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ONSOZ
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OZET

Deneysel Multiple Skleroz Olusturulan Siganlarda Farkli Biyotin
Formlarinin miR-21, miR-107 ve miR-122 ile PI3K/Akt Sinyal Yolag1
Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Besir ER
Doktora Tezi

FIRAT UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiist

Biyoloji Anabilim Dali

Haziran 2022, Sayfa: xii + 85

Bagisiklik sistemi hiicrelerinin miyelin kilifina ve merkezi sinir sistemi yapilarina zarar vermesi
sonucu gelisen Multiple Skleroz (MS), en sik goriilen ndrolojik hastaliktir. Biyotin takviyesi MS hastaliginin
ilerlemesini geciktirerek bireylerin yasam kalitesini arttirmaktadir. Magnezyum (Mg) sinir hiicrelerinde
iletimi saglayan norotransmitter maddelerin alinim ve saliniminin kontroliinde rol oynar. Ancak, Mg ve
Biyotinin kombine kullanimi ile ilgili ¢aligmalara literatiirde rastlanilmamistir. Bu ¢aligmada, siganlarda
lizolesitin (LPC) ile olusturulan demiyelinizasyon sonrasi deneysel MS modelinde Biyotin ve Magnezyum
Biyotinatin (MgB) etkileri arastirilmistir. Calismada, toplam 42 adet Wistar albino sican 6 gruba ayrildt. i
Kontrol; tek doz % 0.9 fizyolojik serum verilen si¢anlar. ii: LPC; tek doz % 0.9 fizyolojik serum igerisinde
% 1 oraninda hazirlanmig LPC verilen siganlar. iii: LPC+BI: LPC ve 0.9 mg D-biyotin verilen si¢anlar. iv:
LPC+BII: LPC ve 9 mg D-biyotin verilen siganlar. v: LPC+MgBI: LPC ve 0.9 mg biyotin (MgB) verilen
sicanlar. vi: LPC+MgBII: LPC ve 9 mg biyotin (MgB) verilen siganlar. D-biyotin ve MgB, 7 hafta siireyle
giinliik oral gavaj olarak uygulandi. miR-21 ekspresyonu kontrol ve tedavi gruplarma gére LPC grubunda
belirgin bir sekilde artarken, miR-107 ve miR-122 ekspresyonlari ise belirgin bir sekilde diismiistiir
(»<0.0001). PI3K, Aktl, Nrf2, HO-1 ve Bcl-2 protein diizeylerinde kontrol ve tedavi gruplarina gére LPC
gruplarinin diizeyleri diiserken NF-kB, Bax ve Kaspaz-3 protein diizeylerinde ise protein seviyeleri artmistir
(»<0.0001). Sonug olarak, siganlarda LPC ile indiiklenen MS hastaliginda, MgB takviyesinin miR-21, miR-
107 ve miR-122 ile NF-xB, Nrf2/HO-1 ve apoptotik sinyal yolaklarini regiile ederek MS hastaliginin
ilerlemesini geciktirebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Norodejenerasyon, Demiyelinizasyon, Multiple Skleroz, Magnezyum-Biyotinat,
Biyotin
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Different Biotin Forms on miR-21, miR-107
and miR-122 and PI3K/Akt Signaling Pathway in Experimental Multiple
Sclerosis Induced Rats
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The most common neurological disease Multiple Sclerosis (MS), is caused by myelin sheath damage to
immune system and central nervous system structures. Biotin supplementation delays the progression of MS
and improves the life quality of individuals. Magnesium (Mg) plays a role in the uptake and release of
neurotransmitter substances transmitted in nerve cells. Yet, no studies found in the literature on combining
Biotin and Mg. In this study, the effects of Biotin and Magnesium-Biotinate (MgB) were investigated, after
lysolecithin (LPC) induced demyelination in the experimental MS model. Total 42 Wistar albino rats were
divided into 6 groups. i:Control; rats given a single dose of 0.9% saline. ii:LPC; given a single dose of 1%
prepared LPC in 0.9% saline. iii: LPC+BI; rats given LPC and 0.9 mg d-biotin. iv:LPC+BII; rats given LPC
and 9 mg of d-biotin. v:LPC+MgBI; rats given LPC and 0.9 mg of MgB. vi:LPC+MgBII; rats given LPC
and 9 mg of MgB. Biotins were given orally daily for 7 weeks. The expression of miR-21 increased in the
LPC group compared to the control and treatment groups, while expression of miR-107 and miR-122
decreased (p<0.0001). While the levels of LPC groups decreased in PI3K, Aktl, Nrf2, HO-1 and Bcl-2
protein levels compared to the control and treatment groups, the protein levels increased in NF-kB, Bax and
Caspase-3 protein levels (p<0.0001). Eventually, MgB supplementation is anticipated to prevent the
progression of MS in rats with LPC-induced MS disease through modulating miR-21, miR-107, and miR-
122, NF-kB, Nrf2/HO-1, and apoptotic signaling pathways.

Keywords: Neurodegeneration, Demyelination, Multiple Sclerosis, Magnesium-biotinate, Biotin
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1. GIiRiS

Norodejeneratif hastaliklar, spesifik fonksiyonel anatomik bolgelerdeki ndronlarin ¢esitli alt
gruplarimi etkileyen heterojen klinik ve patolojik 6zelliklere sahip ¢cok yonlii noérolojik bozukluklar
dizisidir. Alzheimer, parkinson, multiple skleroz (MS), amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve
huntington gibi hastaliklar, isleyen néronlarin ilerleyici veya se¢ici kaybi ile karakterize edilen bazi
ndrodejeneratif siireclerin bir sonucudur [1]. MS; inflamasyon, demiyelinizasyon ve dejeneratif
degisiklikler ile karakterize olan merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik bir inflamatuar
demiyelinizan hastaligidir [2]. Genellikle gen¢ yetiskinlik doneminde baslayan ve daha g¢ok
kadinlarda goriilen MS, otoimmiin inflamatuar demiyelinizan merkezi sinir sistemi bozuklugu
olarak da bilinmektedir [3]. MS vakalarinda ilk demiyelinizan klinik atak %2 ila %5 arasinda
degisen bir dilimde ve 18 yasindan once ortaya ¢ikabilmektedir [4]. Yetiskinlerde goriilen MS ile
kargilagtirildiginda, pediatrik baglangighi MS hastalar1 tipik olarak daha aktif bir inflamasyon
seyrine sahiptir. Bu durum daha sik niiksler goriilmesine neden olur, ancak uzun vadede zihinsel
ve fiziksel sakatlik olusumu daha yavastir [5]. Kesin olarak patogenezi bilinmemekle birlikte, 6nde
gelen teoriye gore bu durumun bagisiklik sistemindeki diizensizliklerden kaynaklandig
diisiiniilmektedir [6]. Genler, cinsiyet, D vitamini eksikligi, bagirsak mikrobiyotasi, Epstein-Barr
viral enfeksiyonu, sigara ve obezite, hastalifin gelisimi tizerindeki en 6nemli risk faktorlerinden
bazilaridir [7]. MS hastali§inin ilerlemesi sonucunda ise tedavi edilemeyen niiksler ve norolojik
arazlar ortaya cikabilmektedir; bunun yani sira, MS hastali§inin teshisinin konuldugu bireylerin
yaklasik %10'unda baslangigtan itibaren ilerleyen bir hastalik seyri bulunabildigi bildirilmistir [8].
Cogu MS hastasinda, hastalik baslangicta geri dontisiimlii ndrolojik ataklar ile karakterizedir ve
bunu zamanla ilerleyici norolojik bozulmalar izlemektedir [9]. Eyliil 2019 ile Mart 2020 arasinda
Multiple Skleroz Uluslararas1 Federasyonu (MSIF) tarafindan derlenen MS Atlasina gore diinya
capinda toplam 2,8 milyon insanin (100.000 niifus basina 35.9) MS ile yasadigi tahmin
edilmektedir [10]. Bu epidemiyolojik veriler diinya niifusunun %87'sini temsil eden 115 iilkeden
toplanmigtir. MS hastaliginin prevalansi diinyanin her bolgesinde artmaktadir 2013'te 75 tilkeden
alman verilere gore insidans orani 2,1/100.000 kisi/y1l ve ortalama tani yasi 32 olarak rapor
edilmistir, 6zetle her 5 dakikada bir MS teshisi kondugu tahmin edilmektedir [10]. MS igin
onaylanan ve uzun siireli tedavilerde kullanilan ilaglarin, MS ataklarin1 azaltabildigi, ancak
hastaligin ilerlemesini biiyiik 6l¢iide durduramadigi bilinmektedir. Bu nedenle néroaksonal hasara
bagh olarak kalici fiziksel sakatlik meydana gelmeye devam etmektedir [11]. MS hastaliginin
patogenezi karmasik bir yapida olup tam olarak anlagilmamaktadir, ancak hastaligin altinda yatan
enflamasyon ve norodejenerasyon gibi baslica faktorlerin patogenezde rol aldig: diistintilmektedir.
Onceki smmiflandirma semasi ya altta yatan tekrarlayan yapidaki inflamatuar ya da ilerleyici

yapidaki norodejeneratif hastaligin  baskin oldugu farkli fenotiplerin varligi fikrine



dayanmaktadir [12]. Bu sebeptendir ki yapilan arastirmalar, aksonal ve noronal kaybin aslinda
hastalik siirecinin erken evrelerinde bagladigini ve bunun bilissel bozulma ve diger erken déonem
sakatliklarla sonuglandigini géstermistir [13]. Biligsel bozukluk, MS hastalarini etkileyen ve sik
goriilen komplikasyonlardan biridir [7]. MS hastalarinda, hastaligin ilerlemesi sonucu olusan
biligsel bozukluk yaklasik olarak hastalarin % 42-73"inii olumsuz etkilemektedir ve hastaligin
erken evrelerinde dahi ortaya g¢ikabilmektedir. Biligsel acigr olan MS hastalarinin % 40'ndan
fazlasinda bellek bozukluklart bulunmaktadir [14]. Biligsel islev bozuklugunun ortak etkileri
arasinda; dikkat dagmikligi, bilgi isleme ve yiiriime islevlerinde aksaklik, uzun siireli bellek ve
gorsel ogrenme zorluklari gibi problemler gozlenmektedir. Hastalarin hepsinde sinirler zarar
gormekte ancak ortaya cikan belirtiler, bireysel farkliliktan dolayr her kiside farkli olarak
seyretmektedir [15].

Multiple Sklerozdaki biyobelirtecler, erken teshis ve onleyici tedaviyi kolaylastirarak,
hastalik riski tastyan kisileri tararken teshiste onemli bir rol oynayabilmektedir [1]. Kan-beyin
bariyeri (BBB), yabanci maddelerin (ilaglar dahil) beyne girmesine kars1 biiyiik direng
gosterdiginden, beyne ilag verilmesinde biiyiik bir zorluk olusturmaktadir. Saglikli bireylerde bu
bariyer, beyin i¢in koruyucu olup, kanda bulunan zararli maddelerin beyne ulagsmasini engellerken,
kiigtik molekiillerin diflizyon yoluyla beyine gecisini saglamaktadir. Bununla birlikte, akut iskemik
inme ve intraserebral kanama dahil olmak {izere serebrovaskiiler hastaliklar ve MS, Alzheimer,
Parkinson ve kanserler dahil olmak {izere nérodejeneratif bozukluklarla karakterize hastaliklarda,
BBB bozulmaktadir [16]. MS hastalar1 i¢in mevcut ilag donanimindaki en Onemli terapotik
eksiklik, hastaligin ilerleyen fazlari igin etkili bir tedavinin olmamasidir [17]. Hastaligr modifiye
edici ilaglar, hastaligin siddetini azaltabilse de, hastalik giderek kotilesmeye devam
edebilmektedir. Hem genetik hem de g¢evresel faktorlerin hastalik gelisimine katkida bulundugu
ortaya konulmasina ragmen, kesin mekanizmalar1 hala tam olarak bilinmemektedir [18]. D
vitamininin immiinomodiilatér yetenegi genis ¢apta ortaya konmus olsa da, eksikliginin MS ile
olan iliskisi siklikla tartigilan bir dig faktordiir [19]. MS'de D vitamini alimmnin faydali bir etkisi
oldugunu 6ne siiren ¢ok sayida ¢calisma bulunmasina ragmen, takviyenin terapdtik olarak kullanilip
kullanilamayacagi konusu hala belirsizdir [20].

Vitaminler, normal fizyolojik islev i¢in gerekli olan ancak viicut tarafindan endojen olarak
sentezlenmeyen ve bu nedenle diyetle birlikte diisiik oranda alinmasi gereken bir grup organik
bilesiklerdir [21]. Toplamda, insanlara 13 farkli vitamin gerekmekte olup, bunlarin dordii yagda
¢Oziinen vitaminler (A, D, E, K), dokuzu ise suda ¢oziinen vitaminler [C vitamini ve sekiz tiir B
vitamini (tiamin, riboflavin, niasin, pantotenik asit, piridoksin, folat, biyotin ve kobalamin)]’den
olugsmaktadir [21]. B grubu vitaminleri; beynin gelisimi, onarimi ve isleyisinde hayati rollere sahip
olup, eksikliginde ciddi sekilde artan psikolojik bozukluklarla iligkilendirilmektedir [22]. B grubu

vitaminlerin ¢oklu etkileri arasinda; enerji iiretiminin artisina yardimei olusu, DNA/RNA sentezi



veya onarimi, genomik ve genomik olmayan metilasyon ve ¢ok sayida norokimyasal ve sinyal
molekiiliiniin sentezi gibi beyin fonksiyonunun cesitli yonlerindeki 6zelliklere olan tesiridir.
Bununla birlikte, insan epidemiyolojik ve kontrollii deney arastirmalar siirecinde ortaya ¢ikan
bilimsel yorumlar, yalnizca kiigiik vitamin alt gruplarina odaklanmigtir. Bunlar homosistein
metabolizmasinda yer alan en belirgin ancak 6zel olmayan B vitaminleridir [21]. B-kompleks
vitamini olan biyotin, MS'li hastalarin beyin omurilik sivisinda azalmaktadir [23] ve yiiksek
dozlarda biyotinin ilerleyici MS hastalarinin ¢ok az bir kisminda, bozulan fonksiyon kaybini
yavaslattigini ortaya koymaktadir [24].

Baz1 makro elementler, MS ile iliskili farkli patofizyolojik mekanizmalarda yer almaktadir
[25]. Sadece miyelin sentezi ve stabilitesi i¢in degil, ayn1 zamanda MSS' nin normal ¢alismasinda
da gereklidirler [26]. Ayrica sinir hiicrelerinin uyarilabilirligini azaltarak sinir sistemi iizerinde
onemli bir etkiye sahip olan magnezyum (Mg), otonom ganglionlarin inhibitér etkisini artirmakta
ve uyarici etkisini azaltabilmektedir [27]. Mg eksikligi, MS etiyolojisinde rol oynamas1 muhtemel
olan lenfositlerde veya sinir hiicrelerinde islev bozukluguna neden olmaktadir [28]. Magnezyum
biyotinat (MgB), d-Biyotin'den 40 kat daha fazla ¢oziiniir olan yeni bir biyotin tuzudur. Klinik
oncesi modeller, MgB'nin, d-Biyotine kiyasla dokuda iistiin absorpsiyona ve daha fazla alima sahip
olan biyoyararlanim yiiksek bir biyotin formu oldugunu gostermistir [29].

Fosfatidilinositol 3-kinaz/protein kinaz B (PI3K/Akt) sinyal yolunun MSS’ de 6nemli bir
rol oynadig1 kanitlanmistir [30]. PI3K/Akt sinyal yolu, sinyal iletimini ve hiicre proliferasyonunu,
apoptoz ve metabolizma gibi biyolojik siiregleri diizenlemektedir. Baz1 dogal tiriinlerin PI3K/Akt
yolunu aktive ederek néroprotektif bir rol oynayabilecegi ve potansiyel terapotik ilaglarin kesfi igin
etkili bir kaynak saglayabilecegini gostermektedir [31].

Niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktor (Nrf2) ve transkripsiyon faktorii/Hemoksijenaz 1
(HO-1), beyindeki temel sitoprotektif yanitlarin birincil diizenleyicisidirler. Anti-oksidan, anti-
inflamatuar ve detoksifiye edici proteinleri kodlayan cesitli néro-koruyucu genlerin ekspresyonunu
aktive eder. Down regiilasyon (asagi regiilasyon), bir hiicrenin, bir dis uyarana yanit olarak RNA
veya protein gibi hiicresel bir bilesenin miktarini azaltma siireci olarak tanimlanmakta, bu tiir
bilesenlerin artigin1 iceren tamamlayici siire¢ ise up-regiilasyon (yukari regiilasyon) olarak
adlandirilmaktadir. Nrf2/HO-1 anti-oksidan sinyalizasyonunun agagi regiilasyonu, 6ncelikle MS ve
diger norodejeneratif hastaliklarin  gelismesinden sorumludur. Nitekim MS benzeri
nérokomplikasyonlarla iliskili oksidatif stres, ndroinflamasyon, immiin diizensizlik, oligodendrosit
kayb1 ve demiyelinizasyonu dnemli dlciide artirmaktadir [32].

Transkripsiyon faktorii olan Niikleer Faktor kappa B (NF-xB), inflamasyon ve hiicre
canliliginin diizenlenmesi yoluyla inflamatuar hastaliklarda dnemli roller oynamaktadir. NF-xB'nin
MS hastalarmin MSS'nde T hiicreleri, mikroglia/makrofajlar, astrositler, oligodendrositler ve

noronlar dahil olmak tizere bir¢ok hiicre tipinde aktive oldugu gosterilmektedir [33]. Baz1 deneysel



otoimmiin ensefalomiyelit caligmalarindan elde edilen veriler, bu bireysel hiicre tiplerinde NF-xB
aktivasyonunun MS gelisimi tizerinde belirgin etkileri oldugunu 6ne siirmektedir [33]. Noronlarda
NF-xB aktivasyonunun, ndronlarin morfolojisini ve plastisitesini diizenlemesinin yani sira
ogrenme ve hafiza ile ilgili oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [34,35].

Apoptoz, cesitli biyolojik olaylarda yer alan hiicrelerin segici olarak elimine edilmesi i¢in
gerekli bir fizyolojik siirectir. Apoptotik hiicre 6liimiinde rol oynayan Bcl proteinleri ve kaspazlar
bir sistein proteaz sinifina aittir [36]. Bcl-2 ailesi, apoptotik hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde yer
alan, anti-apoptotik ve pro-apoptotik iiyelerden olusan en iyi karakterize edilmis protein ailesidir.
Bir anti-apoptotik protein olan Bcl-2, gelismekte olan beyindeki néron 6liimiinii bloke edebilen 25
kDa membrana bagl bir protein iken, Bax proteini ise, Bcl-2 ile bir heterodimer olusturarak ve
onun anti-apoptotik etkilerini bloke ederek hiicre 6liimiinii destekleyen 21 kDa'lik bir proteindir
[37]. Kaspazlar normalde bir¢ok memeli hiicresinde aktif olmayan Onciiller olarak ifade
edilmektedir ve aktif hale gelmesi i¢in proteinin par¢alanmasi gerekmektedir. Aktif kaspazlar,
Olmekte olan bir hiicreden kromozomal DNA'nin ayrilmasi ve elimine edilen parcalara ayrilma
siirecini baglatmaktadir [38]. Tanimlanan kaspazlar arasinda ozellikle kaspaz-3, sinir sistemi
gelisimi sirasinda ve belirli patolojik kosullar altinda néronal 6liimiin giiglii bir efektoriidiir [39].

MikroRNA'lar (miRNA), temel olarak transkripsiyon ve translasyonun inhibisyonu
yoluyla gen ekspresyonunun diizenlenmesinde yer alan kodlanmayan kisa tek iplikli molekiillerden
olugmaktadir. miRNA'lar ¢ekirdekteki anahtar diizenleyici molekiiller olarak viicutta cesitli
hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptoza katilmasina etkilidirler. Bununla birlikte, yapilan
son caligmalarda, miRNA'larin, esas olarak glial hiicreleri ve periferik bagisiklik hiicrelerini
etkileyen MS patogenezinde yer aldigi bulunmustur [40]. MS etiyolojisinde miR-21'in gen
diizenlemesindeki roliine iligkin onceki bulgulara dayanarak, MS'de miR-21 aday biyobelirteg
olarak se¢ilmistir [41].

Bu tez calismasinda, farkli biyotin formlariin, siganlarin beyin dokularinda deneysel
olarak hipokampus lokal demiyelinizasyonu ile olusturulan Multiple Skleroz modeli tizerindeki
molekiiler mekanizmalarda; miR-21, miR-107 ve miR-122 ile PI3K/Akt sinyal yolag: iizerine

etkilerinin karsilastirilmasi hedeflenmistir.



1.1. Norodejeneratif Hastahklar

Merkezi sinir sistemindeki néron kaybi sonucunda ilerleyici islev bozuklugu olarak
bilinen ndrodejenerasyon, biligsel ve motor islev bozuklugunun da baslica nedenidir [42].
Noronal hasar, alzheimer, parkinson, amyotrofik lateral skleroz, huntington, spinoserebellar
ataksi ve MS hastaliklariin patolojik bir 6zelligidir, ancak bu tiir hasarlar ndrotropik viral
enfeksiyonlar, felg, genetik beyaz cevher hastaliklar1 ve paraneoplastik bozukluklarin ardindan
da gozlenebilmektedir [43]. Mikroglia'nin kontrolsiiz veya anormal aktivasyonu, proinflamatuar
maddelerin agir iiretimi yoluyla alzheimer, septik sok, parkinson ve MS hastalig1 dahil olmak
tizere ciddi ndronal bozukluklara neden olabilir. Bu kosullar, néronal hasari ve ardindan
noronlarin ilerleyici 6liimiiyle sonu¢lanan inflamasyonu baglatan oksidatif strese yol agan
reaktif azot tiirlerini (RNS) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) biriktirir. Norodejenerasyon, bu
nedenle noronlarda hem yapit hem de fonksiyon kaybi olarak bilinmektedir. Cok sayidaki
norodejeneratif hastalik, néronlarin hasar gérmesi ile iliskilendirilmistir. [44]. Asagidaki Sekil

1.1°de yaygin norodejeneratif bozukluklarin sematik goriiniimii verilmistir.
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Sekil 1.1. Yaygin norodejeneratif bozukluklarin sematik goriiniimi

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yayinlanan demans demografisi, ndrodejeneratif
hastaliklarin 2030'da 70 milyonun iizerine ve 2050'de ise 106 milyon civarina ulasacagini
ongormektedir [42]. Fortune Business Insights arastirma sirketinin 2018 yilinda yaptigi arastirmaya
gore; 35 milyon dolar degerinde olan kiiresel nérodejeneratif hastaliklar ilag pazari biiyiikligiiniin,

%7.2°lik yillik artis sergileyerek, 2026 yili sonunda 62 milyon dolar civarina ulagmasi



ongoriilmektedir. Asagidaki Sekil 1.2°de kiiresel norodejerenatif hastaliklar ilag pazari biiytikligii
verilmistir [45].
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Sekil 1.2. Kiiresel nérodejerenatif hastaliklar ilag pazari bityiikligii

Norodejeneratif hastaliklar arasinda, MS hastaligmin 2018'de %61 ile en biiyilik pazar
payma sahip oldugu goriilmektedir. Hastaligin, tahmin yapilan donem boyunca da piyasaya hakim
olacagr oOngoriilmektedir. MS hastaliginin pazar biiylikliiglindeki baslica nedenler arasinda;
ilaclarin yiiksek fiyatli olmasi, hiikiimetler tarafindan tesvik edilmesi, yeni iiriinlerin gelistirilmesi
ve uzun siireli ilaca bagimlik gelmektedir. Asagidaki Sekil 1.3’de hastalik gostergesine gore kiiresel

norodejeneratif hastaliklar pazar payi temsili olarak sekli yer almaktadir [45].
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Sekil 1.3. Hastalik gostergesine gore kiiresel norodejeneratif hastaliklar pazar pay1



Glinlimiizde norodejeneratif bozukluklarin tedavisinde kullanilan ilaglar, 6ncelikle
norotransmitter salimiminin modiilasyonu yoluyla noronal fizyolojiyi diizenleyerek veya noronal

reseptorleri kontrol ederek etkilerini gostermektedirler [46].

1.2. Multiple Skleroz

Multiple Skleroz, viicudun kendi bagisiklik sistemi araciligi ile beyin ve omurilikteki
dokular1 yok ettigi, tedavisi olmayan kronik bir hastalik olarak tamimlanmaktadir [47].
Norodejeneratif olaylar ve otoimmiin hastaliklar ile karakterize inflamatuar bir hastalik olan MS,
MSS iizerinde farkli derecelerde tekrarlayan veya ilerleyici norolojik bozukluklarda miyeline karsi
saldirirlar [48]. Sinir hiicrelerini ¢evreleyen miyelin kilifin otoimmiin demiyelinizan sonucu hasar
gormesiyle meydana gelen MS’de, agr1 ve yorgunluk semptomlart ile birlikte duyusal, motor ve
biligsel islev bozukluklari karakterizedir [49].

Hastaligin ilk bilimsel tanimi, 1868'de Charcot tarafindan yapilmistir ve diinya ¢apindaki
doktorlar, MS hastaligini, sonrasindaki birka¢ on yil i¢inde kademeli olarak farklilasan ve ¢ok
yonlil bir hastalik olarak kabul etmislerdir [50]. Yirminci yiizyilin baslarinda kontrast maddelerin
kesfinden sonra, simdi plak patolojisi olarak tanimlanan, beyindeki kan damarlarinin etrafindaki
iltihaplanma ve miyelin hasari olarak tanimlanmistir [S1]. Asagida verilen Sekil 1.4’de saglikli sinir

hiicresi ve multiple skleroz hastasi sinir hiicrelerinin temsili olarak sekli yer almaktadir [52].
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Sekil 1.4. Saglikli sinir hiicresi ve multiple skleroz hastasi sinir hiicresi

Multiple Skleroz, tipik olarak geng yetiskinlik doneminin ilk yillarini etkileyen, fiziksel ve

zihinsel engellere neden olan, geri doniisii olmayan ilerleyici norodejeneratif bir hastaliktir. Birgok



gelismis ililkede geng ve orta yash insanlar arasinda travmatik olmayan fiziksel ve zihinsel
engelliligin 6nde gelen nedenidir [47]. Multiple Sklerozda ii¢ ana klinik seyir bulunmaktadir: 1)
Akut tekrarlayan ataklan takiben degisken derecede iyilesmeden olusan tekrarlayan-diizelen MS
(RRMS). ii) Baslangigtaki tekrarlayan-diizelten bir seyir izleyen ve geri doniisii olmayan bir
ilerleme ve ciddi sakatlik birikimi ile karakterize olan ikincil ilerleyici MS (SPMYS). iii) Hastaligin
baslangicindan itibaren kesintisiz bir ilerleme ile karakterize olan, birincil ilerleyici MS (PPMS).
MS, tiim yas gruplarinda felg veya omurilik yaralanmasinin ardindan tiglincii siradaki sakatlik
nedenidir ve 18-64 yaslar1 arasinda tekerlekli sandalye kullaniminin en yaygin sebeplerinden biridir
[47]. Ortalama tan1 yast 32'dir (20-40) ve kadinlarin MS'e yakalanma olasilig1 erkeklere gore iki
kattan daha fazla olarak bildirilmektedir [53]. MS hastalarinda beyin néronlarinda miyelin kaybz,
aksonal transeksiyonlar, noron kaybi, mikroglial aktivasyon ve oligodendrosit kaybi
gozlenmektedir. Efektor hiicrelerin post-kilcal veniillerden go¢ ederek beyne sizmasi hastaligin
ayirt edici Ozelligi olan plaklar1 olusturmaktadir. Enflamasyon veya daha az anlasilan diger
faktorler tarafindan tetiklenen noronlar1 ve aksonlar etkileyen dejeneratif bir siire¢, dogrudan
enflamatuar hiicrelerin neden oldugu demiyelinizasyon ve aksonal kayip birikimi ile birlikte
sakathigin daha da ilerlemesini saglamaktadir. Bu hasar gérme durumu; yiiriime, denge, ist
ckstremite islevi ve biligsel gerilemeyi etkileyen engellilige neden olmaktadir. Biitiin MS
semptomlar1 arasinda biligsel bozukluk en ¢ok engelleyici olan faktorlerden biridir [7]. MS'in
patolojik ozellikleri arasinda demiyelinizasyon, gliozis ve ndroaksonal dejenerasyon yer alir.
Bunlar, risk altindaki kan-beyin bariyeri (BBB) bagisiklik hiicresi infiltrasyonundan ve MSS
iltihaplanmalarindan kaynaklanir. Homeostazin kaybi1 ve glial hiicrelerin aktivasyonu,
demiyelinizasyon ve noronal/aksonal hasarin ilerlemesinde onemli roller oynar. Glial hiicreler
arasindaki etkilesimler, 6zellikle oligodendrosit progenitdr hiicreler ve oligodendrositler iizerindeki
etkileri, demiyelinizasyon-remiyelinizasyon siirecini karmagik yanitlar ve sinyaller dizisi ile etkiler
[54]. Genler, cinsiyet, D vitamini eksikligi, bagirsak mikrobiyotasi, Epstein-Barr viriisii
enfeksiyonu, sigara ve obezite, hastaligin gelisiminde en iyi anlasilan risk faktorlerinden bazilaridir
[7]. MS, MSS iltihabi, demiyelinizasyon, gliozis ve aksonal hasar ile karakterize kronik inflamatuar
ve ndrodejeneratif bir hastalik olmasindan dolay1 en sik goriilen semptomlar; yiiriime bozuklugu
ve ataksi, koordinasyon kaybi, hiperrefleksi, spastisite, gorme bozuklugu, duyu kaybi, {iriner
semptomlar, yorgunluk ve biligsel bozulma ile birlikte motor engelliliktir [55]. MS gelisiminin ana
etyopatogenetik etkisi; T ve B lenfositlerinin noronlarm miyelinlerini yok ettigi anormal bir
otoimmiin yanit1 tanimasidir [56]. Bu ayrica MSS'de inflamatuar lezyonlara neden olmakta ve
oligodendroglia kaybina ve aksonal dejenerasyona da yol agmaktadir [57]. MS hastalari, diger
hiicrelerin yan1 sira dendritik hiicreleri, T hiicrelerini ve bunlarin etkilesimini etkileyen dogustan

gelen ve adaptif bir immiin yanit diizensizligi sergilemektedir [53].



Multiple Sklerozda bagisiklik sistemi, MSS iiyeleri olan beyin, omurilik ve optik sinir
dokularma toplu bir sekilde saldirmakta ve hasar vermektedir. Beyin goriintiilemesi veya 6liim
sonrast muayenede goriilebilen lezyonlara (akut yaralanma bolgeleri) ve gozlemlenmesi daha zor
olan hasarlara neden olmaktadir [58]. Onarim mekanizmalart MSS'de ¢aligsa da genellikle yetersiz
kalmakta ve bazi sinir dokular1 geri dondiiriilemez bir sekilde tahrip olarak MS'den etkilenmeyen
kisilere gore beyin daha hizli bir sekilde atrofiye ugramaktadir [S9-61], (Sekil 5a). Beyinde siirlt
bir kapasitede norolojik rezervin oldugu disiiniilmektedir. Bu rezerv sinir hiicreleri ve sinir
liflerinin kaybu ile atrofisini telafi ederek islevini siirdiirmektedir. Bu islem kismen hasarsiz alanlar
iizerinden sinyalleri yeniden ydnlendirerek veya hasarsiz alanlara yeni islevler iistlenecek sekilde
uyarlanarak yapilmaktadir [62,63]. MSS'deki fiziksel hasar1 azaltmak i¢in mevcut mekanizmalara
ek olarak c¢alisan norolojik rezerv ve onarim mekanizmalari; MS ile iligkili beyin hasarindaki
hastaligin erken evrede neden fark edilemedigini ve dolayisiyla MS'in neden uzun siire teshis ve
tedavi edilemedigini aciklamaktadir. MS’te klinik semptomlarin goriilmesinin daha oncesinde,
insanlarin 6nemli bir kisminda biligsel bozulmanin mevcut olduguna dair kanitlarin oldugu
savunulmaktadir [64], (Sekil 5b). Genellikle, klinik semptomlar goériilmeye basladiginda, MSS'deki
hasar veya hasarlar ilk olarak tespit edilmektedir. Cogu lezyon bulundugu yere gére dogrudan
ataklara yol agmasa da (~%90), sinir fonksiyonunu belirgin sekilde bozan bir yerde bir lezyon
gelistigi takdirde semptomlar bir atak (niiks veya nobet) seklinde kendisini gostermektedir [65,
66], (Sekil S5c ve d). Beyin lezyonlar1 olan ama bu siiregte herhangi bir klinik semptomu olmayan
kisilere radyolojik izole sendromlu (RIS) denilmektedir. RIS'li hastalarin yaklasik iicte biri, 5 yil
icinde en az bir klinik semptom atagi yasamaktadir [67]. Semptomlarin ilk atagi, klinik izole
sendrom (CIS) olarak bilinir. CIS'li bir¢ok kiside (yaklasik %30-70), baslangigta hastali§in tani
kriterlerini kargilamasa bile MS hastalig1 gelisecektir [68]. MS hastaligi olan kisilerin yaklagik
%80-90"1 baslangicta tekrarlayan ve diizelen MS formuna (RRMS) sahiptir [66, 69]. RRMS'li
hastalar akut (ani) semptom ataklar1 yagmaktadir. Genellikle, semptom siddetinin stabil hale
gelmesinden birkag giin 6nce bir atak gelisir ve takip eden birkac hafta veya ay i¢inde atak siddeti
hafifleyerek geger [70], (Sekil 5d ve e). Norolojik rezerv ve onarim mekanizmalar tiikendigi
takdirde artik hasar telafi edilemez duruma gelerek, ikincil ilerleyici MS (SPMS) adi verilen
ilerleyici bir sakatlik agamasi baslar [71]. SPMS asamasinda ataklar olsun veya olmasin 6zellikle
yetenegini indirgeyen sakatlik durumlarn giderek kotilesmektedir [66,72,73]. Tipik olarak,
tekrarlamalarin meydana geldigi (tekrarlayan SPMS, RSPMS) bir cakigsma asamasi vardir, ardindan
tekrarlama olmadan ilerleme (tekrar etmeyen SPMS, NRSPMS) asamasina gecilmektedir (Sekil 5d
ve e). RRMS’li hastalar tedavi edilmedigi takdirde, %50-60'inda SPMS asamas1 15-20 yil i¢inde
gelismektedir ve hastalarin yardim almadan 100 metre kadar yiiriiyememe durumuna gelmesi
ortalama olarak sadece 14 yil kadar stirmektedir [74]. Asagidaki Sekil 1.5’te MS hastaliginin neden

oldugu hasar tipleri sembolik olarak resmedilmistir [47].



Beyin atrofisi normalden daha hizlidir
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Sekil 1.5. Multiple Sklerozun neden oldugu hasar tipleri

Diinya ¢apinda 2,5 milyonun {izerindeki insan, MS ile yasamaktadir [54]. MS hastaliginin

prevalans1 Asya ve Afrika’dakilere gore Kuzey Avrupa, Amerika ve Giiney Avustralya'da daha
yiiksektir ve bu oran Asya ve Afrika’da, diisiik olsada diinyanin diger bolgelerinde MS
prevalansinda bir artis bulunmaktadir. Prevalanstaki varyasyonun g¢esitli cografi, genetik ve
cevresel faktorlere bagl oldugu diistiniilmektedir [75]. MS hastaliginin olusumu cografi olarak

enlemlere gore degismektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa'da hastalik prevalansi 140/100.000 ila
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108/100.000 iken, Sahra alti Afrika ve Dogu Asya'da bu oranlar 2.1/100.000 ila 2.2/100.000'e
diismektedir. Aym prevalans kayitlarinda en yiiksek oran 189/100.000 ile Isvec'te bulunurken,
Arnavutluk'ta 22/100.000'dir. MS, iklimin iliman ve gelir oranlarinin yiiksek oldugu kuzey
yarimkiirede en yiiksek prevalans ve insidans oranlar ile diinya genelinde dikkat ¢ekici derecede
esit olmayan bir dagilima sahiptir. Buna karsilik, ekvator ve tropik iilkelerde, 6zellikle diisiik gelir
oranlarina sahip olanlar arasinda MS yaygin degildir. Ek olarak, ¢evresel etkiler baglaminda, MS
hastalig1 prevalansindaki degisikligin, endiistriyel gelismeden sonra niifusun kirsal alanlardan
kentsel alanlara kaymasiyla iliskili olabilecegi de diistintilmektedir [76].

Yetiskin MS dagilimma kiyasla, pediatrik baslangicli MS insidansi ve prevalansinda
onemli cografi heterojeniteye sahip oldugu bildirilmektedir. En giincel olan MS Atlasi’na gore, su
anda MS ile yasayan en az 30.000 ¢ocugun oldugu tahmin edilmektedir [77]. Pediatrik baslangiclt
MS (POMS) hastalar1 nispeten daha yavas fiziksel sakatlik ilerlemesine sahip olsa da, erken ve sik
goriilen noroinflamatuar ataklar, yetiskin baslangicli MS (AOMS) hastalar1 veya MS olmayan
akranlartyla karsilastirildiginda, beyin gelisiminde bozulma ve bilissel performansta diisiis ile
sonuclanabilir [78]. Bu bozukluklarin, yiiksekdgrenime devam etme olasiliginin azalmasi, daha
diisiik y1llik kazang, calisma hayati boyunca sik goriilen hastalik giinleri ve maluliyet emeklilik
programlarina erken kayit olma gibi uzun vadeli sonuglar1 olabilir [79]. Bu nedenle, erken taniya
yonelik ¢abalar, uzun vadeli sonuglarin 6ncelikli tan1 koyucularinin kesfedilmesi ve uygun erken

ilag miidahalesi biiylik 6lgiide 6nemli olarak goriilmektedir [5].

1.3. Magnezyum

Magnezyum (Mg), memeli hiicrelerinde potasyumdan sonra en bol bulunan ikinci katyondur
ve enzimatik reaksiyonlar, iyon kanali fonksiyonlari, metabolik dongiiler, RNA, DNA ve proteinler
gibi biyomolekiillerin stabilitesi, hiicresel iletisim de dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicresel siireg
icin gereklidir [80, 81]. Mg?* sistemik ve hiicresel seviyelerde diizenleyici bir katyon gorevi
gormekte ve viicuttaki hemen hemen tiim anabolik ve katabolik siireclere katilmaktadir. ATP
sentezi, karbonhidrat metabolizmasi, K* ve Ca®* taginmasi, hiicre proliferasyonu ve membran
stabilitesi dahil olmak {izere 325'ten fazla enzim sistemini aktive ederek c¢ok cesitli hiicresel
olaylarda, biyokimyasal reaksiyonlarda ve fizyolojik fonksiyonlarda temel bir rol oynamaktadir
[82,83]. Hiicre i¢ci Mg?** homeostazi; enzimatik aktiviteler, kanal agikliklari, DNA/RNA stabilitesi
ve hiicresel stresin kontroli yoluyla hiicre biiylimesi, farklilagmasi, enerji metabolizmasi ve hiicre
olimii gibi fizyolojik olaylarla baglantilidir [84]. Bu nedenle Mg?* konsantrasyonunun hiicre tipine
ve ortama gore optimal seviyelerde diizenlenmesi sadece normal fonksiyon ve gelisim icin degil,
ayni zamanda hastaliklarin 6nlenmesi i¢in de ¢ok 6nemlidir. Mg?* homeostazindaki dengesizlikler;
kanser, diyabet, parkinson, alzheimer hastalifi ve demiyelinizasyon gibi ndrodejeneratif

hastaliklarda rol oynamaktadir [85]. MSS’de hiicre disi sivi, BBB ile kan dolagimindan
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ayrilmaktadir. BBB, beyin kilcal damarlar1 endotel hiicreleri igermektedir ve hiicre disi sivi
homeostazinin korunmasi i¢in besinlerin ve elektrolitlerin gegisine izin vermektedir. Beyinde diger
organlardan farkli olarak ndronal ve glial hiicreler 20 ila 50 nm uzakliktadir ve hiicre dis1 boslugun
hacmi oldukga kiigiiktiir [86]. Mg, sinir hiicrelerinin uyarilabilirligini azaltarak sinir sistemi
tizerinde 6nemli bir etki gostermektedir. Bunun yanisira otonom gangliyonlarin inhibitor etkisini
arttirmakta ve uyarici etkisini azaltmaktadir. Ayrica, Mg** iyonlari sinir uglarindaki kalsiyum
iyonlari ile rekabet yoluyla asir1 uyarimi 6nlemektedir [87]. Kortikal yapilarin mikrodolagimindaki
Mg?* seviyesindeki bir azalma, mikrodamarlarda hizli ve ilerleyici bir hasara neden olarak fokal

kanamalara ve beyin 6demine yol agmaktadir [88].

1.4. Biyotin

B vitaminleri, hiicresel fizyolojik isleyisini her yonden destekleyen enzimatik siireclerin
onemli bir boliimiinde koenzim olarak islev gérmektedirler. Bir koenzim olarak, vitaminin
biyolojik aktif formu olan "apoenzim" i¢inde baglanir ve bir "holoenzim" olustururlar ve boylece
ortaya ¢ikan enzimin katalize edebilecegi reaksiyonlarin ¢esitliligi acisindan yeterliligini arttirirlar
[89]. Tiamin, riboflavin, niasin, pantotenik asit, B6, B7 (biyotin), folat ve B12 dahil olmak iizere
tim B grubu vitaminleri diyet ile alinmaktadir. Optimum beyin isleyisi ve nérotransmiterlerin
iretimi igin gereklidirler [22]. Biyotin suda ¢oziinebilen bir B kompleks vitaminidir. Biyotin
eksikliginin daha ¢ok alopesi ve pullu eritematdz dermatit gibi deri semptomlarina neden oldugu
da gosterilmistir [29]. Biyotin, hepatik glikoz aliminin diizenlenmesi, glukoneogenez ve lipogenez,
insiilin reseptorii, transkripsiyon ve pankreatik B-hiicresi fonksiyonu dahil olmak iizere glikoz
metabolizmasi ve hemostazinda, 6nemli bir rol oynamaktadir [21]. B-kompleks vitamin grubundan
olan biyotin, MS hastalarinin beyin omurilik sivisinda azalmaktadir ve son ¢alismalarda yiiksek
doz biyotinin ilerleyici evredeki MS hastalarinin kiigiik bir yiizdesinde fonksiyon bozuklugunu
iyilestirdigini ileri stirmektedir [17]. Biyotin, yag asitleri biyosentezinin hiz smirlayici enzimi olan
asetil-CoA karboksilazin (ACC) bir koenzimi olarak islev géren 6énemli bir lipojenik vitamindir.
Beynin yiiksek lipit igerigi nedeniyle, biyotin eksikligi norolojik bozukluklarla ciddi sekilde
baglantilidir [90]. Biyotinin araci metabolizmadaki merkezi roliinden dolay1 viicudun tiim dokulari
tarafindan biyotinin gerekli oldugu diisiiniilmekle birlikte, beyin kimyasinda da 6zellikle dnemli
bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Biyotinin ndron iglevindeki hayati roliine iligskin diger kanitlar
ise biyotin eksikligi ve dogustan biyotin metabolizmasinda bozukluk olan hastalarda nérolojik islev
bozuklugunun belirgin oldugunu gdstermektedir [91]. Biyotin, nadir nérolojik hastaliklardan olan
biyotin-tiyamin duyarli bazal ganglion hastaliginin tedavisinde hayati bir role sahiptir [92]. Giinde

300 mg biyotinin, aktif bir farmasoétik ajan olarak kullanilabilir oldugu kabul edilmektedir [93].
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1.5. Magnezyum Biyotinat

Magnezyum biyotinatin (agirlikca) bilesimi; Mg(CioHisN20sS), molekiiler formiiliine
sahip %93 D-biyotin, % 4.5 magnezyum ve % 2.5 sodyum kloriirden olusan bir molekiildiir. Stabil,
higroskopik olmayan, kirli beyaz bir toz olarak iiretilmistir. Yapilan toksisite ¢aligmasinda 14 giin
boyunca 2500 mg MgB/kg/giin'e kadar olan dozlarda, klinik belirti veya hayvan oOliimii
gbzlenmemistir. Ayrica, ortalama viicut agirliklarinda, giinliik viicut agirligi artisinda, gida
tiketiminde ve gida verimliliginde onemli degisiklikler de olmamistir [94]. MgB, biyoyararlig:
yiiksek iyi ¢oziiniir bir biyotin formu saglayan yeni bir biyotin tuzudur. MgB'nin suda
¢cOzlinlirligiinii D-biyotin ile karsilagtiran bir in-vitro deney, MgB'nin D-biyotinden 40 kat daha
fazla ¢oziiniir oldugunu gostermistir [94]. Ayrica, klinik 6ncesi bir modelde, MgB'in si¢anlara
uygulanmasinin, ayni miktarda D-biyotin uygulamalarina gore %47 daha yiiksek serum seviyeleri
ile sonuglandigini gostermistir [95]. Yakin zamanda gerceklestirilen deneysel bir calismada
sicanlarda popiyonik asitle indiiklenen deneysel otizim modelinde, MgB’nin oksidatif stres
parametrelerini disiiriirken antioksidan parametreleri artirarak beyin toksisitesini Onledigi
bildirilmistir [96]. Dolayisilya bu veriler MS hastaligina karst Mg nin ya da biyotinin tek basina
kullanilmas1 yerine MgB formunda uygulanmasimin daha etkili olabilecegi fikrini
desteklemektedirler [97].

Antik caglardan beri, dogal iirlinler hastaliklara karsi koruyucu veya iyilestirici ajanlarin
kaynag1 olmustur. Yeni terapdtik ajanlarin gelistirilmesi icin 6nemli bir giivenlik ve etkinlik yiikiine
sahip olan cesitli biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahiptirler [98, 99]. Dogal tirtinler, oksidatif
stres, iltthaplanma ve apoptoz yollar1 ve diger bir¢ok hiicresel ve molekiiler mekanizma dahil olmak
iizere farkli sinyal yollarini hedefleyerek cesitli ndorodejeneratif hastaliklar iizerinde faydali etkiler
gosterirler. Ayrica mitokondriyal hasarlar1 Onleyerek ve serbest radikalleri noétralize ederek
antioksidatif performansi arttirmak suretiyle inflamatuar sitokin/kemokin salimimini agag: regiile
ederler [100, 101]. Bu sinyal zincirlerinden fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/Akt yolu biiylik 6nem
tagimaktadir. Ayrica daha once ¢esitli hastaliklarin patolojik prosediiriinde PI3K/Akt'in kritik rol
oynadigi gosterilmistir [102, 103].

1.6. Fosfatidilinositol 3-Kinaz / Serin-Treonin Protein Kinaz Sinyal Yolag:

Fosfatidilinositol 3-kinaz / serin-treonin protein kinaz yolunun (PI3K/Akt) anormal
aktivasyonu, kanser, diabetes mellitus, parkinson, alzheimer hastaliklar1 ve diger ndrolojik
hastaliklar ile yakindan iligkilidir [103]. PI3K/Akt yolu, sirasiyla, reseptér tirozin kinazlar (RTK),
bliylime reseptorleri, G protein-bagh reseptorler (GPCR) ve Janus kinazin (JAK)/sinyal
donistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) azalmasinda kritik roller oynayan sitokinler dahil

olmak tlizere akis yukari etmenler tarafindan diizenlenmektedir. Ayrica, Akt, norodejeneratif
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hastaliklarda kritik olarak glikojen sentaz kinaz 3 beta'y1 (GSK-3f) fosforile etmektedir. Bunun
yani sira Akt norodejeneratif bozukluklarla miicadelede inflamatuar aracilar1 (IL'ler, COX, NF-
kB), apoptotik yollar1 (6rn., Bax/Bcl-2, kaspazlar) ve oksidatif faktorlerini (6rn., ROS, Nrf2, SOD,
CAT, HO-1) etkilemektedir. [102].

1.6.1. Fosfatidilinositol 3-Kinaz: Akis Yukarisindaki Anahtar Bilesen

Hiicre ici lipid kinazlarin bir ailesi olan PI3K'lar, PI3K/Akt sinyal yolunun yukarisindaki
anahtar elementlerdir. PI3K'lar yapilarina ve substrat segiciligine gore li¢ sinifa ayrilmaktadir.
Hiicre yiizeyi reseptorleri tarafindan aktive edilen en genel olarak incelenen sinif I izoformlari, bir
diizenleyici alt birimden (P85) ve bir katalitik alt birimden (P110) olusan heterodimer yapidadirlar.
P85'in amino terminali, bir Src Homoloji 3 (SH3) alan1 ve iki prolin agisindan zengin bdlge
icerirken, bazal terminal, iki SH2 alan1 ve P110 ile birlesen kodlamayan bir bolge icermektedir.
Ayrica, smif [ izoformlari, diizenleme modlarina gore sinif IA (PI3Ka,  ve 8) ve simif IB (PI3KYy)
olarak ayrica boliimlere ayrilmaktadir [104]. Simf IA, katalitik alt birimleri pl110a, B, & ve
diizenleyici alt birimler p85a, B, v 'den olugmaktadir. Sinif IB, diizenleyici izoformlar1 p101 veya
p87 ile birlestirilmis bir p110 y katalitik alt biriminden olusur. Iki kinaz arasindaki farkliliklar,
aktivasyon yolundan kaynaklanmaktadir. PI3K a,  ve 6 hiicre dis1 ligandlar enzim aktivitesi ile bir
transmembran glikoprotein reseptorii tirozin kinaza (RTK) baglandiginda aktive edilirken, PI3Ky,
G protein-bagli reseptorler (GPCR'ler) ve Ras ailesi GTP enzimleri tarafindan aktive edilmektedir
[105]. Yapisal olarak membranlara baglanabilen ve ek aktivasyon sinyalleri gerektiren PI3KC2a,
2B ve 2y olmak iizere ii¢ adet sinif Il izoformu bulunmaktadir. Snif III PI3K, vakuolar protein sinifi

34 (VPS34), plazma zarindan erken endozomlara zar trafiginde énemlidir [106].

1.6.2. Serin/Treonin Protein Kinaz: Cekirdek Bolgesi

Bir serin/treonin kinaz olan protein kinaz B (PKB), PI3K'nin akis agagisindaki en 6nemli
efektor kinazlardan biri ve PI3K/Akt sinyal yolunun ¢ekirdegi olarak kabul edilmektedir. Farkli
genler tarafindan, Aktnin yiiksek diizeyde homolog olan ii¢ alt tipi kodlanir: Akt1/PKBa,
Akt2/PKBP ve Akt3/PKBy. Her izoform, korunmus bir N-terminal pleckstrin homoloji (PH)
alaninda bir merkezi parca ve bir C-terminal diizenleyici alan icermektedir [107]. Akt
aktivasyonundaki membran translokasyonuna, PH alani tarafindan aracilik edilir ve Akt aktivitesi,
mutasyon veya silinme nedeniyle zayiflar. Katalitik alanin yapisi, bir ATP baglanma bolgesi ve
Akt aktivasyonu i¢in gerekli fosforilasyon bdlgesi olan bir treonin kalmntis1t Thr308'1 (Akt1-Thr308,
Akt2-Thr309, Akt3-Thr305) icermektedir. C-terminali diizenleyici alan, Akt'yi aktive etmek i¢in
gereken ikinci fosforilasyon bolgesi, yani Ser473 serin kalintistm (Aktl-Ser473, Akt2-Ser474,
Akt3-Serd72) igeren bir hidrofobik bdlgeyi tutan 40 amino asitten olusmaktadir. Ug Akt alt tipi
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olduk¢a homolog olmasina ragmen, her biri benzersiz fizyolojik islevler gormektedir. Aktl, esas
olarak hiicre biiylimesi, proliferasyonu, anjiyogenez ve tiimdr hiicresi invazivligi ile ilgili olarak
viicudun tiim dokularinda genis bir sekilde dagilir [108]. Memeli iskelet kasi ve yag dokusunda
bulunan Akt2'nin hiicre biiylimesi ile proliferasyonuna katildig1 ve glukoz homeostazina aracilik
ettigi dogrulanmistir [109]. Akt3 hakkinda nispeten az sey bilinmektedir, beyin gelisimi ve malign

glioma hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in ¢ok énemlidir [110].

1.6.3. Fosfatidilinositol 3-Kinaz / Serin-Treonin Protein Kinaz Aktivasyonu

Fosfatidilinositol 3-kinaz / serin-treonin protein kinaz yolunun aktivasyonu, PI3K'nin RTK
tarafindan aktivasyonu ile baslamaktadir. Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve trombosite bagl
biliylime faktorii (PDGF) gibi ¢ok sayida sitokin veya biiylime faktorii, hiicre disi ligandlar
tarafindan uyarilmaya yanit olarak plazma membran reseptorii RTK'ye baglanir, reseptor
dimerizasyonunu ve hiicre ici alanlarda tirozin kalintilarinin ¢apraz fosforilasyonunu indiikler.
Diizenleyici alt birim P85, SH2 alami araciligiyla aktive edilmis reseptor iizerindeki fosforile
edilmis tirozin kalintisina baglanir. Katalitik alt birim p110 daha sonra tamamen aktif bir PI3K
enzimi olusturmak i¢in toplanir. Ayrica, P110 alt birimi, Ras-GTP gibi p85'ten bagimsiz olarak,
hatta insiilin reseptor substrati (IRS) olarak diger kohezif molekiiller olarak toplanabilir. Ayrica,
Ga alt biriminin aktivasyonu, PI3K'da Src'ye bagli integrin sinyal iletimini aktive edebilir. PH alan1
iceren Akt sinyal proteini Akt ve fosfatidilinositole bagimli protein kinaz 1 (PDK1) ile birleserek,
Fosfatidilinositol (4,5)-disfosfattan (PIP2) fosforile edilmis ikinci haberci Fosfatidilinositol (3,4,5)-
trifosfat (PIP3) P110 tarafindan sitoplazmadan hiicre zarmna inaktif Akt ve PDK1'i alir, boylece
PDK1'in katalitik aktivite olmasini saglar. Ayn1 zamanda, Akt yapisinin konformasyonel degisimi,
Thr308 ve Ser473'lin fosforilasyon bolgelerini agiga ¢ikararak, Thr308 kalintilarinin PDKI1
tarafindan fosforilasyonuna neden olmaktadir [109—111]. Karboksil terminalinde Ser473'teki ikinci
fosforilasyon gerekmektedir ve bu ise memeli rapamisin hedef kompleksi 2 (mTORC?2) tarafindan
gerceklestirilir [112]. PDK-1, integrin baglantili kinaz (ILK) veya ILK ile ilgili kinazlar ve Akt'nin
kendisi dahil olmak iizere birgok baska kinazin Ser473'te Akt'yi fosforile ettigi bilinmektedir [113].
Ayrica, DNA'ya bagimli protein kinazlar (DNA-PK) dahil olmak iizere PI3K ile iliskili kinazlar
ailesinin liyeleri de Ser473'te Akt'yi fosforile edebilir [114].

1.6.4. Fosfatidilinositol 3-Kinaz / Serin-Treonin Protein Kinaz Negatif Regiilasyonu

Tiimor baskilayici, fosfataz ve tensin homolog (PTEN), cift aktiviteye sahip ¢ok 6zel bir
fosfatazdir [115]. Akt'nin inaktivasyonuna, PI(3,4,5)P3'in PI(4,5)P2'ye fosforilasyonu yoluyla
lipid fosfataz PTEN ve PIP3'ten PIP2'ye doniisiim nedeniyle Src homoloji alani i¢eren inositol 5'-
fosfataz 1 (SHIP1) aracilik eder. Negatif diizenleme ayrica sirasiyla Ser473 ve Thr308'de Akt'yi
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fosforile eden PH alami ve 16sin bakimindan zengin tekrar protein fosfataz (PHLPP) ve protein

fosfataz 2 A (PP2A) tarafindan yapilir [116].

1.6.5. Fosfatidilinositol 3-Kinaz / Serin-Treonin Protein Kinaz Asag1 Akis Diizenlemesi

Yukar1 akis sinyali tarafindan fosforile edildikten sonra, PI3K/Akt ile ilgili protein gibi bir dizi
asag1 akis molekiilii i¢in digerleri arasinda FoxO ailesi tiyeleri, GSK-33, mTOR ve aktin fosforile
ederek veya kompleksler olusturarak cesitli biyolojik islemler gerceklestirir [117]. PI3K/Akt sinyal
iletiminin ana akis asagi hedefi ve hiicresel metabolizmanin 6nemli bir diizenleyici faktorii
mTOR’dur. Akt, sikline bagimli kinaz inhibitorleri p21 ve p27'yi fosforile ve inhibe ederek hiicre
dongiisii ilerlemesini etkilemektedir. Akt ayn1 zamanda hiicre 6liimiiniin Bcl2-antagonisti (Bad),
Bcl-2 benzeri protein 11 (BIM), kaspaz-9 ve FoxO1’1 inhibe ederek apoptozu modiile etmektedir.
Niikleer faktor eritrosit-2 iliskili faktor (Nrf2), detoksifikasyon enzimi ve antioksidan enzim protein
genlerinin transkripsiyonunu tesvik edebilen oksidatif stresin ana diizenleyicisidir. Bazi ilaglarin
PI3K/Akt/Nrf2 sinyalini aktive ettigi ve bdylece bilissel bozulmay1 ve norolojik disfonksiyonu
azalttig1 kanitlanmistir [118]. Kisacasi PI3K/Akt yolu, hiicre proliferasyonu, glikoz metabolizmasi,
hiicre hayatta kalmasi, hiicre dongiisii, protein sentezi ile iligskilendirilmistir ve bazi asag1 akis
molekiillerini diizenleyerek noronal morfoloji ve plastisiteye katki saglamaktadir. Kati (solid)
tiimorlerde, bagisiklik aracili hastaliklarda, Kardiyovaskiiler hastaliklarda, diyabette, sinir sistemi
hastaliklarinda ve diger hastaliklardaki ekspresyonunda, PI3K/Akt yolu, bir¢ok bilim insaninin
ilgisini ¢cekmekte ve daha fazla arastirmaya itmektedir ve anlamli bir terapdtik hedef olarak hareket

etmektedir [31]

1.7. Niikleer Faktor Eritroid-2 ile Iliskili Faktor 2

Niikleer faktor eritroid-2 ile iligkili faktor 2 (Nrf2), antioksidan enzimlerin ve redoks
homeostazi ile ilgili birkag dnemli genin ekspresyonunu diizenleyerek hiicre i¢i redoks ortaminin
kontroliinde anahtar rolii olan bir transkripsiyon faktoriidiir [119]. Nrf2 sinyal yolunun
modiilasyonu, oksidatif stres ve iltihaplanma ile ilgili hastaliklar igin terapotik bir hedef olarak
incelenmektedir. Basta aktivatorler olmak iizere Nrf2 modiilatorlerinin, kanser, otoimmiin
hastaliklar, karaciger, bobrek ve akciger hastaliklar1 gibi farkli insan patolojisi modellerinde ve
ayrica yaygin norodejeneratif bozukluklarda faydali etkiler ortaya ¢ikardigi gorilmiistir [120—
122]. Schwann hiicreleri gibi sinir hiicreleri dahil olmak {izere ¢ogu hiicre, asir1 ROS iiretiminin
neden oldugu zararlar1 ortadan kaldirmak igin endojen savunma stratejilerine sahiptir. Bunlar
arasinda, niikleer transkripsiyon faktorii eritroid-2 benzeri faktor 2 (Nrf2)/antioksidan yanit eleman
(ARE) sinyali, hiicre i¢i oksidatif stresin savunmasi i¢in redoks durumunun korunmasinda rol

oynayan kritik antioksidan sistemlerden biridir [123]. NFE2L2 tarafindan kodlanan Nrf2, yedi
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Nrf2-ECH homoloji (Neh) fonksiyonel alani, Neh1-Neh7 igeren baglik “n” yaka proteinlerinin
tiyesi olan temel bir 16sin fermuar transkripsiyon faktoriidiir [124]. Nrf2, Neh2 alaninda bulunan
DLG ve ETGE motifleri yoluyla Kelch benzeri ECH iliskili protein-1'e (Keap1) bagl aktif olmayan
bir formda sitoplazmada bulunur. Keapl ayrica ubikutasyon'da rol oynayan cullin proteinlerinin
bir iiyesi olan cullin 3'i (CUL3) baglar [125]. CUL3, ubikutasyon siirecini ve dolayisiyla Nrf2'nin
proteazom bozulmasini aktive etmektedir. Bu Keapl aktivitesi, bazal kosullar altinda 15-40
dakikalik bir yar1 dmre ve yetersiz miktara sahip olan Nrf2'nin kararsizligini agiklamaktadir [126].
Nrf2, oksidatif stres veya aktivatorlere maruz kalmasinin ardindan Keapl1 sistein kalintilarinin tiyol
modifikasyonu sonucunda Keap1'den ayrisir [127]. Nrf2 daha sonra ¢ekirdegin i¢cine dogru yer alir
ve Nehl alani yoluyla muskuler apondrotik fibrosarkom (Maf) proteinleri ile heterodimerize
olduktan sonra antioksidan yanit elemanini (ARE) transaktive eder. Asagidaki verilen Sekil 1.6’da

Nrf2 translokasyonunun sematik gosterimi sembolik olarak resmedilmistir [119].
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Sekil 1.6. Nrf2 translokasyonunun gosteren sematik gosterimi

Neh3, Neh4 ve Neh5 alanlari islem alanidir ve Neh5, Nrf2'nin diizenlenmesi ve hiicresel
lokalizasyonu i¢in esastir [128]. Nrf2-ARE etkilesiminin, oksidatif stres tepkilerinde yer alan
genlere vurgu yaparak, yaklagik 250 genin ekspresyonunu diizenledigi tespit edilmistir [126].
Ornegin, Nrf2, bircok redoks enzimi i¢in ¢ok onemli bir kofaktdr olan Nikotinamid adenin

diniikleotid fosfat (NADPH) olusumunda yer alan glukoz 6-fosfat dehidrojenaz, 6-fosfoglukonat
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dehidrojenaz, malik enzim 1 ve izositrat dehidrojenaz 1 genlerinin ekspresyonunu
diizenlemektedir. Ayn1 zamanda hem oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyonunu hem de glutamat-sistein
ligaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz (GPx) ve birka¢ glutatyon S-transferazin alt
birimleri gibi indirgenmis glutatyonun (GSH) sentezinde ve kullaniminda yer alan ilgili enzimleri
diizenlemektedir. Nrf2'nin baz1 sitokrom P450 oksidorediiktazlarin ekspresyonunu daha iyi bir
sekilde diizenlemesi de oldukca Onemlidir [126]. Buna gore, Nrf2-ARE sinyal yolunun
aktivasyonunun, cesitli otoimmiin, otoinflamatuar, metabolik, bulasici, ndrodejeneratif ve kanser
gibi hastaliklarda yer alan kronik inflamasyonun iyilestirilmesinde rol oynadigini O6ne
siiriilmektedir [129]. Ayrica, Nrf2 ve NLRP3, inflamasyonun diizenlenmesinde ters orantili ¢alisir.
Nrf2 diizenlemesi icin Keap1'den bagimsiz baska mekanizmalar 6nerilmistir. Nrf2'nin Neh6 alani,
ubikutasyon ve proteasomal dejenerasyon igin Nrf2'yi isaretleyen P-transdusin tekrar iceren
proteini (B-TrCP) baglamaktadir. Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK3), Nrf2'nin B-TrCP tarafindan
taninmasini hizlandirmak i¢in Neh6 alanindaki Nrf2'yi fosforile etmektedir [130]. Ayrica, bir
otofagozom tastyici proteini olan p62'nin, Keapl'in otofajik bozulmasini indiikledigi ve Nrf2'nin

salinimini indiikledigi alternatif bir yol da gosterilmistir [131].

1.7.1. Beyin Metabolizmasinda Niikleer Faktor Eritroid-2 ile iliskili Faktor 2 Sinyali

Beyin yiiksek bir metabolik hiza sahiptir ve solunan oksijenin yaklagik %20'sini
tilketmektedir, bu da yiiksek enerji gerektiren bir dokuya isaret eder. Cesitli karbon kaynaklar
oksitlenebilse de, glikoz yetiskin beynindeki birincil yakittir ve toplam viicut agirliginin yaklasik
%?2'sini olusturan beyin, dinlenme sirasinda viicut i¢in gerekli olan glikozun %20'sini tek bagina
tiketmektedir [132]. Norotransmisyon, birincil aktif tasiyicilar aracilifiyla plazma zar1 boyunca
iyon gradyanlarinin siirekli kontroliinii gerektiren, sinirsel enerji harcamasinin ¢gogundan sorumlu
olan siirectir. Boylece, nérotransmisyon, artan oksidatif fosforilasyon nedeniyle néronlarda reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu arttirmaktadir [133]. Ayrica, beyin 6zellikle redoks gecis metalleri
acisindan zengindir, fenton reaksiyonunu destekler ve c¢oklu doymamus lipitlerle kolayca
reaksiyona girerek lipit radikalleri ve diger {iriinleri olusturan yiiksek oranda oksidan radikaller
iretmektedir. Bu iiriinler yapisal, katalitik ve tasima proteinlerini degistirerek amino asit
kalintilartyla reaksiyona girebilmektedir. Coklu doymamis yag asitleri beyinde bol miktarda
bulundugundan, oksidasyonlari zarlara zarar verebilir ve sonug olarak sinirlerde sinyal iletimini ve
iyon iletimini etkileyebilmektedir [134].

Beyin metabolizmas1 onemli seviyelerde ROS {irettigi icin, ndronal antioksidan
savunmalar bu tiirlerle basa ¢ikmak i¢in yeterli degildir. Sinir hiicrelerinde GSH konsantrasyonlari
oldukca disiiktiir ve yaslanma ile bu konsantrasyon daha da diismektedir [134]. Zay1if ndronal
antioksidan savunmalari, ayn1 zamanda, ana antioksidan transkripsiyonel aktivator olan Nrf2'nin

stirekli protein dengesizliginin bir sonucundan kaynaklanmaktadir [135]. Bununla birlikte, Nrf2,
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astrositlerde oldukga kararli bir durumdadir ve bu hiicrelere noronlara kiyasla daha etkili bir
antioksidan sistem saglamaktadir [133]. Buna gore, Nrf2'nin aracilik ettigi gen aktivasyonundan
elde edilen iirlinlerin seviyeleri, astrositlerdeki néronlardan daha yiiksektir. Bu durumda astrositler,
noronlar tarafindan alinan ve kendi GSH molekiillerini de novo sentezlemek i¢in kullanilan GSH
onciillerini serbest birakarak yakindaki ndronlara antioksidan destek saglamada 6nemli bir rol
oynamaktadir [136]. Ayrica, Nrf2'nin noral kdk hiicrelerde dnemli bir rol oynadigi, néral dokunun
homeostazini korudugu ve fizyolojik ve patolojik kosullarda norojenezi destekledigi igin, Nrf2
ekspresyonunun endojen ve eksojen modiilasyonunun, ndroproteksiyon ve norogenez ile
sonuclanan spesifik genlerin ekspresyonunu artirabilecegi One siiriilmiigtiir [137]. Nrf2
ekspresyonundaki degisikliklerin, hastalarin yasam kalitesini iyilestirebilecek yeni tedavilerin
gelistirilmesi igin umut verici bir hedefi temsil eden norodejeneratif bozukluklarin

patofizyolojisinde yer aldig1 diisiiniilebilir.

1.8. Hem-Oksijenaz 1

Hem-oksijenazlar, hem'in par¢alanmasini katalize eden cesitli ve ¢ok islevli enzimlerdir.
Hem grubu, biyolojik olarak énemli bir¢ok proteinin bir bileseni olan demir i¢eren bir porfirindir.
Bunlar sirasiyla kirmizi kan ve kas hiicrelerinde oksijen tasimak icin kullanilan hemoglobin ve
miyoglobini; oksidatif solunum, redoks ve ilag metabolizmasi sirasinda elektron tasinmasini
kolaylastiran sitokromlar1 ve kritik hiicresel fonksiyonlarda gorev alan katalaz ve hem peroksidaz
gibi enzimleri icermektedir [138]. Bununla birlikte, hiicresel proteinlerde dogal olarak her yerde
bulunmasina ragmen serbest haldeki hem oldukca sitotoksiktir ve oksidatif stres yoluyla olusan
hiicre hasarmi onlemek i¢in hizli bir sekilde metabolize edilmelidir [139]. Hem-oksijenazlar,
ekimolar miktarlarda lineer tetrapirol biliverdin, ferrdz (Fe?*) ve karbon monoksit (CO) iiretmek
icin NADPH' sitokrom P450 rediiktaz ve oksijen kullanarak ilk heme bozunmasi hiz sinirlayici
adimini katalize etmektedir [140]. Biliverdin daha sonra biliverdin rediiktaz enzimi tarafindan
lineer tetrapirol bilirubine doniistiiriilebilir [141]. Hem bozunmasi, hiicrenin sitozoliinde meydana
gelmekte ve buradaki hem, HO-1 enzimi tarafindan katabolize edilmektedir. Bu reaksiyon, NADP*
ve H»O iiretimine yol agan NADPH ve O,'yi metabolize etmek icin bir kofaktdr olarak sitokrom
P450 rediiktaz gerekmetedir. Hem 'nin par¢alanmasi, hiicreden ferroportin 1 (FPN1) yoluyla hizla
iletin veya depolama igin ferritine sekestre edilen ekumolar miktarlarda biliverdin, CO ve Fe*
iiretilmesiyle sonuglanir. Biliverdin daha sonra biliverdin rediiktaz (BVR) enzimi tarafindan
bilirubine doniistiiriilebilmektedir. HO-1 ve hem katabolizmasi sematik gosterimi agagidaki Sekil

1.7°de sembolik olarak verilmistir [142].
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Memeli hiicrelerinde HO’nun; HO-1 ve HO-2 olmak iizere iki fonksiyonel izoformu vardir.
Homeostatik demir ve redoks metabolizmasinda CO araciligiyla hiicresel mesajlasmaya katkida
bulunan HO-2; beyin, testis, kardiyovaskiiler sistem ve karaciger dahil olmak iizere belirli
dokularda yapisal olarak eksprese edilmektedir [143]. Buna karsilik, HO-1, insanlarda HMOX1
geni tarafindan kodlanan stresle indiiklenebilir bir izozimdir [144]. HO-1, ¢ok sayida pro-oksidan
uyarana yanit olarak ¢ogu hiicre tarafindan yiiksek oranda diizenlenir ve oksidatif hasara karsi
koruma saglar. HO-1 sistemi ayrica 6nemli anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir [145].

HO-1, stres kosullar1 sirasinda ¢ogu hiicre tipi tarafindan yukari regiile edilebilmesine
ragmen, bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. HO-1, kanitlanabilir
anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir ve ekspresyonu, inflamasyon sirasinda siklikla yukar regiile
seklinde diizenlenmektedir [146].

Homeostatik kosullar altinda ubikutinlenmis olan Nrf2, KEAP1 baglanarak bozunma igin
proteozoma dogru hedeflenir. Transkripsiyon regiilatorii proteini BACH1, HMOX1 promotoru
iizerindeki ARE baglanir ve gen transkripsiyonunu bu sekilde inhibe eder. Hiicre stres altinda
oldugu durumda ise, artan hiicre i¢indeki heme seviyeleri, BACH1'in ARE'den ayrilmasina neden
olur ve reaktif oksijen tiirleri (ROS), KEAP1'deki sistein kalintilar ile etkilesime girerek NRF2'den
ayrilmasma neden olmaktadir. Bu, NRF2nin c¢ekirdege go¢ etmesine ve HMOXI1'in
transkripsiyonunu tesvik etmek icin ARE'ye baglanmasina izin verir. Transkripsiyon faktorleri NF-

kB, AP-1 ve hipoksi indiiklenebilir faktor 1o (HIF-1a), HO-1"1 yukar regiile etmek i¢in HMOX1
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promotoruna da baglanabilir. AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), mitojen ile aktive olan
protein kinazlar (MAPK'ler), PI3K ve Interlokin 10 (IL-10) araciligiyla sinyallemenin de belirli
hiicre tiplerinde HO-1 ekspresyonunu diizenlemektedir. Asagidaki Sekil 1.8’de HO-1

ekpresyonunun diizenlenmesi sematik gdsterimi sembolik olarak verilmistir [142].
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Sekil 1.8. HO-1 ekpresyonunun diizenlenmesi

HO-1, stres kosullar1 sirasinda ¢ogu hiicre tipi tarafindan yukar1 regiile edilebilmesine
ragmen, bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir [147].

Makrofajlarda, dendritik hiicrelerde ve T hiicrelerinde HO-1 immiinomodiilator
aktivitesinde HO-1, makrofajlar tarafindan stresle indiiklenebilir ve iliskili anti-inflamatuar
aktivitelerle birlikte 'M2 benzeri' bir fenotipe farklilasmay1 destekler. Makrofajlar tarafindan HO-
1 ekspresyonu ayrica proinflamatuar uyaranlara yanit olarak interferon diizenleyici faktor 3 (IRF3)
aktivasyonunu kolaylagtirmakta ve makrofajlarin lokal demir ve redoks homeostazini
diizenlemesine izin vermektedir. Olgunlasmamis dendritik hiicreler, proinflamatuar uyaranlara
yanit olarak olgunlagma sirasinda asagi regiile edilen HO-1'1 yapisal olarak eksprese eder. Bu
durum; T yardimer 17 hiicreleri (TH17 hiicreleri) gibi proinflamatuar T hiicre alt kiimelerinin
farklilagmasi iizerinde diizenleyici T hiicresi (Trg hiicresi) farklilasmasinin desteklenmesiyle
sonuglanir. HO-1 ekspresyonu T hiicreleri tarafindan TH17 hiicre farklilagmasim1 ve
proliferasyonunu simirlayabilir, ayrica inhibe de edebilir [148].

HO-1 ve immiinmetabolizma arasindaki iliski de ise bagisiklik hiicreleri tarafindan HO-1

ekspresyonu, metabolik sinyalleme ile diizenlenmektedir. Hipoksi ile indiiklenebilir faktor la
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(HIF1a) ve NO, glikolitik metabolizmay1 destekler, pro-inflamatuar bagisiklik hiicrelerinin
aktivasyonu sirasinda yukar1 yonde diizenlenir ve HO-1 ekspresyonunu indiikler. Fumarat ve
itakonat gibi trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinden tiiretilen metabolitlerin, NRF2 aktivasyonu
yoluyla HO-1 ekspresyonunu yukari regiile ettigi bilinmektedir. Hiicresel enerji sensérii AMPK,
anti-inflamatuar bagisiklik hiicrelerinde oksidatif fosforilasyonu (OXPHOS) tesvik eder ve NRF2
yoluyla HO-1 ekspresyonunu indiiklemektedir. Sonug olarak HO-1 veya iiriinleri ayrica glikoliz ve
NO'nun inhibisyonun yani sira OXPHOS'un desteklenmesi yoluyla immiinmetabolizmay1 da
diizenleyebilmektedir. Asagidaki Sekil 1.9°da HO-1 tarafindan immiinoregiilasyon panel a ve b

olarak sematik gosterimi sembolik olarak verilmistir [148].
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Hem ndronal hem de néronal olmayan beyin hiicreleri, zararli uyaranlara yanit olarak HO-

1 ve diger 1s1 soku proteinlerini (HSP) transkripsiyonel diizeyde hizla yukar1 regiile

edebilmektedir.

Sekil 1.9. HO-1 tarafindan immiinoregiilasyonu
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HO-1, belirli néropatolojik kosullarda antioksidan savunmalarla iligkili olarak, oksidasyona
maruz kalan néronlar i¢in temel bir savunma mekanizmasi olarak gorev yapan indiiklenebilir bir
enzimdir. Norodejeneratif hastaliklardan alzheimer, parkinson, MS ve noropsikiyatrik
bozukluklarin (depresyon, anksiyete, bipolar bozukluk ve sizofreni) artan inflamatuar belirteglerle
iligkili oldugunu g6z oniinde bulundurarak, bozulmus redoks homeostazi ve oksidatif stres, HO
seviyeleri/aktivitesindeki degisikliklerle iligkili olabilecek durumlar, bu MSS hastaliklarinda HO-
1'in olasi rolii hakkinda katkida bulunmaktir [148]. HO-1 sistemini modiile eden tedavilerin, MS

icin yeni bir tedavi stratejisi olarak faydali olabilecegini makul bir yaklasim olarak diisiiniilebilir.

1.9. Niikleer Faktor Kappa B

Transkripsiyon faktorii NF-xB, hiicrenin hayatta kalmasi, hiicre dliimii, inflamasyon,
proliferasyon ve hiicre farklilagmasi ile ilgili ¢ok sayida genin ekspresyonunu diizenleyen bir
transkripsiyon faktorleri protein kompleksidir [149]. NF-kB, dogustan gelen ve adaptif bagisiklik
tepkileri sirasinda merkezi bir rol oynamaktadir. inflamasyon, asag1 akista pro-inflamatuar genlerin
asir1 ekspresyonu nedeniyle NF-xB aktivasyonunun temel bir sonucudur [150]. NF-kB'in sinir
sisteminde de ¢esitli islevleri vardir. Diger bir¢ok dokudakinin aksine, NF-kB, néronlarda yiiksek
bazal seviyelerde yapisal olarak aktiftir, bu da MSS'deki spesifik fizyolojik fonksiyonlar1 kontrol
etmedeki 6nemini ortaya koymaktadir. Noéronal morfolojinin 6nemli bir diizenleyicisidir ve ndronal
plastisitede, 6grenmeyi, hafizay1 ve davranisi etkileyen 6nemli roller oynamaktadir [35]. Ek olarak,
noronal NF-kB; eksitotoksik veya oksidatif strese ve iskeminin neden oldugu nérodejenerasyona
kars1 koruma saglar, ayn1 zamanda beyin hasar1 ve felgten sonra inflamatuar reaksiyonlara ve hiicre
oliimiine sebep olmaktadir. Néronlarin aksine, normal kosullarda gliyal hiicrelerde yapisal NF-xB
aktivitesi saptanmaz, bu da indiiklenebilir NF-kB'nin esas olarak stresli veya patolojik kosullarda
etki ettigini gosterir [ 151]. NF-«B 'nin sinir sistemindeki rolii, sinaptik siire¢lere, ndrotransmisyona
ve noroproteksiyona dahil olmasi nedeniyle ilgi gormiistiir. Ayrica, indiiklenebilir NF-xB, beyin
iltihabr ve noral kok hiicre proliferasyonunda ¢ok énemli bir rol oynar. Asagidaki Sekil 1.10°da

NF-kB 'nin sinir sisteminin hiicresel baglamindaki rolii sembolik olarak verilmistir [35]
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Sekil 1.10. NF-«B 'nin sinir sisteminin hiicresel baglamindaki rolii

NF-xB, homodimerler veya heterodimerler olusturarak yiizlerce gen ekspresyonunu
koordine eden bir transkripsiyon faktorleri ailesini icermektedir. Memelilerde NF-«B ailesinin bes
iiyesi vardir: RelA (p65), RelB, c-Rel, p105 (NF-kB1) ve pl00 (NF-kB2). Cogu dinlenme
hiicrelerinde, NF-KB, IxBa, IkBf ve p100 gibi kB (IxB) proteinlerinin inhibitdrlerinin herhangi bir
ailesi ile etkilesime girerek sitoplazmada tutulur. Uyarilmig sinyaller tizerine, IkB kinaz (IKK),
IxB'yi hizla fosforile ederek ubikitinasyon ve proteasomal bozulmasini kolaylastirir, bu da sonugta
NF-kB'nin ¢ekirdege girisini saglamaktadir ve transkripsiyonel aktivitesini ortaya gikartmaktadir
[152].

Genel olarak NF-«B sinyallesme kaskadi, kanonik (klasik) ve kanonik olmayan (alternatif)
yolaklar ile kategorize edilebilir. Klasik NF-kB sinyal yolu, Toll benzeri reseptor ligandlari,
proinflamatuar sitokinler [6rnegin, timdr nekroz faktdrii o (TNF-a)] ve antijenler dahil olmak tizere
cok sayida uyaran tarafindan indiiklenebilir ve IKK kompleksinin aktivasyonuna yol agar, IKKa
(IKK1), IKKB (IKK2) ve NF-xB temel modiilatoriinii (NEMO veya IKKy olarak da bilinir)
icermektedir. IKK kompleksi daha sonra IxkB proteinlerini fosforile ederek sitoplazmik NF-«xB
dimerlerinin (genellikle pS0-p65) bozulmus IkB'den salimmasina izin vermektedir. Klasik yolun
aktivasyonunun, dakikalar iginde ¢ok cesitli biyolojik fonksiyonlara aracilik ettigi gosterilmigtir
[153]. Buna karsilik, klasik olmayan NF-«xB sinyal yolu, yalnizca B hiicre aktivasyon faktorii
(BAFF), lenfotoksin 3, CD40 ligand1 (CD40L) ve NF-kB ligandinin reseptor aktivatorii gibi belirli
bir uyaran grubuna yanit vermektedir [154]. Bir kez uyarildiginda, NF-xB-indiikleyici kinaz
spesifik olarak IKKa'y1 aktive eder, bu da sirayla p52 onciilii p100'i p52'ye isler ve olgun p52 daha

sonra RelB ile dimerizasyonu yoluyla ¢ekirdege dogru yonelir. Klasik yolun aksine, bu siire¢ yavas
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olabilmekte ve siirli sayida hiicresel yanitta yer almaktadir. Asagidaki Sekil 1.11°de NF-xB

sinyallesme kaskadi, klasik ve alternatif yolaklar gorsel semasi sembolik olarak verilmistir [155].
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Sekil 1.11. NF-«B sinyallesme kaskadi, klasik ve alternatif yolaklar gorsel semasi

. z
OO

NF-kBnin bagisiklik koruyucularmin ve bagisiklik hiicrelerinin  neredeyse tiim
savunmalarini etkiledigi géz 6niine alindiginda 6zellikle MS, sistemik lupus eritematozus ve tip 1
diyabet dahil olmak iizere birgok otoimmiin inflamatuar hastalikta NF-kB diizensizliginin 6nemli
rolii oldugu bilinmektedir [156]. NF-xB, MSS'de, inflamasyon ve ikincil yaralanma siireglerinde
anahtar diizenleyicidir. Travma veya hastaliktan sonra, NF-kB'ye bagli genlerin ekspresyonu aktive
olmakta ve hem koruyucu hem de zararhi etkilere yol agmaktadir [157]. MS multifaktoriyel
otoimmiin inflamatuar bir hastalik olmasina ragmen, NF-kB'nin MS patolojisinde énemli bir rol
oynadigi netlik kazanmistir. Ayrica, MS, T ve B hiicreleri, astrositler ve mikroglia gibi efektor
hiicreler ile néronlar ve oligodendrositler gibi hedef hiicreler arasindaki karmasik bir etkilesimden
kaynaklandigindan, NF-kB, MS'de yer alan farkli hiicre tiplerinde hem yararli hem de zararl
etkilere sahip olabilmektedir [151]. Bu bilgi nihayetinde MS ve diger demiyelinizan hastaliklar1

tedavi etmek i¢in yeni terapdtik stratejilerin gelistirilmesine yol agabilir.

1.10. Norodejeneratif Hastaliklarda Apoptoz

Omurgalilarin dogum 6ncesi ve sonrasi beyin gelisimi sirasinda biiyiik bir néron 6liimiiniin
meydana geldigi ve bunun trofik faktorler igin basarisiz rekabetle iligkili oldugu ve bir apoptoz

bicimini temsil ettigi bilinmektedir [158]. Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimii, saglikli beynin
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gelisimi ve olgunlagmasi sirasinda dogal olarak meydana gelmektedir. Bununla birlikte, apoptotik
yollar, noéronlarin fonksiyonel popiilasyonlarinin kaybinin neden oldugu beyinle iliskili
hastaliklarda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Beyin hiicreleri, oksidatif stres, eksitotoksisite veya
noroinflamasyon gibi norotoksik stimiilasyon sirasinda 6liim reseptorii aracili (digsal) apoptoz,
mitokondri aracili (igsel) apoptoz veya her ikisinin bir kombinasyonuna maruz kalir [159].

Hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, farklilagmasi, metabolizmasi ve hiicre Oliimii gibi temel
biyolojik siireclerin kesin olarak diizenlenmesi, hiicresel iglev icin biiyiik bir 6neme sahiptir. Ayni
derecede 6nemli olan, hiicrelerin ayn1 zamanda gelisimsel veya gevresel ipuglarina yanit olarak bu
biyolojik yollar1 uyarlama yetenegine sahip olmalar gerekir. Ornegin, néronlarda, hiicre 6liim yolu
erken gelisim sirasinda oldukca aktif olmasina ragmen, ndronlar olgunlastikca oldukga kisitli hale
gelmektedir. Olgunlagma sirasinda hiicre 6liimiiniin diizenlenmesine yonelik bu ¢arpici diizenleme,
noronlar i¢in kritik bir olaydir, ¢linkii bu post-mitotik hiicreler, bir organizmanin tim yasami
boyunca hayatta kalmak ve hayati islevleri yerine getirmek zorundadir [160].

Programlanmig hiicre 6liimii veya apoptoz sinir sisteminin gelisimi sirasinda gerekli ve
ilging derecede c¢ok sayida meydana gelmektedir [161]. Otofaji ve apoptoz, insan sagliginin
korunmasinda ve ayrica birkag MSS hastaliginin patogenezinde ¢ok dnemli bir rol oynayan iki
onemli kendini yok eden siiregtir [161-163]. Bu biiyiik ve gelisimsel 6liim, miitkemmel bir sekilde
birbirine baglanmis sinir sistemi kurma gibi olduk¢a karmasik olan bir gorev igin kritik dneme
sahiptir. Bu gorev, bol miktarda noron iiretmekte ve gelisimsel olarak gecici olanlari ortadan
kaldirmaktadir [164]. Ornegin, periferik sinir sisteminde (PSS), baslangicta tamamen gelismis sinir
sisteminde bulunan néronlarin neredeyse iki kati kadar néron tiretilmektedir. Hayatta kalmak icin
geligsmekte olan ndronlar, kritik hayatta kalmay1 destekleyen trofik faktorleri saglayan ancak sinirl
miktarlarda uygun hedef hiicrelerine ulagmali ve onlar1 innerve etmelidir. Trofik faktor destegi
olmayan noéronlar apoptoza ugrar, bdylece zarif bir sekilde islevsel, uyumlu bir néron agi ve hedef
hiicreleri iiretilir [165]. Onemli olan, sinir sistemi bir kez tamamen gelistikten sonra, bu post-
mitotik hiicreler sinirli rejeneratif potansiyele sahip olmalar1 ve uzun siire yasamalar
gerektiginden, noronlar artik apoptoza duyarli kalmay1 géze alamazlar. Bu nedenle, néronlarin
olgunlastikca apoptotik yolu dikkatlice inhibe etmeleri gerekmektedir. Apoptotik duyarliliktan kati
inhibisyona hizli gecisi uygulamak i¢in, olgun noronlarin apoptoz yolunu inhibe etmekte birden
fazla mekanizmaya dahil olduklar1 goriilmektedir. Apoptozda bu inhibisyonlarin siirdiiriilememesi

durumunda, olgun néronlarin dejenerasyona karst savunmasizligini artirmas1 muhtemeldir [160].

1.10.1. B Hiicreli Lenfoma 2 Ailesi Proteinleri

B hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi birincil islevlerine gore ii¢ gruba ayrilmaktadir:
v" Anti-apoptotik proteinler (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1, BFL-1/A1)
v Proapoptotik gozenek olusturucular (BAX, BAK, BOK)
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v" Yalnizca proapoptotik BH3 proteinleri (BAD, BID, BIK, BIM, BMF, HRK, NOXA,

PUMA vb.).
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Sekil 1.12. Bcl-2 aile iiyeleri apoptozu diizenler

Yukaridaki Sekil 1.12°de verilen Bcl-2 aile iiyeleri apoptozdaki gorevlerinin yer aldig
sembolik semada (Panel A) gesitli hiicresel stresorler, Bcl-2 protein ailesi tarafindan diizenlenen
i¢gsel, mitokondriyal yol yoluyla apoptozu indiiklemektedir. Bu stres sinyalleri, yalnizca anti-
apoptotik proteinleri (yesil) engelleyen proapoptotik BH-3 baslaticilarini (kirmizi) aktive eder. Bu
da proapoptotik efektorlerin (mavi) etkinlestirilmesine izin verir. Efektor proteinlerin aktivasyonu,
onlarin oligomerizasyonu ve ardindan mitokondriyal dis membran gegirgenligi (MOMP) ile
sonuclanir ve kaspaz kaskadi ve hiicresel yikimin son agamalarini baglatan apoptotik faktorlerin
salinmasini saglamaktadir. Panel B’ de ise pro-apoptotik proteinler BH-3 sadece, farkli afinitelerle
anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerine baglanir. BIM, PUMA ve BID, tiim anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerine giiclii bir sekilde baglanirken, BAD tercihen Bcl-2, Bcl-X ve Bcl-W'ye baglanir ve
NOXA tercihen MCL-1 ve A1/BFL-1'e baglanir [166].

Tiim Bcl-2 ailesi proteinleri bir BH3 alani igerir; bu proteinler arasindaki etkilesimlerde
yer alan dort BH alanindan biri. Anti-apoptotik ve gdzenek olusturucu proteinler, dért BH alaninin
tiimiinii (coklu BH alani proteinleri) igerir ve diger aile iiyelerinin BH3 alanlari i¢in bir reseptor
gorevi goren hidrofobik bir BH3 alani baglama olugu olusturan yiiksek oranda korunmus bir
tictinciil yapiy1 benimsemektedir. Yalnizca BH3 proteinleri, sadece BH3 alanini igeren ve BID
disinda ¢ozelti i¢inde yapilandirilmamis olan aktivator ve duyarlilastirict proteinlere boliinmiistiir

[167].

1.10.2. B Hiicreli Lenfoma 2 ile liskili X Proteini

B hiicreli lenfoma 2 ile iliskili X proteini (Bax), mitokondriyal dig zar1 (MOM) gecis
kolaylastiran Sldiriicti aktivitesi yoluyla mitokondriyal diizenlenmis hiicre 6liimiiniin kritik bir

uygulayicisidir. Bax'in fizyolojik islevi doku homeostazini saglarken, diizensizliginde ise anormal
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hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Bax, insan hastaliklar1 i¢in umut verici bir terapotik hedef olmasina
ragmen, tarihsel olarak ilaclarin gelisimi, Bax aktivasyon mekanizmasinin aydinlatilmasindaki ve
Bax'in ilaglara karsi ylizeylerinin belirlenmesindeki zorluklar nedeniyle, antiapoptotik Bcl-2
proteinlerine odaklanmigtir [168]. Bcl-2 protein ailesi, apoptotik hiicre Oliimiiniin anahtar
diizenleyicileri olarak iyi kurulmustur [169]. Apoptozun temel adimi, bir hiicreyi geri doniisiimsiiz
olarak 6liime gonderen MOM gecirgenlestirmedir (MOMP). Proapoptotik efektor Bel-2 proteinleri
Bax ve Bak, MOMP'yi yiiriiten MOM gomiilii oligomerik gézenekleri olusturarak merkezi bir rol
oynamaktadir [167]. Bax ve BAK, oncelikle kismen Bcl-2, Bcl-xL veya MCL-1 gibi antiapoptotik
Bcl-2 proteinleri ile etkilesimlerle siirdiiriilen aktif olmayan durumlarda bulunur [170]. Hiicresel
stres altinda, BIM, BID ve PUMA gibi yalmizca Bcl-2 homoloji 3 (BH3) proteinleri, hem
antiapoptotik Bcl-2 proteinlerini inhibe etmek hem de proapoptotik Bax ve Bak't dogrudan aktive
etmek icin MOMP'yi indiikleyen oligomerik gozeneklerin olusumuyla sonuglanan bir dizi

konformasyonel degisiklik baslatarak BH3 alanlarini1 kullanirlar [170].

1.10.3. B Hiicreli Lenfoma 2 ile Iliskili X Proteini Aktivasyon Mekanizmasi

Saglikl1 hiicrelerde Bax esas olarak aktif olmayan bir sitozolik monomer veya oto-inhibe
edilmis bir homodimer olarak bulunmaktadir. Hiicresel stres altinda, BIM gibi yalnizca BH3
proteinleri, Bax aktivasyon kaskadini baslatan al ve a6 sarmallar tarafindan olusturulan Bax N-
terminal tetikleme bolgesini baglamak igin BH3 alanlarim1 kullanmaktadir. Yalnizca BH3
baglanmasi, heliks al ve a6 ile yakindan iligkili oldugu kapali bir konformasyondan, ilmegin
ayristigl ve solvente maruz kaldigr agik bir konformasyona, ilmek ol-a2'min konformasyonel bir
degisikligini indiiklemektedir. Bu adim takiben, 6A7 epitopunun (Bax aktivasyonunun bir isareti)
maruz kalmasi ve Bax BH3 alaninin (02) agiga ¢ikmasi gibi ek konformasyonel degisiklikler
meydana gelir. En kritik olarak, Bax transmembran heliks a9, C-terminal klasik bolgesinden (a3-
a5 heliksleri tarafindan olusturulan) mobilize edilerek Bax'in MOM'a yer degistirmesine izin
vermektedir. MOM'a heliks 09 araciligiyla baglandiktan sonra, Bax'in mandal alanina (heliks a6-
a8) ve cekirdek alana (heliks a3-a5) ve BH3 alanini (heliks 02) ayirmasina izin veren yalnizca
BH3'iin su anda bos olan kanonik bdlgeye baglanmasiyla Bax, daha fazla konformasyonel
degisiklige ugrayabilmektedir. Cekirdek alan, klasik bdlgenin genel yapisini korur, 6zel olarak
BH3 alanlarina baglanmasina izin veren baska bir Bax-BH3, diger bir Bax protomerinin kanonik
bolgesine baglanan bir Bax protomerinin BH3 alan1 araciligiyla simetrik dimerlerin olusumuna izin
vermektedir. Bu simetrik Bax dimerlerinin, MOM'yi gegirgen hale getiren homooligomerik
gozeneklerin yap1 taslari oldugu varsayilir. Bax oligomerik gdzeneginin kesin yapisi, biiyiik
boyutuna ve heterojenligine bor¢lu olmasi muhtemel olarak ¢oziilmemis kalsa da, yakin Bax
dimerleri arasinda, olusumuna katkida bulunmasi muhtemel olan c¢ekirdek, mandal ve

transmembran alanlar1 araciligiyla kararli etkilesimler rapor edilmistir [170—172]. Ayrica, belirli
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lipidler Bax aktivasyonunun diizenlenmesinde, MOM'a entegrasyonda ve Bax oligomerlerinin
olusumunda rol oynayabilir [173]. Son veriler, lipidlerin, Bax ve yalnizca BH3 proteinlerinin
dogrudan etkilesimi olmadan Bax a 9 ve MOM liskisi yoluyla spontan Bax aktivasyonuna ve
membran translokasyonuna aracilik etmede etkili oldugunu gostermektedir [174]. MOMP, Bax
oligomerleri tarafindan en belirgin sekilde, heptamerik apoptozomu olusturmak i¢in APAF1'e
baglanan ve sirasiyla kaspazlar aktive edip apoptoz siirecini baglatan sitokrom c¢ (12 kDa) gibi
diisiik molekiiler agirlikli apoptojenlerin salinmasina izin vermektedir [175]. Bununla birlikte,
apoptoz sirasinda mitokondriyal DNA'min (10* kDa) sitozole salinmasindan Bax gozeneklerinin de
sorumlu oldugu belirtilmelidir [176]. Bax'in MOM'da nasil daha yiiksek dereceli oligomerler
olusturdugunun kesin ayrintilar1 bilinmemektedir ve genel Bax aktivasyon mekanizmasini

anlamamizda onemli bir eksikliktir.

1.10.4. B Hiicreli Lenfoma 2

Dis mitokondriyal zarin gegirgenligi, protein-protein etkilesimleri yoluyla Bcl-2 ailesi
proteinlerinin {iyeleri tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. Bcl-2 protein ailesi, protein yapisina
ve temel islevlere gore ii¢ ana alt gruba, anti-apoptotik proteinler, pro-apoptotik ¢ok alanl efektor
proteinler ve pro-apoptotik Bcl2 homolojisi (BH)3 sadece alan proteinleri gére siniflandirilan
20'den fazla farkli tiyeden olusur [177]. Hayatta kalma yanlisi Bcl-2 proteinleri, B hiicreli
16semi/lenfoma-2 (Bcl-2), miyeloid hiicreli 16semi-1 (MCL-1), B hiicreli lenfoma-ekstra biiyiik
(Bcl-XL; Bcl211), B igerir -hiicre lenfoma-w (Bcl-W/Bcl212), Bcl2 benzeri protein 10 (Bcl-
B/Bcl2110) ve Bel-2 ile ilgili gen Al (A1/Bcl2al; BFL-1 olarak da bilinir). Hayatta kalma taraftar
Bcl-2 proteinleri, proapoptotik Bcl-2 proteinlerini sekestre ederek onlarin anti-apoptotik
aktivitelerine aracilik eder. Anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri, hiicresel membranlara baglamak igin
gerekli olan bir transmembran alan1 ve BH alanlar1 (BH1, BH2, BH3, BH4) olarak adlandirilan
dort korunmus motif ile ortak bir yapiy1 paylasir. BH1, BH2 ve BH3 alanlari, proapoptotik Bcl-2
proteinleri ile etkilesim icin kritik olan hidrofobik bir cep olusturur. Ilging bir sekilde, bu grubun
baz1 proteinleri, pro-apoptotik aktiviteye sahip olan ayn1 genden ¢evrilmis izoformlara sahiptir.
Ornegin, tam uzunlukta MCL-1 (MCL-1L), MCL-1 kisa (MCL-1S) ve MCL-1 ekstra kisa (MCL-
1ES) dahil olmak iizere MCL-1'in bilinen ii¢ ayni gen izoformu vardir. Anti-apoptotik protein
MCL-1L'nin aksine, hem MCL-1S hem de MCL-1ES farkli protein yapilarina sahiptir ve pro-
apoptotik aktiviteler gosterir [178]. Asagidaki Sekil 1.13’te anti-apoptotik Bcl-2’nin alt ailesi

icindeki rollerin gorsel semasi sembolik olarak verilmistir [177].
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Genin adi / izoformun
rolii / endojen
ekspresyvon diizeyi

Gen ekleme kontrol mekanizmasi / izoform adi / primer yap:

BCL-2

Anti-Apoptotik: 1(14:18)
translokasvonlu B hilcreli
lenfomalarda yitksek
oranda eksprese edilir.

Roli bilinmiyor:
BCLZuile
kargilastirldiginda
saglikch hiicrelerde digiik
ekspresyon; KML
hastalanimn kan ve kemik
iliginde ekspresyon
OTANIN artras:

BCL-2a

BCL-28

BH3 BH1

BH3

BCL-XBCI2L1

Anfi apoptotik: Biiyiime
faktdriinden voksun hiicre
hatlarinda asin eksprese
edildiginde hayatta kalma
saglar.

Pro-apoptotik: BCL-2'min
hayatta kalims artirmasim
engeller, genellikle
yitksek devir hizana sahip
hiicrelerde expresse edilir,
hiicrelert kemoterapt
ajanlanna karg duyarl
hale getirebilir.

BCL-X,

BB Bz . BH1

BCL-Xs

BH3

MCL-1

Anti-apoptotik: hiicreler,
canli hiicrelerde eksprese
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Sekil 1.13.

Anti-apoptotik Bcl-2 alt ailesi igindeki roller
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B-hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) proteinleri ailesi, hiicresel saglikta kilit islevler uygular. Bcl-
2 oncelikle apoptozun baslamasini kontrol ettigi mitokondride etki eder. Birka¢ anti ve
proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi, néronlarda eksprese edilir ve ndronal fonksiyonu etkiler. Onemli
olarak, noronal Bcl-2 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri yastan etkilenir [179]. Mitokondri,
yalnizca elektrokimyasal gradyanlari ve membran uyarilabilirligini korumak igin gerekli olan
ATP'nin ana kaynag1 olarak degil, ayn1 zamanda ek Ca** tamponlama kapasitesi saglamak ve birgok
Ca?* aracili sinyallesme siirecine katilmak igin gerekli olan néronlarda 6zel bir role sahiptir [180].
Anti-apoptotik BCL-2 proteinlerinin lenfoma patogenezinde, hastalik progresyonunda ve ilag
direncinde ¢ok Onemli bir rol oynadigi gercegi goz Oniine alindiginda, onlar1 terapétik olarak
hedefleme cabalar1 birka¢ on yildir devam etmektedir [178]. Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri,
Bcl-XL ve Bcl-w olgun néronlarda bulunurken Bcel-2 cogunlukla gelismekte olan beyinde eksprese

edilir [181].

1.10.5. Kaspaz-3

Kaspaz-3, en yaygin olarak hiicre 6liimiiyle iliskilendirilen bir sistein proteazidir. Son
caligmalar, hiicre farklilasmasina, hiicre cogalmasina ve hiicre morfolojisinin gelisimine aracilik
edebilecegini gostermistir [182]. Kaspaz-3, apoptozda koklii bir rol oynayan sistein-aspartik asit
proteaz ailesinin evrimsel olarak korunmus bir {iyesidir. Kaspazlar, baslatic1 veya efektor kaspazlar
olarak smiflandirilir. Baslatic1 kaspazlar efektor kaspazlar1 pargalar, bunlar daha sonra apoptotik
bir kaskadda diger protein substratlarin1 parcalayabilir. Kaspaz-3, aktif olmayan bir pro-kaspaz
formunda veya aktif bir boliinmiis kaspaz formunda bulunur. Bir baslatici kaspaz olan kaspaz-9,
prokaspaz-3"ii aktif kaspaz-3'e bolerek aktive eder, bu da daha sonra hiicre 6liimiinii baslatabilir
[183].

Programlanmig gelisimsel hiicre 6liimi sirasinda ndronlarda kaspaz-3 kaynakli apoptoz
gdzlemlenmistir ve normal beyin gelisimi igin gerekli bir bilesendir. Ornegin kaspaz-3 eksikligi
olan fareler, beyin boyunca hiperplazi ve diizensiz hiicre yerlesimi sergilemektedir [184]. Kaspaz-
3'iin ayrica gelismekte olan beyinlerin mikroglia ve astrositlerinde apoptozu indiikledigi de
gosterilmistir [185]. Daha yakin zamanlarda, kaspaz-3'iin apoptotik olmayan islevleri
kesfedilmistir. Kaspaz-3'iin hem néronlarda hem de gliada hiicre farklilagmasinda 6nemli bir rol
oynadigin1 bulmustur. Ayrica kaspaz-3, retinal akson koklerindeki ug¢ noktalarini belirleyerek ve

dendrit ve dendritik saplar1 temizleyerek ndronal gelisimi etkilemektedir [185-187].

1.11. MikroRNA Biyosentezi ve islevi

MikroRNA'lar (miRNA'lar), yaklagik 22 niikleotid uzunlugunda, ¢ok sayida endojen tek
sarmalli kodlayici olmayan RNA molekiilleri sinifidir. Hedef mRNA'larin 3’ g¢evrilmemis
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bolgelerindeki (3'-UTR) sekanslar1 tanirlar ve mRNA bozunmasint indiiklerler ya da
translasyonlarini engellerler [188]. MikroRNA'lar (miRNA'lar), fizyolojik ve patolojik siireclerde
transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu modiile eden kiicilk endojen kodlamayan RNA
molekiilleri ailesidir. miRNA'lar, birgok insan hastaliginin patogenezinde dnemli roller gostererek
hedef mRNA'lar1 indirgeme veya transkripsiyonun inhibisyonu yoluyla susturabilir. miRNA
arastirmasi, yirmi yildan fazla bir siire 6nce kesfedilmelerinden bu yana hizla biiyiiyen bir alan
haline gelmistir. Birgok molekiiler diizenleyici 6zelliklerine dayanarak, miRNA'lar kiiresel bir
modelde c¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik fonksiyonlara katkida bulunmaktadirlar. Bir¢ok
hastaligin yan1 sira MSS yaralanmalarinin altinda yatan hiicresel ve molekiiler degisiklikler, 6nemli
potansiyel biyobelirtecleri ve terapotik hedefleri saglamaktadirlar. [189].

Artan sayida calisma, tRNA, rRNA, piwi-RNA ve miRNA dahil olmak flizere cesitli
kodlamayan RNA (ncRNA) tiirlerinin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini bulmustur. miRNA
veri tabaninin (miRBase) en son siirimii Caenorhabditis elegans'ta 434, Drosophila
melanogaster'da 466 ve insanlarda 2588 miRNA'y1 kataloglamistir [190].

Olgun miRNA genlerinin ¢ogu, fonksiyonel gen kodlama bolgelerinde veya kodlamayan
bolgelerde bulunur ve kiimeler halinde veya bagimsiz olarak ifade edilebilir. MiRNA'larin
biyogenezi, ¢ekirdek ve sitoplazmada birbirini izleyen iki isleme olayini katalize eden iki RNase
I enzimi, Drosha ve Dicer tarafindan yiiriitiiliir [191]. Cekirdekte, genomik DNA, uzun bir birincil
miRNA (pri-miRNA) iiretmek iizere kopyalanir; bu daha sonra, yaklagik 70 niikleotid (nt)
uzunlugunda sag tokasi yapili bir 6ncii miRNA (pre-miRNA) olusturmak iizere Drosha tarafindan
boliiniir. Bu sag¢ tokasi yapilit RNA'lari, niikleer tagima reseptorii tasiyici-5 tarafindan sitoplazmaya
taginir ve 19-23 nt'lik olgun miRNA'lar olusturmak i¢in sitoplazmada Dicer tarafindan boliiniir. Ek
olarak, fonksiyonel miRNA'lar, klasik olmayan miRNA biyogenez yollar1 yoluyla da firetilebilir.
Bunlar, mRNA oncesi ekleme yoluyla iiretilen mirtronlar1 ve kii¢iik niikleolar RNA (snoRNA)
onciilerinden iiretilen miRNA'lar1 igerir [192]. Olgun tek sarmalli miRNA'lar, bir dizi proteine
baglanarak miRNA kaynakli susturma kompleksleri (miRISC'ler) olusturur, bunlar da hedef
mRNA'nin 3'-UTR bolgesine baglanir, bagli mRNA'nin translasyonunu 6nler veya dogrudan hedef
miRNA'y1 bozar. Her miRNA birden fazla hedef geni diizenleyebilir ve belirli hedef miRNA'lar
ayn1 anda birden fazla miRNA tarafindan diizenlenebilir [193]. miRNA biyosentez siireci miRNA,
RNA polimeraz II tarafindan pri-miRNA'ya islenir. Daha sonra, pri-miRNA'lar, Drosha dahil
olmak {izere karmasik mikroislemciler tarafindan pre-miRNA'lara boliniir. Daha sonra pre-
miRNA'lar, exportin-5 aracilifiyla ¢ekirdekten sitoplazmaya aktarilir ve burada Dicer tarafindan
cift sarmalli miRNA'y1 daha da kiigiik fragmanlarina pargalar. RISC'ye baglandiktan sonra miRNA
cift sarmali, Argonot proteini tarafindan zincirsiz hale getirilir. Olgun zincir RISC'de kalir ve gen
regiilasyonu i¢in hedef mRNA'ya baglanirken diger yolcu zinciri hidrolize edilir. Asagidaki Sekil

1.14°te miRNA biyosentez siirecinin gorsel semasi sembolik olarak verilmistir [194].
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Sekil 1.14. miRNA biyosentez siireci

1.11.1. MikroRNA-21

MikroRNA-21 (miR-21), makrofajlar, mast hiicreleri, nétrofiller ve T hiicreleri gibi ¢esitli
aktif bagisiklik hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilmesine ragmen, mikroglia, astrositler,
noronlar ve oligodendrositler dahil olmak iizere MSS'nin ¢esitli hiicre tiplerinde 6nemli roller
oynamaktadir [195]. miR-21, MyD88 ve NF-xB araciligiyla TLR sinyali ile indiiklenen ve
PDCD4'ii hedefleyen ve NF-kB'nin asagi regiilasyonu ve anti-inflamatuar sitokin IL-10'un
indiiklenmesine yol agan bagka bir anti-inflamatuar diizenleyicidir [196]. Ayrica miR-21, TNF-a
salgilanmasini azaltarak makrofajlarda anti-inflamatuar etkilere aracilik eder, ancak STAT-3'ii
hedefleyerek M2 polarizasyonunu da engellemektedir. MiR-21 ayrica strese yanit olarak
astrositlerde indiiklenir ve astrogliosisin erken evrelerinde astrositik aktivasyonu bozmaya hizmet
eder [195]. MiR-21'in asir1 ekspresyonu, MS hastalarmin karakteristik bir 6zelligidir ve T hiicresi
aktivasyonunu ve apoptozu, Treg fonksiyonunu ve gelisimini veya Th17 farklilagsmasin1 modiile
edebilir [197]. Transkripsiyon sonrasi diizenleyici faktorler olarak islev gorerek gen ekspresyonunu
diizenleyen bol miktarda kii¢iik kodlamayan RNA molekiilleri simifi olan miRNA'lar, travmatik

beyin hasar1 (TBI) ilerlemesinin temel bilesenleri olarak tanimlanmistir. miR-21, TBI'da fiziksel
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egzersizler tarafindan indiiklenen inflamasyon, ndronal apoptoz, reaktif gliozis, kan beyin
bariyerinin bozulmasi, anjiyogenez ve iyilesme siirecinin sinyal yollarinda yer alan yakin zamanda
tanimlanmus tipik bir miRNA'dir [198]. Birgok ¢aligsma, miR-21'i bir oncomiR olarak dahil etmistir,
clinkii birincil timdrlerdeki zenginlesmesi bu proteinlerin ekspresyonu ile negatif korelasyona
sahiptir. Bununla birlikte, kanser i¢in zararli olan bu anti-apoptotik fonksiyonun hiicre hayatta
kalmasini tesvik ederek akut beyin hasar1 kosullarinda faydali oldugunu akilda tutmak énemlidir

[199].

1.11.2. MikroRNA -107

MikroRNA-107 (miR-107), son yillarda kesfedilen yeni bir kodlamayan RNA dir, birkag
calisma miRNA-107'nin kanserler, Alzheimer hastaligi ve osteoartrit gibi ¢esitli hastalik
stireglerinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermistir. Direngli kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicrelerinin ve meme kanseri hiicrelerinin kemoterapi ilac1 paklitaksele duyarliliginin miR-107
tarafindan diizenlenebilecegini gosteren caligmalar olmasina ragmen, miR-107'nin ekspresyon
seviyesi de etkili olabilir [200]. MiR-107'nin anormal ifadesi, iskemik inme (iS) dahil olmak tizere
bazi norolojik hastaliklarda dogrulanmistir. Bununla birlikte, miR-107'nin islevi ve altinda yatan
mekanizmalar hala belirsizligini korumaktadir [201]. Alzheimer hastaligindaki, farkli rekabet eden
endojen RNA (ceRNA) dongiilerini de diizenlemektedir. Bu diizenleyici mekanizmanin gesitli
yonlerini anlamak, Alzheimer hastaliginin bilinmeyen etiyolojisini aydinlatmaya yardimei olabilir
ve terapotik ve klinik uygulamalarda kullanim i¢in yeni molekiiler hedefler saglayabilir [202].
Centik yolu, hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, gelisim siirecleri ve doku homeostaz1 iizerinde
cok onemli etkileri olan bir sinyal kaskadidir ve miR-107 ile islevsel etkilesime de sahiptir [203].
Insan beyni 6rneklerinden izole edilen RNA'dan miR-107, aile iiyeleri arasinda en yiiksek oranda
eksprese edilen miRNA'lar igerisindedir. Ayrica, insan dokularinin analizi ilging bir sekilde en
yiiksek seviyelerde ifade edilen miRNA'larin 7-nt ortak dizi AGCAGCA'y1 igerdigini
gostermektedir. miR-107, renal berrak hiicreli karsinom, mide kanseri ve prostat kanseri gibi ¢esitli
kanserlerde bir tiimor baskilayici olarak kesfedilmistir. Bununla birlikte, miR-107'nin Wilms

tiimoriindeki biyolojik rolii hala belirsizdir [204].

1.11.3. MikroRNA -122

MikroRNA-122 (miR-122), yeni olusan néronlarda farklilagsma hizlarin1 yavaslatmada etki
gostermektedir ve potansiyel olarak farklilasma ger¢eklesmeden Once ndronlarin daha uzun
mesafelere erismesine izin vermektedir [205]. Bir norodejeneratif hastalik olan Huntington
hastalig1 olusturulan deneysel hayvan modelinde, miR-122’nin de dahil oldugu birg¢ok

mikroRNA'nin serebral kortekste ekspresyon diizeyleri gosterilmistir [206]. miR-122"nin, 16kosit
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aktivasyonu ve trombiis olusumu dahil olmak {izere iskemik inme ile iligkili birka¢ gen ve yolun
diizenlenmesine dahil oldugu gosterilmistir [207]. Ayrica miR-122, inme sonrasi immiin
aktivasyonda yer alan bir hasar Iliskili molekiiler model molekiillerinden peroksiredoksin 2'nin
ekspresyonunu da diizenlemektedir. Akut iskemik inmeli hastalarin kan hiicrelerinde iginde miR-
122 ninde buludugu birkag miRNA farkl: sekilde eksprese edilir. Bu miRNA'nin, iskemik inme ile
iligskili kandaki gen ekspresyonunu ve yolaklar1 diizenledigi tahmin edilmektedir. Yapilan bir
caligma ile tanimlanan miRNA, serebral iskeminin belirtegleri olarak hizmet edebilir veya iskemik

inmede bagisiklik ve pihtilasma sistemlerini modiile etmek i¢in yeni yontemler saglayabilir [207].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Hayvan Materyali

Bu doktora tezi ¢alismasindaki tiim deneyler Laboratuvar Hayvanlart Bakim ve Kullanim
Saglik Rehberi Ulusal Enstitiileri kapsaminda ve Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (FUHADEK) onay1 alindiktan sonra (Tarih: 12.10.2016, Toplanti: 2016/18, Karar No:169),
etik kurallara uygun bir sekilde hayvan refahi ve hayvan haklarina riayet edilerek yiiriitiilmiistiir.

Calismada, 42 adet erkek Wistar albino sican (yas: 8 haftalik, agirlik: 180 & 20 g) kontrollii
bir ortamda, 12: 12 saat aydinlik-karanlik dongiisii 22°C'de barindirilan sigan yemi ve su ad libitum
olarak verilmistir. Tiim deneyler Laboratuvar Hayvanlar1 Bakim ve Kullanim Saglik Rehberi
Ulusal Enstitiileri kapsaminda ve Universitenin Etik Kurulu tarafindan onaylanmis olarak
yliriitiilmistiir. Laboratuvar kosullarina uyum sagladiktan sonra, siganlar 6 gruba ayrilmistir.
Takviyeler tiim gruplara, 7 hafta siireyle glinde bir kez oral gavaj olarak uygulanmistir.

Demiyelinizasyon prosediirii daha dnce tanimlandig1 gibi bir stereotaksik enjeksiyonu
kullanilarak lizolesitin (LPC) indiiklendi. Bu amagla, siganlara ketamin (100 mg / kg, Alfasan,
Hollanda) ve ksilazin (10 mg / kg, Alfasan, Hollanda) ile anestezi yapild1 ve kafatasi diiz bir
konumunda stereotaksik bir ¢er¢eveye yerlestirildi. Siganlarin delinen kafatasina %1'lik LPC
(Sigma, St. Louis, MO, ABD) tasiyici olarak % 0.9 steril serum fizyolojik i¢inde 1.5 pl tek doz
uygun stereotaksik koordinatlari (AP = —3.6, bregma koordinati; ML = £1.6; DV= —3.2 dura
yiizeyi) kullanilarak, %1°lik LPC hipokampiisiin CA1 bolgesine bilateral olarak enjekte edildi
[208]. Kontrol si¢anlarina ise hipokampiisiin CA1 bdlgesine esit hacimde %9’luk steril serum
fizyolojik enjekte edildi. Dokuyu dengelemek ve igne yolundan olasi geri akis1 onlemek icin

¢ozeltiyi enjekte ettikten sonra igne 3 dakika daha yerinde tutuldu.

2.1.1. Arastirma Gruplari

Kontrol: Siganlara tek doz % 0.9 steril serum fizyolojik 1.5 pl/sican dozunda
intraventrikiiler olarak uygulanmstir.

LPC: Demiyelinizasyon olusturmak i¢in siganlara % 0.9 serum fizyolojik igerisinde % 1
oraninda hazirlanmig LPC, 1.5 pl/sigan dozunda intraventrikiiler olarak uygulanmistir.

LPC+B I: Demiyelinizasyon olusturulan si¢canlara uygulamadan 5 giin sonra 0.9 mg biyotin
/sigan/giin dozunda d-biyotin oral gavaj ile 7 hafta boyunca giinliik olarak uygulanmustir.

LPC+B II: Demiyelinizasyon olusturulan siganlara uygulamadan 5 giin sonra 9 mg biyotin
/sigan/giin dozunda d-biyotin oral gavaj ile 7 hafta boyunca giinliik olarak uygulanmustir.

LPC+MgB I: Demiyelinizasyon olusturulan siganlara uygulamadan 5 giin sonra 0.9 mg

biyotin /sican/giin dozunda MgB oral gavaj ile 7 hafta boyunca giinliik olarak uygulanmuistir.



LPC+MgB II: Demiyelinizasyon olusturulan siganlara uygulamadan 5 giin sonra 9 mg
biyotin /si¢an/giin dozunda MgB oral gavaj ile 7 hafta boyunca giinliik olarak uygulanmstir.

Calismada kullanilan farkli biyotin formlarimin dozlari Birnbaum ve Stulc [17] tarafindan
yapilan ¢aligmalara gore belirlendi. Biyotin ve MgB i¢gme suyunda ¢ozdiiriilerek, her sicana 1 ml
hacim olacak sekilde oral gavaj yardimiyla uygulandi. Esit miktarda igme suyunun oral gavajla
uygulanmasi kontrol grubuna da uygulanmistir.

Deneysel uygulama 7 haftalik oral gavaj uygulamasinin ardindan, etik yonergelere uygun
bicimde sicanlar dekapite edilerek hedef doku olan beyin dokusu biitiinliigii bozulmadan dikkatli
bir sekilde alindi. Alinan beyin dokular1 Westren blot ve gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) protokollerine uygun olarak alind1 ve analiz edilinceye kadar -80°C’de, derin

dondurucuda muhafaza edildi.

2.2. Laboratuar Analizleri

2.2.1. RNA ekstraksiyonu

miRNA izolasyonu, Life Technologies’e ait ticari mirVana™ miRNA izolasyon Kkiti
iirliniin kit protokoliine gore eldesi yapildi.

Deneysel uygulama sonunda RT-PCR analizleri i¢in sivi azot (77 K, -196°C veya -320°F)
icinde daldirilarak alinan beyin hipokampiis bolgesinden alinan parga dokulari RNAlater®
sollisyonu eklenerek RT-PCR analizleri i¢in -80°C’de, derin dondurucuda bekletilen dokular
¢ozdiiriilerek PBS ile yikandi.

RNA ekstraksiyonu i¢in mirVana™ miRNA Izolasyon Kit protokoliine gore kit igerisinde bulunan
yikama soliisyonlar1 hazirlanarak miRNA eldesi igin hazirlik yapildi.

. miRNA Yikama Soliisyonu 1’e 21 mL % 99 luk saf etanol eklendi.

. miRNA Yikama soliisyonu 2/3’e 40 mL %99’luk saf etanol eklendi.

Her bir beyin dokusunun hipokampiis bdlgesinden steril 2°1lik ependorf tiipe 30 mg doku alinarak
tizerine 300 pl Lizis / baglama tamponu eklendi her ependorf icerisine 3.2 mm olan ebatindaki 3
adet steril ¢elik bilye konularak 2 dakika tissue lyser yardimu ile 45 frekansta parcalandi. Tissue
lyser ile par¢alanan dokuya eklenilen Lizis / Baglama Tamponun 1/10’u kadar miRNA Homojenat
soliisyonu eklendikten sonra 1 dakika siiresince vortekslendi ve 10 dakika siireyle buz iizerinde
inkiibasyona birakildi. Lizata esit bir hacimde 1/1 oraninda Asit-Fenol: Kloroform eklendi 1 dakika
stireyle vortekslendi ve sonrasinda oda sicakliginda 5 dakika 10000 rpm de santifiriijlendi.
Santifiriijlenen {ist faz dikkatlice yeni bir ependorf tiipe almarak miktar1 not edildi. Yeni bir
ependorf tiipe alian lizat {izerine alian hacmin 1.25 kat1 kadar oda sicakliginda saf etanol eklendi

ve tekrar 5-10 saniye kadar vortekslendi. Her bir 6rnek i¢in, ependorf tiiplere miRNA filtre kartusu
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yerlestirildi filtre kartuslar1 maksimum 700 pl hacim aldigindan bu miktarin ge¢ilmemesine dikkat
edildi. Lizat/etanol karigimini filtreden gegirerek siiziilmesi i¢in ~ 15 saniye RCF 10.000 rpm 'de
santrifiijjlendi sonrasinda sizint1 atild1 ve ependorf tiipe filtre tekrardan yerlestirildi. miRNA filtre
kartugsuna 700 pl miRNA yikama Soliisyonu 1 eklenerek ~ 5—-10 saniye santrifiijlendi ve sizinti
atildi. Filtreye 500 puL yikama soliisyonu 2/3 onceki gibi filtre kartusundan santrifiij yardim ile
stizdiiriildii ve bu islem 2 defa yapildi sonrasinda atik atildiktan sonra filtre son kez bos sekilde 1
dakika santrifiijjlendi kalintinin tamamen siiziilmesine dikkat edildi ve sonrasinda filtre yeni bir
ependorf tiipe yerlestirildi. Yeni bir toplama tiipiine yerlestirilen filtre kartusunun tam orta
noktasina 6nceden 1sitilmis olan (95 °C) 100 pL Eliisyon Soliisyonu uygulandi maksimum hizda ~
20-30 saniye santrifiijlendi. Siiziilen kisim qubit4 cihazi ile elde edilen miRNA degerleri 6lgiildii.
Oncelikle birinci basamakta 199 pul miRNA tamponuna 1 pul miRNA Reagent (Qubit microRNA
Assay, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc) eklenerek toplamda 200 pl olan 2 adet calisma
soliisyonu hazirland1. Oncelikle cihaza 2 adet standart tanitinm yapilarak cihaz hazir hale getirildi.
Tanitilan standartlardan 190 pl calisma soliisyonu tizerine 10 pl standart 1 eklenerek birinci
standart hazirland1 ve yine 190 pl ¢alisma soliisyonu tizerine 10 pl standart 2 eklenerek ikinci
standart hazirland1 ve cihaza standartlar sirayla tanitildi. Her bir 6rnegin dl¢timiinde 198 pl ¢alisma
sollisyonu iizerine 2 pl 6rnek eklenerek toplam hacim 200 pl olan karisim elde edilerek Qubit4

cihazda okuma yapild1 ve elde edilen miRNA miktar1 belirlendi.

2.2.2. cDNA Sentezi Protokolii

cDNA eldesi i¢in 0.2 ml’lik uygun boyuttaki bir mikrosantrifiij tiiplinde Reverz Traskriptaz
Reaksiyonu asagidaki Tablo 2.1°de cDNA sentezi igerigi protokole gore hazirlandi.

Tablo 2.1. cDNA sentezi igerigi

Madde Her bir 6rnek i¢in
100 mM dNTP 0,15 uL
MultiScribe TersTranskriptaz, 50 U / pL 1,00 pL
10X Ters Transkripsiyon Tamponu 1,50 uL
RNaz Inhibitérii, 20 U / pL 0,19 uL
Niikleaz igermeyen Su 4,16 uL
Total hacim 7,00 uL
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Her bir kuyucuga 7 pL RT Reaksiyon Miksi ve 10 pL toplam RNA igerecek sekilde eklendi.
Hassas bir sekilde pipetaj yapildiktan sonra icerigin tiipiin altinda toplanmasi igin tiiplere kisa siire
dikkatli bir sekilde spin attirildi. Her reaksiyon tiipiine 3 pL 5X RT Primer eklenerek toplam hacim
20 pL ye tamamlanda.

Calismada kullanilan mikroRNA primerlerine ait sekans dizinleri ve gen bilgileri asagida

verilen Tablo 2.2’de miRNA sekans ve genlD’leri olarak verilmistir.

Tablo 2.2. miRNA sekans ve genID

miRNA Stem-loop (5—3) Gen ID
UGUACCACCUUGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGA
miR-21 UGUUGACUGUUGAAUCUCAUGGCAACAGCAGUC NR_031823.1

GAUGGGCUGUCUGACAUUUUGGUAUC
UUCUCUCUGCUUUAAGCUUCUUUACAGUGUUGC

miR-107 CUUGUGGCAUGGAGUUCAAGCAGCAUUGUACAG NR_031863.1
GGCUAUCAAAGCACAGAGAGC
CCUUAGCAGAGCUCUGGAGUGUGACAAUGGUGU

miR-122 UUGUGUCCAAAACAUCAAACGCCAUCAUCACAC NR_031864.1
UAAACAGCUACUGCUAGGC
GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAAAATTGG
AACGATACAGAGAAGATTAGCATGGCCCCTGCGC

U6 snRNA AAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATA NR004394

TTTT

Reaksiyon tiiplerinin kapaklar1 iyice kapatildi. Reaksiyon igerigini tiiplerin altinda
toplamak i¢in kisa siire tekrar dikkatlice spin attirildi. Soguk zincire uygun bir sekilde buz iizerine
konarak termal dongii protokolii asagidaki tablodaki siirelere gore hazirlandi ve Rotor-Gene Q

(Qiagen, Hilden, Almanya) cihazina Tablo 2.3’te termal dongii protokoliine gore yerlestirildi.

Tablo 2.3. Termal dongii protokolii

Asama Sicakhik Siire
16°C 30 dak
Reverz transkription
42°C 30 dak
Durma reaksiyonu 85°C 5 dak
Bekleme 4°C Bekleme

2.2.3. RT-PCR Ornek Tiiplerinin Hazirlanmasi
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Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu i¢in Tablo 2.4’te miRNA reaksiyon miksi RT-
PCR ig¢in stok seklinde hazirlanmasi verilmistir.

Tablo 2.4. miRNA reaksiyon miksi RT-PCR i¢in stok seklinde hazirlanmasi

Her bir reaksiyon i¢in hacim
Bilesenler
0,1 ml 1 tiip igin
TagMan small RNA Testi (20X) 0,50 uL
PCR Master Mix 5,00 uLL
Niikleaz icermeyen su 3,84 uL
Total PCR Reaksiyon Miks hacmi 9,34 uL

Uygun hacimde PCR i¢in reaksiyon karigimini bir optik reaksiyon tiipleri igerisine agsagidaki gibi
eklendi.
e  Her bir tiipe (0,1 mL): 9,34 pL reaksiyon miksi kendi reaksiyonundan
e  Her bir tiipe (0,1 mL): 0,67 pL cDNA 6rnegi
e  Her bir negatif kontrol tiiptine (0,1 mL): 0,67 pL Niikleaz igermeyen su eklendikten
sonra RT-PCR cihazinda total hacim 10 pL olarak ayarlanarak Tablo 2.5’te RT-PCR

cihazinin kurulmasi iglemi gergeklestirildi.

Tablo 2.5. RT-PCR cihazimnin kurulmasi

Asama Sicaklik Zaman Dongti
UNG aktivasyonu 50°C 2 dak 1
Enzim aktivasyonu 95 °C 10 dak 1

Denature 85 °C 15 saniye
40
Ekleme/Uzatma 60 °C 60 saniye

Sonuglar U6 snRNA ekspresyonu baz alinarak normalize edildi. Elde edilen Ct

degerlerinden 2 44 metodu kullanilarak fold change oranlari hesaplandi.

2.2.4. Western Blot Analizi
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Beyin dokusuna ait her grubu temsil eden 6rnekler homojenize edilerek homojenatlarin
icerdigi toplam protein miktarlart hesaplandi ve sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western blot teknigi kullanilarak PI3K, Akt, Nrf2, HO1, NF-kB,

Bax, Bcl-2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin seviyeleri tespit edildi.

2.2.5. Beyin Dokusu Orneklerinin Homojenizasyonu

Western blot analizleri i¢in -80°C derin dondurucuda bekletilen beyin dokularindan soguk
zincire uygun bir sekilde hedef bolge olan hipokampus kismi alinarak grubu iiyelerini temsil edecek
sekilde 200+5 mg hassas terazide tartildi. Daha sonra agirlik/hacim orani 1/6 (w/v) olacak sekilde
homojenizasyon buffer [10 mM Tris-HCI (pH= 7.4), 0.1mM PMSF, 0.1mM NaCl, 5uM soybean
(Sigma, St. Louis, MO, USA) ve %]1’lik SDS] soliisyonunda cam homojenizator ve sonrasi
sonikasyon kullanilarak islemler soguk zincire uygun sekilde (proteinlerin proteaz aktivitesi ile
bozulmalarini engellemek icin) homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiij cihazinda
(Hettich, universal 320 R, Germany) +4°C’de 15.000 rpm’de 60 dakika santrifiij edildi. Santrifijj
isleminin ardindan protein igeren kisim olan siipernatant yeni bir ependorf tiipe alinarak kati olan
pellet kismi atildi. Beyin dokusuna ait siipernatant igerisine 1/1 oraninda %10 SDS, 5 ml 0.5 M
Tris (pH 6.8), %5°1ik Gliserol, %25 B-Merkoptoetonol, %0.05 Bromophenol blue, 3.245 ml dH20
iceriginden olugan sample buffer eklenerek vortekslendi. Daha sonra kaynamakta olan yaklagik
100°C’ de su banyosu igerisinde 7 dakika siiresince bekletildi. Bu igslemden sonra her grup doku
Ornegine ait toplam protein igerigini hesaplamak igin bir nanodrop spektrofotometre cihazi
(MaestroGen, Las Vegas, NV) kullanildi. Elde edilen homojenatlar SDS-PAGE ve Western blot

analizleri yapilincaya kadar —80°C’de beklemeye alindi.

2.2.6. SDS-PAGE Analizleri

Jel olusturmak i¢in 10 ml’lik %12°1ik; 3.35ml dH20, 2.5ml 1.5 M Tris (pH 6.8), 100ul
%10 SDS, 4ml Akrilamid (bis %30), 75ul APS, 15ul TEMED igeriginden olusan ayirma
(resolving) jel solusyonu hazirlandi. Daha sonra solusyon karistirilarak kaset haline getirilen iki
cam levha arasina aktarild:. ki cam levha arasindaki jel yaklasik olarak 15 dakika oda sicakliginda
bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Bu islemden sonra iki
cam levhanin iist kismina 6rnek sayisina uygun sayida dise sahip tarak yerlestirildi. Tarak dislerinin
ara dolgu maddesi olarak ifade edilen yiikleme jeli (Stacking) %4; 6.1ml dH20, 2.5ml 0.5 M Tris
(pH 6.8), 100ul %10 SDS, 1.3ml Akrilamid (bis %30), 60ul APS, 12ul TEMED igeriginden olusan
sollisyon hazirlandi. Bu islemde sonra hazirlanan jel solusyonu karigtirilarak tarak digleri arasindaki
bosluklar dolduruldu.10-15 dakika oda sicakliginda bekletilerek polimerlesme saglandi ve cam

levhalardan olusan kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Hazirlanan karisimdan 10-20 ul kadar
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transfer edildi ve tank igerisine yeterli miktarda tank solusyonu ilave edildi. Gii¢ kaynagindan 6nce
diisiik bir voltajla (150 V) 20 mA’lik akim elektroforeze verildi. 30 dakika sonra voltaj degeri 40
mA yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle izlenilebilen mavi boya bandi jelin alt kismina gelince
elektroforez cihazi kapatildi. Elektroferez islemi tamamlandiktan sonra aradaki jel ¢ikarildi. Elde
edilen jelin stacking kismi kesilip atildi ve bantlasmanin gerceklestigi resolving jel kismu,

caligmanin blotlama agsamasini yapmak iizere hazirlandi.

2.2.7. Western Blot Protokolii

Western blot analizleri Sahin ve arkadaslarina (2018) gore yapildi. Jeldeki proteinlerin
nitroselilloz membrana (Schleicher and Schuell, Inc., USA), aktarimi (blotlama) i¢in, SDS-PAGE
tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak iizere alindi. Nitroselilloz membrana transferin
gerceklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile nitroselilloz membran yiizeyleri arasinda bosluk
kalmayacak bigimde filtre kagitlarinin arasinda kars1 karsiya getirildi. Akim yonii (-) kutuptan (+)
kutba olacak sekilde hazirlanan sandvigin yar1 kuru transfer sisteminde (Thermo Fisher Scientific,
China) 1.2A 25V sabit akimda 10 dk boyunca transferi gergeklestirildi. Bu sekilde proteinlerin
transferi nitroseliiloz membrana saglanmis oldu.

Daha sonra nitroselilloz membranda protein baglanmamis bdlgelerin ilgisiz proteinlerle
kaplanmasi (bloklama) igin, blotlama islemindensonra petri kutularina alinan nitroseliilloz
membranlar tampon solusyonla yani fosfat buffer saline ile (PBS) [NaH2PO4.2H20 (0.025 M),
Na2HPO4.12H20 (0.075 M), NaCl (1.45 M)], calkalayic1 lizerinde 3 kez 10 dakika olacak sekilde
yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4 (pH:
7.2) tamponunda %1’lik BSA (taze sigir serum albumini) ile 37°C’de 90 dakika bloklandi. Daha
sonra ytkama yapilmadan primer antikor ile muamele islemine gegildi. Ozgiil antikorlarla tepkime
isleminde primer antikorlar olarak; PI3K, Akt, Nrf2, HO1, NF-«xB, Bax, Bcl-2 ve Caspase-3
antikorlar1 kullanildi. Primer antikorlar 1:1000 oraninda %0.05 oraninda Tween—20 bulanan
tamponda hazirlanarak kullanildi. Primer antikorlari ile +4°C’de, nitroselilloz membranlar gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Nitroselilloz membranlar 3 kez PBS buffer soliisyonuyla yikandi.
Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliiloz membranlar %0.05 oraninda Tween-20 bulanan
tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis goat-anti- mouse
immiinoglobulinle 37°C’de 90 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Nitroseliilloz membranlar 3
kez PBS buffer ile yikandi. Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda %0.03—
0.05 oraninda hazirlanmig diaminobenzidin (DAB) soliisyonu kullanilarak yapildi. DAB
sollisyonunun igerisine eklenen 80 ul H>O; reaksiyon sonucu nitroseliilloz membranlar {izerindeki
bantlar kisa bir siire sonra goriiniir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la

renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliiloz membranlar iyice dH,O ile yikandi.
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Bu islemden sonrabantlar rolatif yogunluklar1 Image Analyses System (Image J; National Institute

of Health, Bethesda, USA) yazilim programi kullanilarak analiz edildi.

2.3. Istatistiksel Analizler

Veriler IBM SPSS (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version
22.0. Armonk, New York, A.B.D.) ve GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA,
ABD) kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Biitiin sonuc¢lardaki veriler ortalama +
standart hata (mean+SD) olarak verildi ve p<0.05 degeri 6nemli olarak kabul edildi. Yapilan
analizlerdeki, veriler parametrik veya nonparametrik durumuna gore belirlendi. Veri dagilimlarinin
normalligini belirlemek i¢in Shapiro-Wilk testi ya da skewness ve kurtosis degerleri kullanilirken,
varyans homojenligini test etmek icin ise Levene testi kullanilmigtir. Normal dagilim géstermeyen
veriler Kruskall-Wallis ve Bonferonni diizeltmeli Mann-Whitney U (p<0.01) ile test edildi. Normal
dagilim gosteren veriler tek yonlii varyans analizi (One way ANOVA) ile test edildi. Gruplar arasi
karsilastirmalar yapilirken varyans homojenligine sahip veriler i¢in post hoc olarak Tukey’s testi,
varyanslart homojen olmayan veriler i¢in ise Tamhane testi kullanildi. Parametreler arasindaki

iligskiyi belirlemek i¢in Pearson korelasyon analizi kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

LPC ile MS deneysel modeli olusturulan siganlarda Biyotin ve MgB takviyesinin miR-21
ekspresyonunun etkileri agagidaki Sekil 3.1°de farkli biyotin formlarinda miR-21 ekspresyonu
gosterilmistir. Sicanlarin beyin dokusundaki miR-21 ekspresyonu kontrol grubuna gore yiikselme
goriiliirken Biyotin ve MgB formlarinin takviye olarak verildigi gruplarda ise LPC grubuna gore
diisme goriilmektedir. LPC grubuna gore karsilastirildiginda LPC+B 1 (p<0.0001); LPC+B 1I
(p<0.0001); LPC+MgB I (p<0.0001); LPC+MgB II (p<0.0001) gruplar arasinda istatiksel olarak
fark vardir. LPC+MgB II grubu tedavi gruplari icerisinde en etkili istatiksel farklilik gostermesine

ragmen LPC+MgB I ile arasinda istatiksel olarak bir fark yoktur.
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Sekil 3.1. Farkli Biyotin formlarinda miR-21 ekspresyonu

Gruplar arasindaki fark, (“**&%) farkli sembollerle gosterilmistir. Istatistiksel olarak
gruplar arasi anlamlilik (**"p<0.0001), Kontrol grubu; (*+*p<0.0001), LPC grubu; (**p<0.001,
###5<0.0001), LPC+B I grubu; (¥4p<0.01, #4445p<0.0001), LPC+B II grubu ile karsilastirildiginda
istatiksel farkliliklar belirlenmistir. LPC: Lizolesitin, LPC+B I: Lizolesitin + Biyotin I, LPC+B II:
Lizolesitin+Biyotin II, LPC+B 1. Lizolesitin+Magnezyum biyotinat I, LPC+B 1L
Lizolesitin+Magnezyum biyotinat II

LPC ile MS deneysel modeli olusturulan sicanlarda Biyotin ve MgB takviyesinin asagidaki
Sekil 3.2°de farkl1 biyotin formlarinin miR-107 ekspresyonu {izerine olan etkileri gdsterilmistir.

Kontrol grubu ile diger gruplarin miR-107 ekspresyonu kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli



bir farklilik oldugu tespit edilmistir. LPC grubuna gore tedavi gruplari arasinda LPC+B 1
(»<0.0001); LPC+B II (p<0.0001); LPC+MgB I (p<0.0001); LPC+MgB II (p<0.0001) istatiksel
olarak fark vardir. miR-107 ekspresyonunu LPC+MgB II grubu diger tedavi gruplarina istatiksel
farklilik (p<0.0001) gostermektedir.
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Sekil 3.2. Farkli Biyotin formlarinin miR-107 ekspresyonu

Gruplar arasindaki fark, (“**&%) farkli sembollerle gosterilmistir. Istatistiksel olarak
gruplar aras1 anlamlilik (***p<0.0001), Kontrol grubu; (*+*p<0.0001), LPC grubu; (**p<0.0001),
LPC+B 1 grubu; (%¢¢4p<0.0001), LPC+B 1II; (**%p<0.0001), LPC+MgB 1 grubu ile
karsilastirildiginda istatiksel farkliliklar belirlenmistir.

LPC ile MS deneysel modeli olusturulan siganlarda Biyotin ve MgB takviyesinin asagidaki
Sekil 3.3’te farkli biyotin formlariin miR-122 ekspresyonu lizerine etkileri gosterilmistir. Kontrol
grubu (p<0.0001) ile diger gruplarin miR-122 ekspresyonu diizeyleri kiyaslandiginda istatiksel
olarak anlamli fark tespit edilmesine ragmen LPC grubu ile LPC+B I ve LPC+B II grubu arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir fark yoktur. LPC grubu ile LPC+MgB I (p<0.001) iken LPC+MgB
IT (p<0.0001) arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur. LPC+B I grubuna gore ise
LPC+B II, arasinda fark bulunmamasina ragmen LPC+MgB I (p<0.05) ve LPC+MgB II (p<0.001)
arasinda istatiksel olarak fark bulunmustur. LPC+B II grubuna gore LPC+MgB 1 ile rarasinda
Istatiksel olarak bir fark bulunmamistir LPC+MgB II (p<0.001) ise istatiksel olarak fark
bulunmustur. LPC+MgB I ile LPC+MgB II arasinda Istatiksel olarak bir fark bulunamamustir.
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Sekil 3.3. Farkli Biyotin formlarinin miR-122 ekspresyonu

Gruplar arasindaki fark, (“**&%) farkli sembollerle gdsterilmistir. Istatistiksel olarak
gruplar aras1 anlamlilik (***p<0.0001), Kontrol grubu; (**p<0.001, **+p<0.0001), LPC grubu;
(*p<0.05, #¥p<0.001), LPC+B I grubu; (¥¥4p<0.001), LPC+B II; grubu ile karsilastirildiginda
istatiksel farkliliklar belirlenmistir.

LPC ile MS deneysel modeli olusturulan siganlarda Biyotin ve MgB takviyesinin Sekil
3.4’te miR-21, miR-107 ve miR-122 ekspresyonun gruplara gore 1s1 haritasit gosterilmistir. Gen
ekspresyonunun biiyiikliigli yesilden kirmiziya dogru artmaktadir. Gruplara gére miRNA’larin
ekspresyonu degiskenlik gostermektedir. Kontrol grubu ile LPC gruplar arasindaki ekspresyon
diizeyleri en uglarda yer almakta iken tedavi gruplarinda bu farkliligin diizeylerinin azaldig1
goriilmektedir. Verilen sekilde LPC+MgB II grubunun kullanilan miRNA’lardaki ekpresyon

diizeyinin kontrol grubuna en yakin diizeyde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.4. miR-21, miR-107 ve miR-122ekspresyonun gruplara gore 1s1 haritasi

LPC ile MS deneysel modeli olusturulan sicanlarda Biyotin ve MgB takviyesinin asagidaki
Sekil 3.5’te farkli biyotin formlarinin PI3K iizerine etkileri gosterilmistir. Sicanlarin beyin
dokusundaki PI3K diizeyinde kontrol grubuna gore diisme goriiliirken Biyotin ve MgB formlarinin
takviye olarak verildigi gruplarda ise LPC grubuna gore artis goriilmektedir. LPC grubu ile LPC+B
I (»<0.05); LPC+B II (p<0.0001); LPC+MgB I (»<0.0001) ve LPC+MgB II (p<0.0001) gruplari
arasinda doza bagl olarak yiiksek doz biyotin gruplarinda 6nemli bir sekilde artig goriildiigii gibi
istatistiksel olarak da anlamli bir farklilik gostermistir. LPC+B II ve LPC+MgB I gruplar arasinda
bir istatistiksel olarak fark bulunamamistir. Bunun sebebi Mg’nin Biyotin biyoyararlanimini

arttirarak diisiik doz biyotinden yliksek oranda biyoyararlanim saglayabileceginden olabilir.
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Sekil 3.5. Farkli Biyotin formlarinin PI3K iizerine etkileri

Blotlama islemi en az 3 kez tekrar olarak yapilmistir Esit protein yiiklemesini saglamak
icin dahil edilen aktin ile Western blot analizi yapildi. Ortalama + standart hata olarak ifade edilen
tim veriler, tek yonli ANOVA ile c¢oklu karsilastirmalarda ise Tukey post hoc analizi
kullanilnustir. Gruplar arasindaki fark, (“*#&9%) farkli sembollerle gosterilmistir. Istatistiksel olarak
gruplar arasi anlamhilik (“**p<0.0001), Kontrol grubu; (*p<0.05,7++*P<0.0001), LPC grubu;
(**1<0.0001), LPC+B I grubu; (¥¢¢¢p<0.0001), LPC+B II; (***p<0.0001), LPC+MB I grubu ile

karsilastirildiginda istatiksel farkliliklar belirlenmistir.

LPC ile MS deneysel modeli olusturulan siganlarda Biyotin ve MgB takviyesi Sekil 3.6’da
farkli biyotin formlarinin Aktl iizerine etkileri gdsterilmistir. Siganlarin beyin dokusundaki Aktl
diizeyinde kontrol grubuna gore protein sevilerinde azalma goriiliirken Biyotin ve MgB formlarinin
takviye olarak verildigi gruplarda ise LPC grubuna gore nispeten artis goriilmektedir. LPC grubu
ile LPC+B I grubu arasinda anlamli bir fark bulunmazken, LPC grubu ile LPC+B II (p<0.05),
LPC+MgB I (P<0.05) ve MgB II'nin (p<0.0001) gruplar arasinda doza bagl olarak yiiksek doz
biyotin gruplarinda énemli bir sekilde artig goriildiigii gibi istatistiksel olarak da anlamli bir farklilik
gostermistir. LPC+B Il ve LPC+MgB I gruplarn arasinda bir istatistiksel olarak fark yoktur. Bunun
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sebebi Mg’nin Biyotin biyoyararlanimmni arttirarak diisiik doz biyotinden yiiksek oranda

biyoyararlanim saglayabilecegi olabilir.
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Sekil 3.6. Farkli Biyotin formlarinin AKT1 iizerine etkileri

Blotlama iglemi en az 3 kez tekrar olarak yapilmistir. Esit protein yiliklemesini saglamak
icin dahil edilen aktin ile Western blot analizi yapildi. Ortalama + standart hata olarak ifade edilen
tim veriler, tek yonli ANOVA ile coklu karsilastirmalarda ise Tukey post hoc analizi
kullanilnustir. Gruplar arasindaki fark, (“*#&9%) farkli sembollerle gosterilmistir. Istatistiksel olarak
gruplar aras1 anlamlilik (""“p<0.0001), Kontrol grubu; (*p<0.05), (***p<0.0001), LPC grubu;
(*p<0.05, #*5<0.0001), LPC+B I grubu; (¥¢p<0.001), LPC+B II grubu; (**p<0.01), LPC+MB I
grubu ile karsilastirildiginda istatiksel farkliliklar belirlenmistir.

Sicanlarda LPC ile olusturulan MS modelinde farkli Biyotin ve MgB takviyelerinin Sekil
3.7°de farkli biyotin formlarinin Nrf2 {izerine etkileri gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla diger
gruplarin beyin Nrf2 diizeyleri azalmistir. En diisiik beyin Nrf2 diizeyi LPC grubunda tespit edilmis
ve doza bagli olarak sirayla LPC+B I, LPC+B II, MgB I ve MgB II gruplarinda artig gdstermistir.

Biyotin dozundaki artis istatistiksel olarak bir fark olusturmasina ragmen (p<0.05) MgB

49



kombinasyonunun dozundaki artis fark olusturmamistir (p>0.05). Beyin Nrf2 diizeyinin

yiikseltilmesinde en etkili grubun MgB II oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.7. Farkli Biyotin formlarinin Nrf2 {izerine etkileri

Blotlama islemi en az 3 kez tekrar olarak yapilmistir Esit protein yiiklemesini saglamak
icin dahil edilen aktin ile Western blot analizi yapildi. Ortalama + standart hata olarak ifade edilen
tim veriler, tek yonli ANOVA ile coklu karsilastirmalarda ise Tukey post hoc analizi
kullanilnustir. Gruplar arasindaki fark, (“*#&9%) farkli sembollerle gosterilmistir. Istatistiksel olarak
gruplar aras1 anlamlilik ("**p<0.0001), Kontrol grubu; (**p<0.0001), LPC grubu; (*p<0.05,
#p<0.01, **#p<0.0001), LPC+B 1 grubu; (¥p<0.05), LPC+B II grubu ile karsilastirildiginda
istatiksel farkliliklar belirlenmistir.

LPC ile MS olusturulan sicanlarda Biyotin ve MgB takviyesinin Sekil 3.8”de farkli biyotin
formlarmin HO-1 fizerine etkileri gosterilmistir. Beyin dokusu HO-1 diizeyleri incelendiginde
gruplar arasinda onemli farkliliklar tespit edildi. LPC ile MS olusturulan siganlarda beyin HO-1
diizeyi kontrol grubuna gore diisik bulundu. Biyotinin diisiik dozlarda tek basina veya
kombinasyon halinde uygulamalarinda HO-1 diizeylerinde etkili olamazken yiiksek dozlar1 etkili
oldu. HO-1 diizeyleri iizerine en etkili grubun LPC+MgB II oldugu tespit edildi. LPC+B I ile
LPC+B II gruplar arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi
(»<0.0001). LPC+B Il ile LPC+MgB I gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak
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anlamli bir fark tespit edildi (p<0.01). LPC+MgB I ile LPC+MgB Il grubu arasinda yapilan
kargilagtirmada istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p <0.0001).
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Sekil 3.8. Farkli Biyotin formlarinin HO-1 iizerine etkileri

Blotlama islemi en az 3 tekrar olarak yapilmistir Esit protein yiiklemesini saglamak igin
dahil edilen aktin ile Western blot analizi yapildi. Ortalama + standart hata olarak ifade edilen tiim
veriler, tek yonlii ANOVA ile ¢oklu karsilastirmalarda ise Tukey post hoc analizi kullanilmistir.
Gruplar arasindaki fark, ("+*&9%) farkli sembollerle gosterilmistir. Istatistiksel olarak gruplar arasi
anlamlilik ("**p<0.0001), Kontrol grubu; (*+*p<0.0001), LPC grubu; (**p<0.0001), LPC+B 1
grubu; (%4p<0.01, %%¢p<0.001), LPC+B II grubu; (***%P<0.0001), LPC+MgB 1 grubu ile
karsilastirildiginda istatiksel farkliliklar belirlenmistir.

Sicanlarda LPC ile olusturulan MS modelinde farkli Biyotin ve MgB takviyelerinin Sekil
3.9’da farkli biyotin formlarimin NF-«xB iizerine etkileri gosterilmistir. Kontrol grubuyla diger
gruplarin beyin NF-kB diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmus (p<0.05) ancak MgB II grubu
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Diger gruplar ile karsilastirildiginda en diisiik
beyin NF-«kB diizeyi MgB II grubunda oldugu tespit edilmistir. LPC ile diger gruplarin beyin NF-
kB diizeyleri arasinda anlaml1 bir fark bulunmustur (»<0.0001). Biyotin I grubuyla diger gruplarin
beyin NF-«B diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmustur (»p<0.001). Biyotin II grubuyla diger
gruplarin beyin NF-«xB diizeyleri arasinda anlaml1 bir fark bulunmus (p<0.001) ancak MgB I grubu
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). MgB I grubuyla diger gruplarin beyin NF-xB
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diizeyleri arasinda anlaml bir fark bulunmustur (p<0.05). MgB II grubuyla diger gruplarin beyin
NF-kB diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmus (p<0.001) ancak kontrol grubu ile arasinda

anlamli bir fark bulunamamustir (p>0.05).
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Sekil 3.9. Farkli Biyotin formlarinin NF-«B {izerine etkileri

Blotlama islemi en az 3 tekrar olarak yapilmigtir. Esit protein yiiklemesini saglamak i¢in
dahil edilen aktin ile Western blot analizi yapildi. Ortalama + standart hata olarak ifade edilen tiim
veriler, tek yonli ANOVA ile goklu karsilastirmalarda ise Tukey post hoc analizi kullanilmigtir.
Gruplar arasindaki fark, (“+*&9%) farkli sembollerle gosterilmistir. Istatistiksel olarak gruplar arasi
anlamlilik ("p<0.05, “*p<0.0001), Kontrol grubu; (*p<0.001, **p<0.0001), LPC grubu;
(" p<0.001, #*p<0.0001), LPC+B I grubu; (4¥4p<0.001), LPC+B II grubu ile karsilastirildiginda
istatiksel farkliliklar belirlenmistir.

LPC ile MS modeli olusturulan sicanlarda Biyotin ve MgB takviyesi Sekil 3.10°da farkli
biyotin formlarinin Bax {izerine etkileri gosterilmistir. Kontrol grubu ile diger gruplarin Bax
diizeyleri kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli fark tespit edilmesine ragmen LPC+MgB II
grubu arasinda fark yoktur. LPC grubu ile tedavi gruplar kiyas edildiginde istatiksel olarak anlaml
fark vardir. Tedavi gruplar1 arasinda doza bagli olarak LPC+B I ve LPC+B 1I arasinda fark yok
iken LPC+MgB I, LPC+MgB II arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir. Tedavi gruplar
arasinda en etkili cevap LPC+MgB II grubunda alinmustir.
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Sekil 3.10. Farkli Biyotin formlarinin Bax iizerine etkileri

Blotlama islemi en az 3 tekrar olarak yapilmistir Esit protein yiiklemesini saglamak igin
dahil edilen aktin ile Western blot analizi yapildi. Ortalama + standart hata olarak ifade edilen tiim
veriler, tek yonlii ANOVA ile ¢oklu karsilastirmalarda ise Tukey post hoc analizi kullanilmistir.
Gruplar arasindaki fark, ("+*&9%) farkli sembollerle gosterilmistir. Istatistiksel olarak gruplar arasi
anlamlilik ("p<0.001,""p<0.0001), Kontrol grubu; (***p<0.0001), LPC grubu; (*P<0.05,
##1<0.0001), LPC+B I grubu; (4%¢¢p<0.0001), LPC+B II grubu; (**p<0.001), LPC+MgB I grubu
ile karsilastirildiginda istatiksel farkliliklar belirlenmistir. Bax: Bcl-2-iligkili X proteini

LPC ile MS modeli olusturulan siganlarda Biyotin ve MgB takviyesi Sekil 3.11°de farkli
biyotin formlarmin Bcl-2 iizerine etkileri gosterilmistir. Kontrol grubu ile diger gruplarin Bcl-2
diizeyleri kiyaslandiginda diisiis tespit edilmistir. LPC grubu ile tedavi gruplan kiyas edildiginde
LPC+B 1 fark olmamasina ragmen sirasiyla LPC+B II (p<0.05), LPC+MgB 1 (p<0.0001),
LPC+MgB II (p<0.0001) gruplari arasinda fark vardir. LPC grubu tedavi gruplari iginde doza bagl
LPC+B 1 ve LPC+B II arasinda fark yokken LPC+MgB I, LPC+MgB II gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark vardir.
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Sekil 3.11. Farkli Biyotin formlarinin Bel-2 {izerine etkileri

Blotlama islemi en az 3 tekrar olarak yapilmistir Esit protein yiiklemesini saglamak igin
dahil edilen aktin ile Western blot analizi yapildi. Ortalama + standart hata olarak ifade edilen tiim
veriler, tek yonlii ANOVA ile ¢oklu karsilastirmalarda ise Tukey post hoc analizi kullanilmistir.
Gruplar arasindaki fark, ("+*&9%) farkli sembollerle gosterilmistir. Istatistiksel olarak gruplar arasi
anlamliik (**p<0.0001), Kontrol grubu; (*p<0.05, **p<0.0001), LPC grubu; (*p<0.01,
##1<0.0001), LPC+B I grubu; (¥4%4p<0.0001), LPC+B II grubu; (****p<0.0001), LPC+MgB I
grubu ile karsilastirildiginda istatiksel farkliliklar belirlenmistir. Bcl-2: B hiicreli lenfoma-2

LPC ile MS olusturulan si¢anlarda Biyotin ve MgB takviyesi Sekil 3.12’de farkli biyotin
formlarinin  kaspaz-3 iizerine etkileri gosterilmistir. Beyin dokusu Kaspaz-3 diizeyleri
incelendiginde gruplar arasinda 6nemli farkliliklar tespit edilmistir. LPC ile MS olusturulan
siganlarda beyin Kaspaz-3 diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek bulundu. Kaspaz-3 diizeyi LPC+B
I (p<0.0001), LPC+B II (»p<0.0001), LPC+MgB I (p<0.0001) ve LPC+MgB II'nin (p<0.0001),
uygulanmasindan sonra doza bagl olarak ve dnemli bir sekilde azalma gosterdi. LPC ile LPC+B I
grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p<0.0001).
LPC+B I ile LPC+B II grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edildi (p<0.0001). LPC+MgB I grubunun LPC+MgB II grubu arasinda yapilan
karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p<0.0001). Kaspaz-3 diizeyi
lizerine en etkili grubun LPC+MgB II oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.12. Farkli Biyotin formlarinin kaspaz-3 iizerine etkileri

Blotlama islemi en az 3 tekrar olarak yapilmstir Esit protein yiiklemesini saglamak icin
dahil edilen aktin ile Western blot analizi yapildi. Ortalama + standart hata olarak ifade edilen tiim
veriler, tek yonlii ANOVA ile ¢oklu karsilastirmalarda ise Tukey post hoc analizi kullanilmistir.
Gruplar arasindaki fark, ("+*&9%) farkli sembollerle gosterilmistir. Istatistiksel olarak gruplar arasi
anlamlilik (“p<0.01""p<0.0001), Kontrol grubu; (***p<0.0001), LPC grubu; (***p<0.0001),
LPC+B I grubu; (44%%5<0.0001), LPC+B II grubu; (¥%%*p<0.0001), LPC+MgB I grubu ile
karsilastirildiginda istatiksel farkliliklar belirlenmistir.

Asagidaki verilen Tablo 3.1°de hedef protein diizeyleri arasindaki iligki goriildiigii iizere
PI3K, Aktl, Nrf2, HO1 ve Bcl2 arasinda kuvvetli derecede pozitif yonlii korelasyon tespit edilirken
(»<0.01), bu proteinler ile Bax, NF-kB ve Kaspaz-3 arasinda ise kuvvetli derecede negatif yonlii
korelasyon tespit edilmistir (p<0.01). Benzer sekilde NF-xB, Bax ve kaspaz-3 arasinda da kuvvetli
derecede pozitif yonlii bir iligski oldugu belirlenmistir (p<0.01).
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Tablo 3.1. Hedef protein diizeyleri arasindaki iligki

Proteinler Aktl Nrf2 HO1 NF-xB Bax Bcl2 Kaspaz-3
PI3K 0.933" 0.905™ 0.936™ | -0.832" |-0.829" | 0.950" | -0.914™
Aktl 0.876" 0.883" | -0.712" | -0.693" | 0.939" | -0.813™
Nrf2 0.850 | -0.806™ | -0.782"" | 0.897" | -0.865"
HO1 -0.734" | -0.791" | 0.914™ | -0.822"
NFkB 0.881" | -0.741" | 0.902™
Bax -0.775" | 0.922™
Bcel2 -0.847"

Veriler pearson korelasyon katsayilarini (r) gdstermektedir.
** p<0.01

Diinya Saglik Orgiitii, éniimiizdeki 20 yila kadar temel olarak motor fonksiyonlar1 etkileyen
norodejerenatif hastaliklarin kansere yakalanma oranini1 gegerek kardiyovaskiiler hastaliklardan
sonra ikinci en yaygin 6lim nedeni olacagini tahmin ettiginden, nérodejerenatif hastaliklar i¢in
tedavi ihtiyaci hayati bir 6nem tagimaktadir [209]. MS, T hiicrelerinin MSS antijenlerini taniyarak
otoreaktif hale geldigi MSS’in otoimmiin inflamatuar bir hastaligidir [210]. Asirt néroenflamasyon;
aksonal kayba, sinyal iletim disfonksiyonuna ve ndrodejenerasyona neden olabilmektedir. Bu
durum MS dahil nérolojik hastaliklarin ¢ogunda ayirt edici 6zelliktir [211]. Hastaligin seyri tahmin
edilememekte ve baslangicindan zamanla ilerleyici hale gelen geri doniisiimlii ndrolojik defisitlerle
karakterizedir. MS igin net bir tedavi yontemi heniiz bulunamamis olmakla birlikte, hastaligin
semptomlarini ve ilerlemesini azaltmak igin halihazirda onaylanmis tedaviler bulunmaktadir.
Norodejeneratif hastaliklar tedavi edilemez ve hastalarin genel yasam kalitesini énemli Glglide
etkilemektedir. Kontrollii deneyler ile kabul gérmiis tedavi yontemleri ise cogunlukla semptomatik
ve hastaligin seyrini durdurma hususlarinda avantajlar gostermistir. Ne yazik ki, ndrodejenerasyon
sonucu olusan fiziksel hasari tamamen geri dondiirebilecek herhangi bir ila¢ tedavisi heniiz
bulunamamustir [212].

Magnezyum eksikligi, stres etkisine ve stres tarafindan iiretilen fizyolojik hasara karsi
duyarliligin artmasina neden olmaktadir. Stres sonucunda, hipotalamik-hipofiz-adrenal eksenini ve
sempatik sinir sistemini harekete gecirmektedir [213]. Mg, sinirsel iletimde kilit rol oynayan
kalsiyum ve potasyum iyonlarinin taginmasinda, kas kasilmasinda ve kalp ritminin korunmasinda
rol oynamaktadir. Ayrica Mg eksikligi bircok ndrolojik bozukluga sebep olmaktadir [214]. Mg,
bilissel fonksiyonlar déhil olmak {izere viicutta bir¢cok islevde yer almakta ve son yillarda Mg
eksikliginden dolayr migren, depresyon, epilepsi ve potansiyel olarak demans riski ile iligkili

oldugundan, Mg’ ye olan ilgi artmis [213, 214] ve hayvan demans modellerinde noéroprotektif
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etkiler gostermistir. Ancak magnezyumun ndrolojik hasarlar1 Onleyebilecegi mekanizmalar
belirsizligini korumaktadir [215-218].

Biyotin, miyelin onarimini ve sentezini artirmak icin asetil-CoA-, 3-metilkrotonil-CoA-,
propiyonil-CoA- ve piruvat karboksilazlar1 aktive edebilir ve nérodejenerasyonu onlemek igin
gerekli olabilecek ATP {iretimini artirabilir [219]. B7 vitamini olarak da bilinen biyotin, besinlerin
enerjiye metabolize edilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. MgB, D-Biyotin'den ¢ok daha fazla
¢cOzlinlir oldugu gosterilen yeni bir biyotin bilesigidir. Klinik 6ncesi yapilan farmakokinetik
calismasinda, MgB'nin zamanla kan dolagimina ve dokularda, 6zellikle ise beyinde iyi emildigini
gosterilmistir [97].

Bu calismada, ndrodejeneratif hastalik modellerinden olan multiple sklerozun deneysel
olarak olusturuldugu siganlarda farkli biyotin formlarinin beyin dokusunda miR-21, miR-107 ve
miR-122 relatif mikroRNA ekspresyon diizeyleri ile PI3K, AKT1, Nrf2, HO-1, NF-xB, Bax, Bcl-
2 ve Kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri iizerine olan etkileri arastirilmistir. Lizolesitin
uygulanarak olusturulan demiyelinizasyonun miR-21 diizeyinin, kontrol ve tedavi gruplarina gore
LPC grubunda belirgin bir sekilde artmasinin yani sira istatiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir
fark olugsmustur. miR-107 ve miR-122 de ise miR-21 in aksine kontrol ve tedavi gruplarina gore
LPC grubunda belirgin bir sekilde diiserken yine istatistiksel olarak gruplar arast anlamli farklar
oldugu gorilmiistiir. PI3K, AKT1, Nrf2, HO-1 ve Bcl-2 protein diizeylerinde kontrol ve tedavi
gruplarina gore LPC gruplarimin diizeyleri diiserken gruplar arasi farklilik doza bagli olarak
degismekte ve istatiksel farklar goriillmektedir. NF-xB, Bax ve Kaspaz-3 protein diizeylerinde ise
kontrol ve tedavi gruplarina kiyasla LPC grubuna protein seviyeleri artmistir. Gruplar arasinda ise
yine doza bagl olan farkli biyotin formlarinda farklilik gériiliirken istatiksel olarak anlamli oldugu
goriilmektedir. LPC araciligi ile demiyelinizasyon olusturulan in vitro MS modelindeki siganlarin
tedavi gruplarina takviye olarak verilen biyotin formlarindan 6zellikle yiiksek doz biyotin gruplari
dikkat ¢ekmektedir. Mg ile birlikte verilen yiiksek doz biyotin kombinasyonu ise demiyelinizasyon
hasarinin azalmasinda en etkili olarak goriiliir. Bunun yani sira yiiksek doz biyotin formunun tek
basina dahi yapmis oldugu olumlu etkinin géz ardi edilemez oldugu da goriilmektedir.

MiRNA!'lar, 6karyotik hiicrelerde protein ekspresyonunu diizenleyen kii¢iik kodlamayan
RNA’larin biiyiik bir smifidir [220]. Genetikte, miRNA’ lar gen ifadesinin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. DNA'dan transkripsiyonu yapilan ama proteine g¢evirisi yapilmayan
genler tarafindan kodlanan miRNA'lar, yaklasik olarak 21-23 niikleotit uzunlugunda tek iplikli
RNA molekiilii tiiriidiir, birgok organda 6nemli gorevleri bulundugu gibi beyinde de hayati diizeyde
modiilasyonu saglarmaktadir [221]. Son ¢aligmalar, periferik dolasimdaki miRNA'larin,
norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak {izere hastaliklarin degerlendirilmesi ig¢in Onemli
biyobelirtegler oldugunu ileri siirmektedir. Norodejeneratif hastalarda, spesifik miRNA'lar, kan ve

interstisyel sivilar gibi viicut sivilarinda farkli sekilde eksprese edilmektedir [222]. Endojen
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miRNA'lar, beyin ve diger organlarda birgok hastalikla dogrudan iligkisi olan kritik néroprotektif
islevler gergeklestirmektedir [222—224].

Norodejeneratif hastaliklar halk sagligi yonetimindeki onemi giderek artmaktadir ve
bunlarin ortaya ¢ikmasinda cevresel ve kalitsal faktorlerin gercek rolii hala belirsizligini
korumaktadir. MiRNA, diizenleyici ag1 onemli oOl¢iide etkileyebilir. MiRNA'larin karmasik
cesitliligi ve gen diizenleme kapasitesi, ¢cevresel durumlara yiiksek oranda uyarlanabilen néronlarin
islevsel olarak uzmanlagmasi gibi cok kompleks bir organ olan 6zellikle beyinde degerlidir. Ayrica,
miRNA'nn rolii, ¢evre tarafindan toksik ve mutajenik maddelere maruz kalmanin bir etkisi olarak
norolojik hastaliklarda gosterilmektedir [222].

MikroRNA'lar, noronal farklilasma, hayatta kalma ve aktivite i¢in ¢ok 6nemli olan gen
ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi diizenleyicileridir. MikroRNA biyogenezinin yasa baglh
diizensizligi, hiicresel strese karsi noronal kirllganligi arttirmakta ve norodejeneratif hastaliklarin
gelisimine ve ilerlemesine katkida bulunabilmektedir. Tiim major norodejeneratif bozukluklar,
koruyucu tedaviler i¢in potansiyel bir hedef olarak yaygin olarak kabul edilen oksidatif stres ile de
iligkilidir. Genellikle ayr diisiiniilse de, miRNA aglar1 ve oksidatif stres, nérodejeneratif siireglerde
ayrilmaz bir sekilde i¢ icedir [225]. MiRNA'lar, MS'de ortaya c¢ikan bagisiklik diizenlemesini
anlamamizda yeni bir perspektif saglamaktadir. Hiicre dist miRNA'larin rolii ve biyolojilerinin hala
tam olarak anlasilamamis olan biiyiileyici yonleri ¢ikmaya devam etmektedir. Yakin zamana kadar,
¢ogu calisma biyolojik sivilarda serbest yiizen hiicre dist miRNA'larin analizine odaklanmistir
[226].

Yapilan bir ¢aligmada MS hastalarinda miRNA'nin ekspresyon profili arastirilmis ve ¢ok
sayida farkli diizeylerde eksprese edilmis genler tanimlanmigtir. Manian ve arkadaslari (2021)
tarafindan, saglikli kontrollere kiyasla MS hastalarinda miR-21 ekspresyonunun yukari regule
seklinde diizenlendigine dair gii¢lii kanitlar bulunmustur. miR-21'in islevi nispeten iyi ¢alisilmig
olmasina ragmen, MS hastaliginin gelisimi ve ilerlemesindeki rolii belirsizligini korumaktadir [41].
Junker ve arkadaslar1 (2009), aktif MS lezyonlarinda en fazla yukar1 regiile edilen yirmi
miRNA'dan aralarinda miR-21 inde bulundugu sekiz miRNAnin Integrin ile iliskili protein olarak
bilinen CD47'yi hedefledigini tahmin etmektedirler [227]. MiR-21'in Travmatik Beyin Hasar1
(TBI) daki roliine iligkin bilimsel raporlar tartismalidir. Cesitli ¢aligmalar, miR-21'in hipokampal
seviyesinin TBI'dan 1-3 giin sonra arttigin1 gostermektedir [227-229]. Bu ¢alismanin sonuglarina
gore, TBI sonrast miR-21'in yiikselmesi, hipokampal ndronlarin morfolojisini degistirerek uzamsal
Ogrenme ve hafiza tutma tizerinde yikici bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. TBI ile de 6nemli
seviyede iligkilendirilen miRNA'lardan olan miR-21, beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde ve
hiicre dis1 eksozomlarda miR-21 yukar regiile edilmektedir. Harrison ve arkadaslar1 (2016) miR-
21, apoptozu baskilarken BBB onarimini ve anjiyogenezi destekledigi ve mikroglia iizerinde anti-

inflamatuar etkisi gosterdigi i¢in TBI'da koruyucu olarak kabul etmektedirler [230]. Chatterjee ve
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arkadaglart (2016) calistiklar1 Alzheimer modelinde, miR-21, STAT3'lin ekspresyonunu ve
aktivasyonunu azaltarak potansiyel olarak NF-xB aktivasyonunu modiile
edebilmektedir. Sonuglarda, amiloid B (AP) nin hipokampal ve kortikal ndronlarda miR-21
seviyesini azalttigini gostermislerdir [231]. MS hastalarinda miR-21 ve baz1t miRNA'larin diizensiz
oldugu gosterilmistir. Deneysel MS modeli olusturulan hayvanlarin hem periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde (PBMC'ler) hem de beyin beyaz cevher lezyonlarinda miR-21’i up regiile ettigi
goriilmekte iken RRMS hastalarinin periferik kan 6rneklerinden alinan B hiicrelerinde miR-107
onemli Olciide agagi regiile etmistir [232]. RRMS hastalarinin serumdan izole edilen eksozomlarda
ise miR-122 6nemli 6l¢ilide asag1 regiile etmistir [233].

Bu c¢alismada ise yapilan diger c¢alismalarin dogrultusunda LPC ile demiyelinizasyon
olusturulan grupta yukari regiile olan miR-21’in biyotin ve MgB gruplarinda asag1 regiile oldugu
ve elde edilen sonuglar, benzer ¢calismalarin dogrultusunda oldugu goriilmiistiir.

Gen ekspresyonunun miRNA aracili regiilasyonu, tiim genlerin %40-60'mmin dogrudan
miRNA tarafindan hedeflenmesiyle artik iyi bir sekilde olusturulmustur [234-236]. MiR-107
ekspresyonunun, Oksijen-Glikoz Yoksunlugu/Reoksijenasyon (OGD/R) ile indiiklenen PC12
hiicrelerinde asag1 regiile iken, iskemik inme durumunun model alindigi ¢alismada OGD/R ile
tedavi edilen PC12 hiicrelerinde dogrulanan orta serebral arter okliizyonu (MCAO) olan siganlarda
yukari regiile oldugu ortaya konmustur [201]. Yapilan bagka bir ¢alismada kontrollere kiyasla MS
hastalarinin kan hiicrelerinde miR-107'nin agag1 regiilasyonu saptanmustir [237]. Ayrica miR-107,
Alzheimer hastaliginin ilerlemesinin erken donemlerinde insanlarda gegici kortikal gri maddesinde
ekspresyon diizeyinin azaldigi gosterilen bir mikroRNA'dir. Bunun yani sira miR-107 ifadesi,
Alzheimer hastaligi ilerledik¢e diger miRNA'lara gore daha diisiik olma egilimindedir [238]. Wang
ve arkadaglar1 (2010) tarafindan yapilan norodejeneratif hastalik modeli olan bir fare modelinde
miR-107'nin asag1 regiile oldugu gosterilmislerdir [239]. Spesifik bir miRNA, hastaligin ¢ok erken
donemlerinde baslayan Alzheimer hastaliginda miR-107 asag regiile olarak goriilmektedir [240].
Yapilan bir¢ok calismay1 destekleyen bu arastirmada ise ndrodejeneratif hastalik modeli olarak,
LPC ile demiyelinizasyon olusturulan grupta miR-107 asag regiile oldugu goriilmektedir. Tedavi
gruplar olarak calisilan biyotin ve MgB gruplarinda ise olan miR-107’nin yukar: regiile oldugu
goriilmektedir.

Norodejeneratif hastaliklardan biri olan Huntington hastali§i, hayvan deneme modeli
incelemesinde bir¢ok mikroRNA'nmin striatum ve serebral kortekste ekspresyon seviyelerini
degistirdigi ve miR-122 nin de aralarinda bulundugu miRNA’ larin asag1 regile oldugu
gorlilmiistiir [206]. Tekrarlayan-diizelten MS RRMS hastalarinda ve kontrol serum 6rneklerinde
onemli dlctide farkli sekilde eksprese edilen 4 miRNA dan birisi de miR-122 dir. Ayrica RRMS'de
niiks sirasinda énemli 6l¢lide azalmistir. Bu miRNA'lar, beyin manyetik rezonans goriintiilemede

gadolinyum gelistirmesi olan hastalarda da azalmigtir [241]. BcI2L11, CCNG1 ve CDKN2A gibi
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hiicre dongiisliniin durmasint ve apoptozu diizenleyen genleri hedefleyen miR-122 gibi bazi
miRNA'larin asagi regiilasyonuna neden oldugunu gosterilmektedir [242]. Sicanlarda MCAO'dan
sonra miR-122'nin kanda azaldigini dogrulanmigtir [243]. Akut iskemik inme hastalarinin kan
hiicrelerinde de miR-122 seviyesinde bir diisiis tespit edilmistir [244]. Bu calismada da
norodejeneratif hastalik modelinde, LPC ile demiyelinizasyonun olusturuldugu grupta miR-122’
nin agag1 regiile olmasina kars1 biyotin ve MgB ile tedavi edilen gruplarda ise miR-107 nin yukar1
regiile olarak tedaviye tepki verdigi goriilmektedir.

Magnezyum, oksidatif fosforilasyon, glikoliz, hiicresel solunum, protein sentezi ve insiilin
metabolizmas1 dahil olmak tizere cesitli hiicresel siiregler icin gerekli olan temel bir
mikromineraldir. Mg tedavisinden sonraki genler, MgO ve MgPic'in a-amino-3-hidroksi-5-metil-
4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) tipi glutamat reseptoriiniin modiilasyonu ve PI3K-Akt-GSK-
3B sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla bilissel islevi iyilestirebilecegini gosterir [245]. Su ve
arkadaslar1 (2013) MgSO4'iin giiclii anti-enflamasyon etkilerini dogrulamaktadir. MgSO4'tin giicli
anti-enflamasyon etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin, PI3K/Akt aktivitesini arttirmasi ve
bunun sonucunda NF-kB aktivasyonunun ve inflamatuar mediatorlerin iiretiminde azalma
gostermektedir [246].

PI3K, hiicre i¢i kaskadin sinyalizasyonundan ve diizenlenmesinden sorumlu ¢ok yonlii bir
enzimdir [247]. PI3K sinyalinin 6zellikle beyindeki rolii, yaslanma siirecinde, uzamsal hafizada,
hiicrenin sinaptik plastisitesinde ve yetiskin néronal progenitoriiniin ¢ogalmasinda dnemli etkiye
sahiptir [248]. PI3K sinyalinin aktivasyonu, iskemik inme {izerinde koruyucu rol gosterirken,
baskilama iskemik hasarini kotiilestirebilir [249]. PI3K/Akt yolagi ve NF-kB, kanser, MS, romatoid
artrit, diyabet, anemi, inflamatuar bagirsak, Crohn ve Alzheimer hastalig1 gibi ¢esitli patolojik
durumlara yol agmaktadir [250]. PI3K/Akt sinyal yolu, memeli hiicrelerinde hiicre biiyiimesini,
gociinii, cogalmasini ve metabolizmasini kontrol eden énemli bir diigiimdiir. Son on yilda, bir dizi
caligma, diizenleyici T hiicresi gelisimi, iglevi ve stabilitesinde PI3K/Akt yolunun énemli bir rol
oynadigint gostermistir [251]. PI3K/Akt sinyal yolu araciligryla otofajiyi diizenleyebilecegini,
boylece neonatal hipoksik-iskemik beyin hasar1 (HIBD)'nin neden oldugu apoptozu
azaltabilecegini ve yenidogan HIBD'si iizerinde noroprotektif etkiler uygulayabilecegini
gostermektedir [252]. PI3K/Akt/Nrf2/HO-1 sinyal yolu yoluyla TBI sonrasi yaralanmanin
ilerlemesini inhibe etmistir [253]. PI3K/Akt yolu, hiicresel biiylime, inflamatuar yanitlar, hayatta
kalma yanlis1 sinyallesme ve hiicre proliferasyonunun diizenleyicisidir [254]. PI3K/Akt,
noroprotektif etkilere aracilik eden iyi bilinen ve énemli bir sinyal yoludur [254]. PI3K/Akt ile
GSK3p etkilesiminin, antioksidan enzim HO-1 aktive ettigi i¢in koruyucu bir etkiye sahip oldugunu
gostermistir [255]. PI3K, Akt'yi fosforile eder ve ardindan apoptoz belirtegleri gibi hedeflerinin
yardimiyla nérodejenerasyon hizini yavaglatir [256]. Bu calismada ise diger calismalarin

dogrultusunda nodrodejeneratif hastalik modelinde, LPC ile demiyelinizasyonun olusturuldugu
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grupta PI3K ve Akt seviyelerinin 6nemli oranda azalmasina karsin, farkli biyotin ve MgB dozlar
ile tedavi edilen gruplarda ise PI3K ile Akt’nin anlamli olarak arttig1 goriilmektedir.

Cok islevli bir hiicre i¢i transkripsiyon faktorii olan Nrf-2, serbest radikallere ve oksidatif
strese kars1 hiicre i¢i savunma sisteminin 6nemli bir par¢asidir. Nrf-2'nin aktivasyonu, inflamatuar
mediatdrlere ve detoksifiye edici faktorlere karg1 dnemli rol oynayip, bununla birlikte antiapoptotik
proteinleri aktive ederek, noroproteksiyonda 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir [257].
Birka¢ ¢aligma, Nrf-2 aktivasyonunun ¢esitli genleri, 6zellikle oksidatif stres, inflamasyon ve
apoptoza kars1 koruma saglayan ve norodejenerasyona karsi ¢ok dnemli bir rol oynayan HO-1'i
hedefledigini gostermistir [258]. MgPic takviyesi, Nrf2’nin aktivasyonunu ve ekspresyonunu
arttirmig bunun sebebi ise Mg un antioksidan etkisinden kaynaklandig1 diistinilmektedir [259].
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimindeki bir dengesizlik ve ortadan kaldirilmas1 gereksinimi,
niikleer Nrf-2 ve HO-1 ile diizenlenmesi gereken ve zayiflamis bir immiin savunma
mekanizmasimia yol agan oksidatif strese neden olmakta bdylece antioksidan enzimleri
azalmaktadir [260]. Nrf-2 ve NF-xB, hiicresel redoks reaksiyonlarinin ince dengesini ve
iltihaplanma ve oksidatif strese verilen yanitlar1 diizenleyen kilit yollardir [254]. Enflamasyon ve
oksidatif stresin MS doku hasarmi destekledigi diisiiniilmektedir [261]. Norodejeneratif
hastaliklarda Nrf2 aktivasyonu ve niikleer translokasyonu azaltmaktadir [262]. Nrf2 sinyal yolu,
antioksidan genlerin yukar regiilasyonunu, mikroglia aracili inflamasyonun inhibisyonunu ve
norodejeneratif hastaliklarda mitokondriyal fonksiyonu iyilestirdigini gostermistir [263]. Nrf2
seviyesinin Alzheimer hastalarinda azaldigi gézlemlenmistir [264]. Nrf2 eksikligi ile Alzheimer
hastalar1 arasinda 6nemli bir negatif korelasyon oldugunu 6ne siiriilmektedir [265]. Norodejeneratif
bozukluklarda, mikroglial hiicreler aktive olur, bu da proinflamatuar sitokinlerin salinmasina ve
ROS ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) {iretimine yol agar [266]. Oksidatif hasar ve
ndroinflamasyon, Alzheimer ve Parkison hastalig1 gibi nérodejerenatif hastaliklarin patogenezinde
anahtar diizenleyicilerdir. Bu nedenle, bu oksidatif stresi ve iltihabi 6nlemenin bir yolu, néronal
hiicrelerdeki endojen koruma sistemini yukari regiile etmektir [263]. Omega-3 ¢oklu doymamis
yag asidi olan Alfa-Linolenik asit (ALA) oral uygulamasi sonrasinda Kadmiyum (Cd) kaynakl
fare beyninin korteksinde oksidatif stres, noroinflamasyon, ndronal apoptoz artigi ve
norodejenerasyona karsi noroprotektif etkisinin arastirildigt bir calismada ALA'min etkili bir
antioksidan oldugu ve antioksidan protein ekspresyon seviyesini Nrf-2/HO-1 sinyal diizenlemesi
aracilifryla noroinflamasyonu ve norodejenerasyonu daha da azaltan Nrf2/HO-1 ekspresyon
seviyesini artirarak Cd kaynakli ndrotoksisiteye karsi savunabilen bir antienflamatuar ajan oldugu
gosterilmistir [267]. Kadmiyum’un yiiksek oksidatif stres ve ndrodejenerasyondan sorumlu
oldugunu bildirmistir. Nrf-2, ROS'a kars1 koruyucu bir rol oynar ve ayrica fare beynindeki serbest
radikalleri detoksifiye ettigi bilinmektedir. Nrf-2, oksidatif stres ve ndrodejenerasyona karsi

koruyucu rolii olan HO-1'in ekspresyonunu diizenlemektedir [267]. Khan ve arkadaglar1 (2019)
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tarafindan yapilan c¢alisgmada Cd'nin Nrf-2 ve HO-1 ekspresyonu {izerindeki -etkilerini
degerlendirmek igin, ekspresyonlarinin yetigkin fare beyninde Cd tarafindan 6nemli 6l¢iide asagi
regiile edildigini ve Cd + kafein i¢inde 6nemli Olciide yukar1 regiile edildigini gostermislerdir
[268]. Khan ve arkadaslar1 (2021) tarafindan yapilan ¢aligmada 17f-estradiol (E2), deri altindan
(10 mg/kg) glutamat ile birlikte enjekte edildiginde, Nrf2 protein ekspresyonunu ve HO-1
ekspresyonunu ve immiinoreaktivitesini onemli ol¢iide yukari regiile ettigini bildirmislerdir [269].

HO-1, oksidatif hasara kars1 hiicresel savunmanin ilk sirasi olarak kabul edilen i¢sel bir
antioksidan enzimdir [270]. Mikrogliadan salinan nitrik oksit (NO), inflamatuar bir aracidir ve agir1
iiretimi, inflamasyonun yani sira ndrotoksisiteyi de indiiklemektedir. Anti-oksidan enzim HO-1
anti-inflamatuar etkiler gosterdigi bilinmektedir [271]. HO-1, cesitli yaralanma ve hastalik
modellerinde hiicresel ve doku korumasi saglayan, indiiklenebilir, diisiik molekiiler agirlikli bir
stres proteinidir. HO-1'in iskemi kaynakl1 yukari regiilasyonu, kritik perfiizyon fleplerini apoptotik
hiicre 6liimii ve doku nekrozundan korumak i¢in hayati 6neme sahiptir [272].

Bir pleiotropik transkripsiyon faktorii olan NF-«B, inflamatuar yanitla iliskili farkli genleri
diizenler ve proinflamatuar mediatdrlerin artan salinimi ile sonuglanan birkag hiicresel yolu uyarir.
Astrositlerde ve mikroglialarda Cd ile indiiklenen NF-kB asir1 ekspresyonunun, inflamatuar
mediatdrlerin ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir [273-276]. Noroinflamasyonun ndronal ve
glial hiicre fonksiyonu iizerinde hem zararli hem de faydali etkileri olabilecegi ve NF-kB’ nin bu
stirecin kontroliinde belirleyici bir role sahip oldugu gosterilmistir [277]. NF-xB, inflamasyon dahil
olmak iizere ¢ok sayida normal hiicresel islemin kontroliinde gorev alan ¢esitli transkripsiyon
faktorlerine ithafen bulunan genel bir terimdir [278]. Geng disi SJL/J farelerine miyelin bazik
protein (MBP) spesifik T hiicrelerinin adaptif transferi, deneysel otoimmiin EAE, tekrarlayan-
diizelten (RR) formunda, SJA6017'ye maruz kalan MBP'ye 6zgii T hiicrelerini alan RR-EAE
farelerinin omuriliklerinde NF-kB seviyesinin azaldigr goriilmiistir [279]. Cd kaynakli
norotoksisite ¢alismasinda, fare beyninin korteksinde NF-«kB ekspresyon seviyesini belirgin sekilde
arttirdigint gostermistir [267]. Khan ve arkadaslar1 (2019) kafeinin NF-xB yoluyla Cd kaynakli
enflamatuar sitokin salinimini azalttig1 ve boylece fare beynini Cd kaynakli nérodejenerasyona
karsi korudugunu savunmuslardir [268]. Bu calismada ise yapilan c¢alismalarin dogrultusunda
demiyelinizasyon gruplarinda Nrf2 ve HO-1 protein ekspresyon diizeylerinde diisme NF-«xB
protein ekspresyon diizeyinde ise yilikselme goriiliir iken tedavi gruplari olan fakli doz biyotin ve
MgB gruplarinda Nrf2 ve HO-1 protein ekspresyon diizeylerinde yukari regiile NF-xB protein
ekspresyon diizeyinde ise asagi regiile olarak demiyelinizasyon hasarinda azalmanin oldugu
sOylenebilir.

Bcl-2 ailesi iiyeleri, noronal hiicre 6liimiiniin kontroliinde anahtar bir rol oynar [280].

Apoptoz sirasinda, Bax sitozolden mitokondriye yer degistirir, bu da mitokondriyal bagimli
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apoptozu aktive eder, ardindan sitokrom-c salinimi, mitokondriyal disfonksiyon ve sonugta hiicre
Olimiine yol agan kaspaz aktivasyonu gelmektedir [281].

Bir otofaji inhibitorii olan 3-MA ve bir otofaji indiikleyicisi olan rapamisinin kullanildig
caligmada, sirasiyla otofajiyi bastirmak ve indiiklemek i¢in kullanilmistir. Calismada rapamisinin
neden oldugu otofajinin inflamasyonu, demiyelinizasyonu ve ndronal hasar1 iyilestirebilecegini ve
ayrica EAE farelerinde klinik skoru iyilestirebilecegi bulmustur. Ek olarak, rapamisin kaynakli
otofaji, Bax/Bcl-2 oranmi azaltarak ve bdoliinmiis kaspaz-3'li etkisiz hale getirerek hiicre
apoptozunu baskilamistir [282]. Apoptoz, MS [283] ve kronik dngoriilemeyen hafif stres [284,
285] dahil olmak tizere farkli depresif hayvan modellerinde bulunmaktadir ve tadalafil, dentat
girusta hiicrelerindeki apoptozu inhibe ederek depresif benzeri davranmisi hafifletmistir [286].
Apoptotik protein belirteglerinin  aktivasyonu, ndéroinflamasyonun gelismesinden sonra
norodejenerasyonun ilerlemesinden esas olarak sorumludur [268]. Kadmiyum’un fare beyninde
kaspaz-3 ve Bax gibi noronal apoptotik ile iligkili protein belirteglerini kalici olarak aktive ettigi
gosterilmistir [287]. Fare beyninde Cd'nin Bax, kaspaz-3 ekspresyon seviyesini arttirdigini ve Bcl-
2 proteini gibi bir anti-apoptotik proteini azalttifini gostermistir [267]. Yapilan bir ¢alismada
kafeinin Cd kaynakl1 apoptotik hiicre 6liimiine kars1 olasi koruyucu etkilerini arastirmak icin fare
beyninde Bax ve kaspaz-3 ekspresyonunu, tuzlu su ile tedavi edilen kontrol grubuna kiyasla Cd ile
tedavi edilen grupta ikisin de ekspresyonu artirmistir [268]. Wei ve arkadaglart (2019) tarafindan
yapilan Ekinakozid’ in antioksidan kapasitesi artirilarak yeni dogan siganlarda hipoksik-iskemik
beyin hasan etkisine bakildig1 bir ¢alismada Bax ve Kaspaz-3 protein ekspresyonu hipoksik-
iskemik gruplarinda artarken Bcl-2 protein ekspresyonu ise azalmaktadir [288].

Bcl-2/Bax araciligiyla Oliim sinyallerini entegre ederek ndrodejeneratif hastaliklarda
ndronal apoptozda dnemli bir rol oynar ve Sitokrom C salinimi yoluyla kaspazlar1 koordine eder.
Bcl-2, proapoptotik protein Bax'in sitozolden mitokondriye translokasyonunu modiile eder.
Mitokondriyal membran gegirgenligini arttirdig1 ve pro-kaspaz aktivasyonunu destekleyen Cyt C'yi
serbest birakarak membrandan salimimini destekler. Aktive edilmis kaspaz-9, prokaspaz-3'ii aktif
formuna ay1rir ve bu da hiicre apoptozunu indiikler [289]. Kaspaz-3, aktivasyon sirasinda apoptotik
sinyale bagli olarak 20 veya 18 kDa'lik biiyiik bir alt birime ve 12 kDa'lik kii¢iik bir alt birime
boliinen 32 kDa'lik bir 6n form olarak sentezlenmektedir [290]. Magnezyum siilfatin (MgSQOs)
preeklampsi (PE) sicanlarda kraniyal sinirleri iizerindeki koruyucu etkisinin yapildigi bir
caligmada, beyin dokularinda noéronal apoptozu MgSO4'lin etkili bir sekilde azaltabilecegini
gosterdi, MgSO4'in Bax protein ekspresyonunu Onemli Olc¢lide azaltabilecegini ve Bcl-2
ekspresyonunu artirabilecegini gdstermistir [291]. Magnezyum Izoglisirizinat (MI)'in hepatik
ensefalopati tizerine etkisi Epirubisin indiiklemesi, Nrf2 ve HO-1 protein ifadelerini belirgin
sekilde diiserken NF-«B yiikselmistir. MI ile tedavisinde Nrf2 ve HO-1 yukari regiile NF-xB ise

asagl regiile oldugu gorilmistir. MI'nin apoptozla iligkili proteinlerindeki ekspresyon seviyeleri
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iizerindeki etkisi ise Bax ve kaspaz-3 protein ifadeleri asagi regiile olurken Bcl-2 protein
ekspresyonunda yukari regiile oldugu goriilmektedir [292]. Magnezyum Siilfat (MgSQ.) tedavisi
karbon monoksit (CO) zehirlenmesi sonrasi beyin dokularinda apoptotik bir indeks olan Bax/Bcl2
oranint azalttigini gosterilmigtir [293]. Bu c¢aligmada ise apoptozla iligkili proteinlerindeki
ekspresyon diizeylerinde yapilan ¢aligmalarin dogrultusunda tutarli bir sekilde demiyelinizasyon
gruplarinda Bax ve Kaspaz-3 protein ekspresyon diizeylerinde 6nemli bir artisin oldugu goriiliirken
Bcl-2 protein ekspresyon diizeyinde ise onemli derecede azalma goriilmektedir. Buna karsin tedavi
gruplarinda ise fakli doz biyotin ve MgB, Bax ve Kaspaz-3 protein ekspresyon diizeylerinin asagi
regiile oldugu goriiliirken Bcl-2 protein ekspresyon diizeyinde ise yukari regiile olarak

demiyelinizasyon sonucu apoptotik hasarda azalmanin oldugu sdylenebilir.
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4. SONUCLAR

Sicanlarda LPC’nin neden oldugu demiyelizasyona karsi biyotin formlarimin etkilerini
inceleyen daha Once yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, mevcut ¢aligmada,
siganlarda LPC ile indiiklenmis MS modelinde farkli biyotin formlarinin etkilerini inceledik. Farkli
biyotin formlarmin 6zellikle de yliksek doz MgB’nin, miR-21, miR-107 ve miR-122 relatif
mikroRNA ekspresyonlar1 ile PI3K-Akt yolaklarini, apoptotik (Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3) ve
proinflamatuar faktorlerin (NF-xB, Nrf2, HO-1) ekspresyon diizeylerini modiile edebilecegi
sonucuna varilmistir. Biyotin ve MgB'nin MS modeli iizerindeki etkileri hakkinda daha fazla

caligmaya ihtiyag vardir.



ONERILER

Multiple skleroz genellikle yetiskinlerin is hayatina baglama yillarinda ortaya ¢ikmaktadir
ve bireylerin biitiin hayati boyunca yasam kalitelerini olumsuz etkilemesinin yani sira kisi ve
iilkelerine biiyiik oranda maddi olarak ciddi kayiplara sebep olan bir hastaliktir. Mevcut tedavilerin
bu hastalig1 tamamen iyilestiremediginden dolay1 ekonomik olarakda tedavi maliyetleri her gegen
y1l katlanarak artmaktadir. Bu nedenle MS hastaliginin olusumunun heniiz kesin olarak
aydinlatilamamasi oOzellikle tedavi amagli bilimsel arastirmalari da olumsuz etkilemektedir.
Multiple skleroz hastaliginin tani kriterlerinin gelistirilmesi erken tedaviler i¢in elzem bir
durumdur. Bu ylizden MS ile ilgili daha fazla bilimsel ¢aligmalarin yapilmas: gerekmektedir.
Yapilan bu ¢alismada farkli biyotin formlarinin sentezlemesi sonucunda elde edilen sonuglar
1s1¢inda daha farkli yeni sentez driinlerinin g¢alisilmasi MS tedavisinde etkili olacagina

inanilmaktadir.
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1.

KOSGEB: AR-GE, Inovasyon Destek Programi; Lipopolisakkaritle Indiiklenen Septik
Sok Modelinde Yeni Bir Uriin Gelistirilmesi- Proje No: 689564 Arastirmaci bursiyer
KOSGEB: Inovasyon Destek Programi; Yeni bir fonksiyonel yumurta: likopenli
yumurta. Proje No: 195363 Arastirmact bursiyer

KOSGEB: Inovasyon Destek Programu; tavuklarda kemik sagligi ve yumurta kabuk
kalitesi koruyucusu: ASI-MIX Proje: 145570 Arastirmaci bursiyer

KOSGEB: Inovasyon Destek Programi; Yeni Bir Magnezyum Formunun Beslemede
Kullanim Imkanmin Arastirilmasi. Proje No: 406179 Arastirmaci bursiyer

TUBITAK 1001: Insan Ovaryum Kanseri igin Preklinik Bir Model Olan Yumurta
Tavuklarinda Rasyona Katilan Kurkuminin Molekiiler Mekanizmasi. Proje No: 1130622
Aragtirmaci bursiyer



