansiyel olabilecek epigenetik ve inflamatuvar mekanizmalar
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tizerine etkili yeni ilag kombinasyonlarina veya mevcut ilaglarin hedeflenmesine yonelik
onciil bulgular oldugu, hem de Cpn enfeksiyonunun AH patolojisindeki roliine epigenetik
yolaklar agisindan farkli bir yaklasim sagladig1 diistiniilmektedir. Bu tez ¢alismasindan elde
edilecek ¢iktilar ile, TSA, RG108, givinostat ve rifampinin, AH noéropatolojisinde yer alan
epigenetik diizensizlikler ve AP norotoksisitesine karsi noroprotektif etki mekanizmalari
hakkinda literatiire katki saglayacak ve ayrica molekiiler ve klinik diizeydeki daha ileri
deneylerle terapotik segeneklerin oldukga sinirli oldugu kronik nérodejenaratif bir hastalik
olan AH tedavisine alternatif bir basamak olusturabilecek 6n veriler elde ettigimiz

inancindayiz.
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