T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

DIMETIL FUMARAT’IN MiKROGLIAL
HUCRELERDE NLRP3 INFLAMAZOM
AKTIVASYONU UZERINE ETKISI

Bora TASTAN

TEMEL SINIRBILIMLER
YUKSEK LISANS TEZI

[ZMIiR-2018

TEZ KODU: DEU.HSI.MSc-2016970083



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

DIMETIL FUMARAT’IN MiKROGLIAL
HUCRELERDE NLRP3 INFLAMAZOM
AKTIVASYONU UZERINE ETKISI

TEMEL SINIRBILIMLER
YUKSEK LISANS TEZI

Bora TASTAN

Danisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Sermin GENC

Bu arastirma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan
2157473 proje numarastyla desteklenmistir.

TEZ KODU: DEU.HSI.MSc-2016970083



Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Sinirbilimler Anabilim Dali, Temel
Sinirbilimler Yiiksek Lisans programi 6grencisi Bora TASTAN’in ‘DIMETIL
FUMARAT’IN MIKROGLIAL HUCRELERDE NLRP3 INFLAMAZOM

AKTIVASYONU UZERINE ETKISI’ konulu Yiiksek Lisans tezini 09/01/2018 tarihinde

basarilt olarak tamamlamigtir,

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

'

YE
Prof. Dr.\Jmar Akan Volkan Seyrantepe
DEU Tip Fak. Tibbi Biyokimya AD. IY[E Feh Fak. Mol. Biy. ve Gen. Bol.
YEDEK UYE YEDEK UYE
Prof, Dr. Gérsev Yener Yar. Dog. Dr. Cigdem Tosun

DEU Tip Fak. Néroloji AD. [YTE Fen Fak. Mol. Biy. ve Gen. Bél.



ICINDEKILER

ICINDEKILER ..........coooioiieeeeeee ettt ettt ettt i
TABLO DIZINI ..ot iv
Y 08 CQ I 0 0 /2 01 PO v
KISALTMALAR ...ttt bbbt bt bt et e nn e be et Vi
TESEKKUR .......oooioiieeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt erenas viii
OZET. ..ot 1
N = 1 T I ¥ PSP 2
1. GIRIS VE AMAC ...ttt en sttt sn st 3
2. GENEL BILGILER...........ccoooiiiiiiiiiiisierene s 4
2. L IMIKIOGIIA ..t 4
2.1.1. Mikroglia Tarihgesi ve KOKeNI........cveiviiiiiiiiiiiiiiccc e 4
2.1.2. MiKroglia FENOLIPIEIT........cveiieieicc et 5
2.1.3. Mikroglia FONKSTYONIart........c.coouiiiiiiiiiiie e 5
2.1.4. Norodejeneratif Hastaliklarda MiKroglia............ccovveriiiiiieiiiiine e 7
2.2, INTlAMAZOML. ..ottt ettt ettt en ettt ea et 8
2.2.1. Inflamazom AKEIVASYONU .........ccoveveviieeeeieeeieieeeeeseeeee s e 8
2.2.2. Inflamazom AKHVAOIIETT ..........ccviveverieieceeiete et 8
2.2.3. Inflamazom Fonksiyonlari ve Bagisiklik Sistemine Katkist...........c.cccocvevvanan 10
2.2.4. Mikrogliada INflamazom ..............cceeuriiirereriiiicceieeee s 11
2.3.Dimetil Fumarat (CeH8gOa) ...cvoviuiiiiieiiieiieice e 12
2.3.1. GENEI BIIGIIET ..o 12
2.3.2. Farmakolojik OZellKIETL.............cceveviiiirerereiiieceeieiesee e 12
2.3.3. Multipl Skleroz Hastaliginda Dimetil Fumarat ............cccccooeiiiniiiiiiciicicnee, 13
2.3.4. Dimetil Fumarat ve Inflamasyon .............ccccoueueiieiiicreiiece e, 14
2.3.5. Dimetil Fumarat ve Inflamazom..............cccceeveieiruiveriiieeieiee e 15
3. GEREC VE YONTEM..........coooiitiiieeeeeeeeee ettt en st ss st sen st 16
3.1 AragtirmManIn TAPI ..eveeeeiieiieiesee e 16
3.2, Arastirmanin Yeri V€& ZaMANT........cueeiueriureiueesieeasieesieeasieesseesssesssessssesssssssesssesnsenns 16
3.3, CaltSMa MAterYall ....coiuviiiiiiiiieiie ettt 16



3.4. Calismanin DeZISKENIETT .......uueiuiiiiiiiiiiiieiie e 16

3.5.Veri Toplama Araglart .......cccccviiiiiiiiiiiiicic e 16
3.5.1. HUCTE KUITIT ..ovvevvveveeieie ettt 16
3.5.2. INVItFO DENEYIET .......i et 17
3.5.2.1.  Laktat Dehidrogenaz (LDH) ve CCK-8 Testi i¢in in vitro Deney.............. 17
3.5.2.2. ELISA Yéntemiyle IL-1beta ve IL-18 Sitokinlerinin Analizi Igin in vitro
Deney 18

3.5.2.3. Inflamazom Iliskili Sitokinler (IL-lbeta ve IL-18) ve NLRP3 mRNA
Diizeyinin Belirlenmesi Igin in VItro DENEY ..........cccovueviieveriiecieiieeeeice s 19
3.5.2.4. Immiinoblot Yé&ntemiyle Kaspaz-1, NALP3 ve IL-lbeta Protein

Diizeylerinin Analizi I¢in in VItro DENEY .......ccccccoveeceeieinieccie et 20
3.5.25. Kaspaz Aktivite Testi I¢in in VIitro DENEY.........ccocovvvvvvvevreeeeeeeeseeeea, 21

3.5.2.6.  Piroptotik Oliimiin Mikroglia Hiicrelerinde Gésterimi I¢in in vitro Deney 22
3.5.2.7.  Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Belirlenmesi igin in vitro Deney.23
3.5.2.8.  Mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirlerini Immiinflorasan Boyamayla
Belirlenmesi I¢in iN VItr0 DENEY.........ccvcuvvieeeeieeeesiese e s s, 24
3.5.2.9. Mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirlerini Belirlenmesi i¢in in vitro Deney 25

3.5.3. Laktat Dehidrogenaz (LDH) TeSti......ccccuuieiierierieienic e 26
3.5.4, CCK-8 TESI....eieeiiiiiieeieeste et 27
3.5.5. ELISA Yontemiyle IL-1beta ve IL-18 Sitokinlerinin Analizi............c.cccevnene. 27
3.5.6. Inflamazom 1liskili Sitokinlerin (IL-1beta ve IL-18) ve NLRP3 icin mRNA
Diizeyinin BelIrlenmMeSs1 ........ccoviiiiiiiiiiicic s 28
3.5.6.1.  RNA IZOIaSYONU.......ceveviiieiriieieiiiecteie et 28
3.5.6.2.  CDINA SENLEZI.....ccuiiiiiiiiciiiieiise e 29
3.5.6.3.  RT-PCR ANANZI ..c.ooviiiiiiiiiiie s 29
3.5.7. Immiinoblot Yontemiyle Kaspaz-1, NALP3 ve IL-1beta Proteinlerinin Analizi
30
3.5.8. Kaspaz-1 AKEIVITE TSt ...ccuvciieiiiciie ittt 31
3.5.9. Piroptotik Oliimiin Mikroglia Hiicrelerinde GOSterimi ...............cceveverrirevennne, 31

3.5.10.  Mitokondriyal Membran Potansiyelinin JC-1 Boyama ile Belirlenmesi .... 32
3.5.11.  Mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirlerini MitoSOX Boya ile Belirlenmesi 32



O N o O

3.5.12.  Mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirlerini immunhistokimyasal Boyamayla

BelITTENMEST ... 32
3.6. Arastirma Plani ve TaKVIMI: ......ccoceiiiiiiiic e 33
3.7. Verilerin Degerlendirilmesi: ........ccovvviiiiiiiiiiiiiie e 33
3.8. Arastirmanin SInIrltliKIar: ......ooeiiiiii e 33
3.9. Etik KUTUL ONAYIL: ..ooviiiiiiiiici s 34
SONUGLAR ...ttt ettt ettt e nte e e sbe e b 35
4.1. DMF’nin Efektif Dozunun Belirlenmesi...........ccccooiiiiiiincnicceceee 35

4.2. DMF’nin IL-1beta ve IL-18 Sitokinlerinin Diizeyine Etkisinin ELISA Yo6ntemiyle

GOSTETIIMEST ..ttt sttt b et e s bt e et e e s be e e sbe e s bbeenbeesaneebee 35
4.3.DMF’nin LPS ve ATP ile Indiiklenmis Hiicrelerde IL-1beta, IL-18 ve NALP3
genlerinin MRNA Ekspresyon Seviyesing EtKiSi .........ccccccoveviiiie i 36
4.4. Immiinoblot Yontemiyle inflamazom ile Iliskili Proteinlerin Degisimlerinin
GOSTETTIIMIEST 1.ttt ettt ettt et he et e bt et e e sab et e e s be e et e e sbbeenbeeareeeteens 37
4.5.Kaspaz-1 AKLIVITE TESti.......c.cciiiieiieie ittt 40
4.6. DMF’nin Piroptotik Hiicre Olimiing EtKiSi........cceceovvveivereriercceiereeeeeeeeeeennne 41
4.7.P1 Boyama ile Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi...........cccc.ovevevrirerrvererieerereeeenenens 41
4.8. Mitokondriyal Membran Potansiyeli ve Siiperoksit Uretimi Analizi .................... 43
TARTISMA ...ttt te et e e e e s e sne e teeneeareenteeneenneenes 45
SONUC VE ONERILER .......c.cooooiiiiiceeeeeeeeeeeteee et s s en s 49
KAYNAKLAR ..ottt b et 50
o I USSR 59
8.1. EK-1 Etik KUrul Onayl......ccccoiiviiiiiiiiiiieiise e 59
B.2. OZGEGIMNS .....cvvvvececeeie ettt ettt ettt ettt ettt 62



TABLO DiZiNi

Tablo 1: Primer Listesi .

Tablo 2: Antikor Listesi



SEKIL DIZINi

Sekil 1. NLRP3 inflamazom aktivasyOnU:...........c.ouiniiniitie i 10
Sekil 2. DMF’nin ¢esitli dozlarinin bazal hiicre 6liimii lizerine etkisi:................ccooovieennns 35
Sekil 3.DMF’nin IL-1beta ve IL-18 diizeyine etkisinin ELISA yontemiyle 6lgiilmesi:.......... 36

Sekil 4. DMF’nin inflamazom belirteci genlerin mRNA’lar1 iizerindeki baskilayici etkisi:......37
Sekil 5. DMF’nin IL-1beta protein seviyesindeki etkisinin immiinoblotlama ile gosterilmesi:.38
Sekil 6. DMF’nin Kaspaz-1 protein seviyesindeki etkisinin immiinoblotlama ile gdsterilmesi:39

Sekil 7. DMF’nin NALP3 protein seviyesindeki etkisinin immiinoblotlama ile gosterilmesi:.40

Sekil 8. DMF’nin Kaspaz-1 aktivitesi iizerine etkisinin gésterimim..................................40
Sekil 9. DMF’nin piroptotik hiicre 6limiine etkisi:...........oouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieans 41
Sekil 10. NLRP3 inflamazom modelinde piroptotik hiicre dliimiiniin gdsterilmesi:............ 42
Sekil 12. NLRP3 inflamazom modelinde mitokondriyal ROS un gdsterilmesi:.................. 43

Sekil13.NLRP3 inflamazom modelinde mitokondriyal membran potansiyelinin gosterilmesi:44



KISALTMALAR

ATP: Adenozin Trifosfat

AP: Amiloid-beta

AH: Alzheimer Hastalig1

ALS: Amyotrofik Lateral Skleroz

ARG1:Arjinaz-1

ARR: Yillik Tekrarlama Orani

CCK-8:Cell Counting Kit-8

CCL2:C-C motif kemokin 2

CCL22: C-C motif kemokin 22

CCRY: C-C kemokin reseptor 7

cDNA: Komplementer DNA (Complementary DNA)

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

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

DMF: Dimetil Fumarat

DSS: Dekstran Siilfat Sodyum

EAE: Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

FBS: Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum)

GAPDH: Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz

HRP: Karaturp peroksidaz (Horseradish Peroxidase)

IF: Immiinflorasan

IFN-B: Interferon Beta

IFN-y: Interferon Gama

IL: Interldkin

INOS: indiiklenen Nitrik Oksit Sentaz

KBB: Kan Beyin Bariyeri

LDH: Laktat Dehidrogenaz

LPS: Lipopolisakkarit

MMEF: Mono Metil Fumarat

Vi



MRNA: Messenger RNA

MS: Multipl Skleroz

NADPH: Nikotin Adenin Diniikleotit Hidrojen Fosfat

NALP3: NACHT, LRR ve PYD domainleri iceren Protein 3

NF-kB: Niikleer Faktor Kappa-B

NGF: Sinir Biiylime Faktorti

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

NRF2: Niikleer faktor-E2-iligkili faktor 2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2)
PAMP: Patojen iliskili molekiiler kaliplar (Pathogen associated molecular patterns)
PBS: Fosfat tamponlu fizyolojik soliisyon (Phosphate buffered saline)

PGEZ2: Prostaglandin E2

PH: Parkinson hastalig1

PI: Propidium Iyodiir

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive oxygen Species)

RRMS: Relapsing Remitting MS

RT-PCR: Kantitatif PCR (Real-Time PCR)

SN: Substantia Nigra

SOD1: Siiperoksit Dismutaz 1

SSS: Santral Sinir Sistemi

TGF-B: Transforme Edici Bilylime Faktorii beta

TLR: Toll-benzeri reseptor

TREM-2: Myeloid hiicrelerde eksprese olan reseptor-2

TNF-a: Tiimor Nekroz Faktor alfa

WST-8: [2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-isulfophenyl)-2Htetrazolium,

monosodium salt]

Vii



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim sirasinda ve tezimin her asamasinda, benimle ilgilenen, entelektiiel ve
bilimsel bilgi-birikim ve donanimiyla her tiirlii siiregte yol gosteren degerli danisman hocam
Prof. Dr. Sermin GENC’e,

Tez caligmalarim siiresince fikirleriyle yeni ufuklar gosteren, yardimlarini hi¢ ¢ekinmeden

sunan, degerli hocam Prof. Dr. Kemal Kiirsad GENC’e,

Calismalarim boyunca hem deneysel hem de manevi olarak yardimlarini sunan degerli
laboratuvar arkadaslarim Burak Ibrahim ARIOZ, Dr. Kemal Ugur TUFEKCI, Kamer Burak
ISCI ve Erden EREN’e ve Geng Lab’in diger iiyelerine,

Yardim ve destekleri i¢in arkadaslarim Hilal Cihankaya, Hamdullah Yanik, Kiibra Altinel’e,
Ne yaparsam yapayim desteklerini hi¢ esirgemeyen, bana glivenen ve yardimci olan annem
Mefaret TASTAN, babam Dogan TASTAN, anneannem Solmaz YILMAZ’a, bu hayattaki
yolculuguma beraber basladigim kardesim Bur¢in TASTANa,

Bana olan karsiliksiz sevgisi ve inanci, tez siirecimdeki her tiirlii destegi i¢in Nilsu ASKIN’a,

Projeyi maddi agidan destekleyen TUBITAK ’a tesekkiir eder ve saygilarimi sunarim.

Bora TASTAN

viii



DIMETIL FUMARAT’IN MiKROGLIAL HUCRELERDE NLRP3 INFLAMAZOM
AKTIVASYONU UZERINE ETKIiSI
Bora TASTAN, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Sinirbilimler Ana Bilim
Dal1, 35340, Inciralti, Izmir

OZET

Inflamazom aktivasyonu klasik inflamatuar yanitlardan farkli olarak baslayan ve gelisen
bir siirectir. Mikrobiyal ajanlarin yani1 sira Adenozin Trifosfat(ATP) gibi metabolik stres
trtinleri veya asbestos , silika gibi dis uyaranlarin etkisiyle de olustugu bilinmektedir.
Inflamazom aktivasyonu hiicrelerden Kaspaz-1 aracihig ile interlokin-1lbeta (IL-lbeta),
interlokin-18 (IL-18) sitokinlerinin salinimi ile sonlanmaktadir. Bu siiregte inflamazom
aktivasyonu hiicrenin piroptotik yolla 6limiine de neden olabilir. Dolayisiyla inflamazom
aktivasyonun baskilanmasi gereklidir. Dimetil Fumarat (DMF) anti-inflamatuar ve pro-
metabolik etkileri olan bir molekiildiir. Fumarik asidin metil esteri olarak da bilinen DMF nin
Multipl skleroz’da klinik parametrelerde iyilesme sagladigi ve atak sikligini azalttig
gosterilmistir. Ayrica mikroglial hiicrelerle ayn1 kokenden gelen THP-1 monosit hiicre hattinda
inflamazom aktivasyonunu baskiladigi saptanmistir. Calismamizda DMF’nin N9 mikroglial
hiicre hattinda inflamazom aktivasyonuna etkisinin incelenmesi amaglanmaistir.

Calismamizda, N9 mikroglial hiicrelerine Lipopolisakkarit (LPS) ve ATP uygulamasi
ile NOD benzeri reseptor ailesi pyrin domain igeren protein 3 (NLRP3) inflamazom
aktivasyonu olusturuldu. ilk 5nce DMF nin toksik olmayan, inflamazom aktivasyonunda etkili
dozu belirlendi. Sonrasinda inflamazom aktivasyonu gostergeleri mRNA diizeyinde real-time
PCR, protein diizeyinde ELISA ve immiinoblot yontemleri ile incelendi. Ayrica mitokondriyal
Reaktif Oksijen Tirleri (ROS) ve mitokondriyal membran potansiyeli akis sitometrisi,
Immiinflorasan boyama (IF) ve florometrik yontemlerle incelendi. Sonuglarimiza gére DMF,
LPS + ATP modeli ile NLRP3 inflamazom aktivasyonu gergeklestirilen N9 mikroglial
hiicrelerinde, Kaspaz-1 aktivitesini ve IL-1beta ve IL-18 sitokinlerinin salinimi baskiladi.
Ayrica, inflamazom iligkili proteinlerin ekspresyonunu ve inflamazom aktivasyonu sonucunda
goriilen piroptotik hiicre 6liimiinii azaltti. Bunlarin yani sira, mitokondriyal ROS miktarini
baskilayip ve mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasini 6nledi.

Bu c¢alisma DMF’nin mikroglial hiicrelerde inflamazom aktivasyonunu baskiladigini
gosteren ilk caligmadir.

Anahtar kelimeler: Dimetil Fumarat, Mikroglia, NLRP3 inflamazom, piroptoz, LPS, ATP



THE EFFECTS OF DIMETHYL FUMARATE ON NLRP3 INFLAMMASOME
ACTIVATION IN MICROGLIAL CELLS

Bora TASTAN, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences, Department of

Neuroscience, 35340, Inciralti, Izmir

ABSTRACT

Inflammasome activation is a developing process differently from classical inflammatory
responses. It has been known that inflammasome activation occurs by both microbial agents
and the effects of some metabolic stress products (Adenosine triphosphate (ATP) and external
agents like asbestos, Inflammasome activation is a process that is initiated by Interleukin-1beta
(IL-1beta), Interleukin-18 (IL-18) cytokines production from activated cells and terminated by
caspase-1 activation. In this process, inflammasome activation may cause cell death via
pyroptotic pathway. Therefore, inflammasome activation is needed to be inhibited. Dimethyl
fumarate (DMF) is anti-inflammatory molecule that has pro-metabolic effects. DMF, known as
also methyl ester of fumaric acid, has been shown that it provided improvement for multiple
sclerosis in clinical parameters and decreased frequency of attacks. And also, it has been
established that DMF inhibited inflammasome activation in THP-1 monocyte cells which came
from same ancestor of microglial cells. In our work, observing effects of DMF to inflammasome
activation in N9 microglial cells has been aimed. In this regard, NOD-like receptor family,
pyrin domain containing protein 3 (NLRP3) inflammasome activation in N9 microglial cells
was initiated with lipopolysaccharide (LPS) and ATP model. Firstly, the effective and non-
toxic dose of DMF was determined. After that, inflammasome activation parameters were
observed with real-time PCR for mMRNA level, ELISA and Western-blotting for protein level.
Additionally, mitochondrial Reactive Oxygen Species (ROS) production and mitochondrial
membrane integrity were analyzed via flow cytometry, immunofluorescence (IF) and
fluorometric analyses. Consequently, DMF significantly suppressed LPS + ATP induced
NLRP3 inflammation, decreased Caspase-1 activity, secretion of IL-1beta and IL-18 cytokines,
and reduced the rate of pyroptotic cell death resulting from inflammasome activation.
Furthermore, the level of mitochondrial ROS was declined and mitochondrial membrane
integrity was restored. This study is the first to demonstrate that DMF is effective to suppress
the NLRP3 inflammasome activation in microglial cells.

Keywords: Dimethyl Fumarate, Microglia, NLRP3 Inflammasome, Pyroptosis, LPS, ATP



1. GIRIS VE AMAC

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

Calismamizda, N9 mikroglial hiicre hatti kullanildi. Mikroglial hiicrelerde NLRP3
inflamazom aktivasyonu LPS + ATP uygulanarak gerceklestirildi. DMF’nin NLRP3
inflamazom aktivasyonuna belirteclerine etkisi protein ve mRNA ekspresyon diizeyinde
incelendi. IL-1beta ve IL-18 diizeyi ELISA yontemiyle belirlendi. Ayrica IL-1beta, Kaspaz-1
ve NLRP3 proteinlerin diizeyleri immiinoblot yontemi ile analiz edildi. mMRNA seviyesinde ise
IL-1beta, IL-18 ve NLRP3 diizeyleri Real time PCR yontemi kullanilarak incelendi. Kaspaz-1
aktivitesi ayrica hazir kitle analiz edildi. NLRP3 inflamazom sonucu goriilen piroptotik hiicre
olimi, Laktat Dehidrojenaz (LDH), Cell Counting Kit-8 (CCK-8) ve Propidium iyodiir (PI)
boyamasi yapilarak incelendi. Mitokondriyal membran potansiyeli JC-1 boyamas: ile

mitokondriyal ROS olusumu MitoSOX boyamasi ile incelendi.

Bu c¢alisma sonunda elde edilen bulgular DMF’nin mikroglial hiicrelerde NLRP3
inflamazom aktivasyonunu ve bu aktivasyonla indiiklenen piroptotik hiicre Oliimiini

baskiladigin1 ortaya koymustur.

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

aktivasyonunu baskilar.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikroglia

Mikroglial hiicreler oldukg¢a hareketli fagositik makrofajlardir. Yetigkin bir insanda beynin ve
omuriligin tiim bolgelerinde bulunup, Santral Sinir Sistemindeki (SSS) hiicrelerin %10-15'ini
olustururlar (Mittelbronn ve ark., 2001). Mikroglial hiicreler noronlarin gelisimini ve normal
yapisal ve fonksiyonel siireglerini siirdiirmelerine katkida bulunurlar (Singhal ve Baune, 2017).
Dogal bagisiklik sisteminin bir {iyesi olan mikroglial hiicrelerin baslica gorevi, 6lmekte olan
veya strese girmis hiicrelerden salinan hasara-bagli molekiiler kaliplar (Danger-associated
molecular patterns - DAMP) gibi yaralanma belirtegleri i¢in mikro ortami arastirmaktir.
Mikroglial hiicreler, bu belirtecleri fark ettikleri zaman fagositik ve sitotoksik mekanizmalar
yoluyla, makrofajlar gibi bu tehlikeleri ortadan kaldirirlar. Ayrica antijen sunumu ve sitokin
salinimi 6zellikleri sayesinde inflamasyon ve homeostatik mekanizmalara katkida bulunur (Cai

ve ark., 2014).

2.1.1. Mikroglia Tarihcesi ve Kokeni

Noroglia kavrami ilk olarak Virchow tarafindan 1846'da kullanilmis olup ndroglia hiicrelerini
noronlar1 birbirine baglayan yapiskan bir madde olarak tanimlanmistir ancak néroglia ‘nin
astrositler, oligodendrositler ve mikroglialardan olustugu bilinmemekteydi. (Garcia-Marin ve
ark., 2007). Mikroglial hiicrelerin, diger neuroglial hiicrelerden farkli bir gelisimsel kokene
sahip olmasi1 6zellesmis bir makrofaj popiilasyonu olarak resmen taninmasi igin 150 yildan daha
fazla bir arastirma gerekmistir (Wieghofer ve ark., 2015). Pio Del Rio-Hortega, SSS’ de
fagositik ve go¢ eden hiicreleri tanimlayan ilk kisi idi ve bunlarin mezodermal kaynakli
olabilcegini 6ne siirdii. Birkag yil iginde "Mikroglia" terimini tanittt ve bu hiicreleri SSS'nin
noronal olmayan, astrositik olmayan elementleri olarak yeniden tanimladi (Kabba ve ark.,
2017). Mikroglia, periferden go¢ etmis ve mezodermal / mezenkimal kokenli progenitor
hiicrelerden gelmektedir. Makrofajlarla olan morfolojik ve fenotipik benzerlikleri Hortega'nin

hipotezini desteklemektedir (Perez-Cerda ve ark., 2015).



2.1.2. Mikroglia Fenotipleri

Aktive edilmis mikroglia M1 ve M2 seklinde simiflandirilir (Walker ve Lue, 2015). M1
mikroglia fenotipi amoeboid sekli, yiiksek mobilitesi ve gii¢lii fagositik kapasitesi ile
karakterize edilmistir. M1 polarize mikroglia pro-inflamatuar sitokinlerin Tiimor Nekroz
Faktorii alfa (TNF-0), Interlokin-1beta (IL-1beta), Interlokin-6(1L-6), Interlokin-12(IL-12),
Interlokin-23(I1L-23), Nitrik Oksit (NO), sitotoksik maddeler, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS),
Kinolinik asit, Prostaglandin E2 (PGE2), C-C motif kemokin 2 (CCL2), kemokinler ve
glutamatlarin diizensiz salim1 gergeklestirebilir (Mahad ve Ransohoff, 2003; Loane ve Byrnes,
2010). M1 polarize mikroglia, yiizeylerinde CD86, CD16 / 32, CD40, CD74 ve C-C kemokin
reseptor 7 (CCR7) eksprese etmektedir. Boylece karakterizasyonu kolayca yapilabilir (Peferoen
ve ark., 2015). M2 mikroglia fenotipi ise ince ve dallanmis hiicrelerle karakterize edilmistir.
Ayrica IL-10 ve Transforme edici Biiytime Faktorii beta (TGF-p), fibronektin gibi hiicre dis1
matriks molekiilleri gibi anti-inflamatuar molekiilleri salgilamaktadir (Nimmerjahn ve ark.,
2005). M2 polarize mikroglia, remodeling, anti-inflamatuar yanit ve doku hasarinin tamirinden
sorumludur (David ve Kroner, 2011; Raj ve ark., 2014; Michell-Robinson ve ark., 2015).
Ayrica M2 polarize mikroglial hicrelerin, oligodendrosit farklilasmasini uyardigi da
bilinmektedir (Miron ve ark., 2013). M2 polarize mikroglia, 1L-10 gibi anti-inflamatuar
sitokinleri salgilar ve CD206, C-C motif kemokin 22 (CCL22) ve Arjinazl (ARGL1) eksprese
eder (Peferoen ve ark., 2015).

2.1.3. Mikroglia Fonksiyonlari

Mikroglial hiicreler, SSS’de bir temizleyici olarak goérev yapar ve SSS’deki homeostazi
saglamada 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Mikroglial hiicreler bu fonksiyonlari yerine getirirken
gelisme, erigkinlik ve yaslanma donemlerinde farkli fonksiyonlari siirdiirmektedirler.
Gelismekte olan beyinde mikroglia, sinaps olusumu ve sinaptik remodeling ve plastisite igin
gereklidir (Tremblay ve ark., 2010). Yetiskin SSS'de mikroglia, homeostaz, bakim ve gozetim,
noron ve doku onarimi islevini yerine getirir. Hasarli ajanlari, apoptotik hiicreleri ve yanlis
katlanmis proteinlerin yikimidan sorumludur (Sierra ve ark., 2010; Kettenmann ve ark., 2011).
Dahasi, Purkinje hiicrelerinin gelisimsel apoptozunu indiiklemede ve ndronlarda programli

oliim sinyallerinin indiikksiyonunda aktif bir rol oynamaktadir (Marin-Teva ve ark., 2011).



Mikroglial hiicreler bu gorevlerini yerine getirirken fagositoz yapmaktadirlar. Mikroglial
hiicrelerin fagositoz aktivitesi ile iligkili iki farkli reseptor tiirii vardir. Bunlar birincil
inflamasyonu uyaran patojenlerin taninmasini saglayan Toll-benzeri reseptorler (TLR) ve anti-
inflamatuar yanit i¢in 6nem tasiyan Myeloid hiicrelerde eksprese olan reseptor-2 (TREM2)
reseptorleridir (Fu ve ark., 2014). TLR'lerin stimiilasyonu ve patojenlerin yutulmasi pro
inflamatuar bir tepkiye neden olurken, apoptotik maddenin ¢ikarilmas: ve fosfatidilserin
kalintilarinin taninmasi anti-inflamatuar bir yanit tretir. Multipl Skleroz (MS) hayvan
modelinde yapilan galismalarda, TREM2’nin koruyucu bir islevi oldugu gosterilmistir (Piccio
ve ark., 2007). Ayrica TREM2’de ki varyasyonlarin Parkinson Hastaligi (PH), Amyotrofik
Lateral Skleroz (ALS) ve Alzheimer Hastaligi (AH) riskini 6nemli olgiide artirdigini
gostermistir (Pottier ve ark., 2013; Rayaprolu ve ark., 2013; Cady ve ark., 2014) .

Mikroglia normal beyin fonksiyonu i¢in gereklidir; Bununla birlikte, kontrolsiiz ve asiri
aktiflesmis mikroglia norotoksisiteyi tetikleyebilir. Aktive edilmis mikroglia tarafindan salinan
glutamat hiicre dis1 otonom noéronal hasara katkida bulunur (Takeuchi ve ark., 2011). Aktive
edilmis mikroglia, Nikotin Adenin Dintikleotit Hidrojen Fosfat (NADPH) oksidaz vasitasiyla
ROS iretebilir ve kan beyin bariyeri (KBB) fonksiyonunda bozulmayi indiikleyebilir
(Tremblay ve ark., 2010).

Interlokin-3 (IL-3) ve IL-10, nérotrofin-4/5, Sinir Bilyiime Faktorii (NGF), TGF-, glia
kaynakl1 norotrofik faktor, fibroblast biiylime faktorii-2 gibi aktive edilmis mikroglial hiicreler

tarafindan tiretilen birgok norotrofik faktor néronal sagkalimi etkiler (Nakajima ve ark., 2007).

Mikroglial hiicreler, sinaptik fonksiyon ve sinaptik olgunlagsmay1 kontrol etmektedir (Bilimoria
ve Stevens, 2015). Mikroglial hiicreler, sinir prekursér hiicre havuzlarini diizenler. Ayrica,
noronlara doniisen noronal prekursor hiicreler gereginden fazla sinaps olusturduklarinda,
mikroglial hiicreler bu sinapslar1 elimine etmekle gorevlidir (Cunningham ve ark., 2013).
Mikroglial P2X4 reseptorleri néron hasarindan sonra agri hipersensitivitesi i¢in kritik 6neme

sahiptir (Beggs ve ark., 2012).



2.1.4. Norodejeneratif Hastaliklarda Mikroglia

Mikroglial hiicrelerin asir1 aktivasyonu ve mikroglial hiicrelerdeki hasar, mikroglial hiicrelerin
pro-inflamatuar sitokinler salinimina bu da nérodejeneratif hastaliklarin patogenezine katkida

bulunmasina yol agar (Lull ve Block, 2010).

AH, en sik goriilen nérodejeneratif hastalik olup, kognitif islev bozukluguna neden olmaktadir.
Hastalik tau hiperfosforilasyonu, norofibriler yumak varligi ve Amiloid-beta (Ap) plaklarin
varligi ile karakterize edilmistir (Scheltens ve ark., 2016). A plaklar, mikroglia hiicrelerindeki
reseptorlere baglanarak mikroglial hiicrelerin aktivasyonuna yol agabilir (Cherry ve ark., 2014).
Yapilan birgok ¢alismada, aktive edilmis mikroglial hiicrelerin oraninin, kognitif bozukluk
seviyesiyle dogrudan iliskisi oldugu gosterilmis olup, Ap plaklarin varligt TNF-a, interferon
gama (IFN-y), IL-1beta, IL-6, IL-18 ve NO gibi pro-inflamatuar sitokinlerin {iretilmesine yol
acmistir. (von Bernhardi ve ark., 2010; Wang ve ark., 2015).

PH en yaygin gorilen ikinci ndrodejeneratif hastaliktir. Hastalik Substantia Nigra (SN)
dopaminerjik (DA) ndronlarinda dejenerasyonu , a-syniiklein plaklar1 ve hareket bozukluklari
ile karakterizedir (Kalia ve Lang, 2015). Yapilan ¢alismalarda PH hastalarinda aktive edilmis
mikroglial hiicrelerin varligi gosterilmistir (Gerhard ve ark., 2006). Hastaligin patogenezine
katilan a-syniiklein mikroglial hiicreleri aktiflestirmektedir (Su ve ark., 2008). IL-1beta, TNF-
a ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonlar1 PH hastalarinin BOS ve serumunda
yiiksek oldugu gosterilmistir. (Hunot ve Hirsch, 2003; Long-Smith ve ark., 2009). Ayrica DA
noronlarinin 6limii, mikroglial hiicreleri aktive eder ve aktive edilen mikroglial hiicrelerin

hastaligin patogenezine katkida bulundugu distiniilmektedir (Dutta ve ark., 2008).

ALS, iist ve alt motor ndronlarin prematiire dejenerasyonu ile karakterize, yetiskin baslangigh
oliimciil norodejeneratif bir hastaliktir (Salameh ve ark., 2015). Siiperoksit dismutaz 1 (SOD1)
mutasyonlart ailesel ALS'nin temel nedenidir. Yapilan ¢aligmalarda, Aktive edilmis mikroglial
hiicrelerin varligi hem ALS hastalarinda hem de insan mutant SOD1 genini asiri
ekspresyonunun gozlemlendigi transgenik farelerde yapilan calismalarda gosterilmistir
(Magnus ve ark., 2008; Liao ve ark., 2012) .Aktive edilmis mikroglial hiicrelerin ALS
patolojisindeki rolii ve nasil aktive edildikleri belirsizdir. Fakat yapilan ¢alismalar, mSODI1
eksprese eden aktive edilmis mikroglial hiicrelerin hastalik baslangici ve ilerlemesine katkida

bulundugunu gostermektedir (Boillee ve ark., 2006).



2.2. inflamazom
2.2.1. Inflamazom Aktivasyonu

Normal kosullar altinda, bagisiklik sistemi kendine yabanci olani, patojenleri, 61l veya 6lmekte
olan hiicreleri tanima, canli ve saglikli hiicrelerden ayirt etme yetenegine sahiptir (Poon ve ark.,
2010). immiin sistemin bu 6zelligi sayesinde viicut kendi kendine immiin yanit olusturmaz ve
yakindaki dokularda olas1 hasar1 6nlenmis olur (Poon ve ark., 2010). Birincil yanit1 olusturan
bagisiklik sisteminin gorevleri mikroplar1 saptamak ve fark etmek, immiin yanitlar1 koordine
etmek, patojenlere ve 6len hiicrelerden gelen sinyallere karsi koruma sistemleri olusturmaktir.
Viicuda yabanci olan hiicre veya molekiiller bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan membrana
bagli ya da sitoplazmik reseptorler olan “patern taniyan reseptorler (PRRs)” tarafindan
taninirlar. Bu reseptorler RIG-benzeri reseptorler (RLRs), C-tip lektin reseptorleri, purinerjik
reseptorler, TLR ve NOD-benzeri reseptorlerdir (NLRs) (He ve ark., 2016; Prochnicki ve ark.,
2016). Bagisiklik sistemi yiiksek-mobilite group box 1 (HMGB1), Adenozin Trifosfat (ATP),
151 sok proteini-60 (Hsp60) gibi hiicresel kaynaklt DAMP’lar ile ayirt etme 6zelligine sahiptir
(Ciraci ve ark., 2012)

Insanda 23, farede 34 cesidi bulunan NLR ler hiicrelerin sitoplazmasinda bulunurlar (Kumar
ve ark., 2011). NLR’ler ii¢ ana bolgeden olusur (He ve ark., 2016; Prochnicki ve ark., 2016).
NLR’ler N ucundaki bélgenin cesitlerine gore (NLRA, NLRB, NLRC, NLRP ve NLRX olmak
tizere bes ana grupta toplanir (Kersse ve ark., 2011). Her bir grupta yer alan alt tipler farkli
sinyalleri tanimak {izere Ozellesmistir. Ornegin, NLRP1 anthrax lethal toksini; NLRC4
bakteriyel fragellini ve NOD benzeri reseptor ailesi pyrin domain igeren 3 (NLRP3) ekzojen ve
endojen zararli ve patojenik molekiilleri 6rnegin; DAMP’lar ve patojen iligkili molekiiler
kaliplar (Pathogen associated molecular patterns -PAMP) taniyarak inflamazom komplekslerini
olustururlar (He ve ark., 2016; Prochnicki ve ark., 2016).

2.2.2. inflamazom Aktivatorleri

ATP en yaygin bilinen NLRP3 inflamazom aktivasyonuna neden olan ajandir (Burnstock,
2016). Purinerjik ATP kanallar1 ligand bagimli katyonik kanallardir ve purinerjik reseptorlerin

(P2X7) ekzojen ATP ile aktive olmasinin makrofajlarin sitozollerinden potasyum salinimin



tetikledigi gosterilmistir (Beamer ve ark., 2016; Burnstock, 2016). Sitozoldeki diisiik potasyum
konsantrasyonlarinin  pro-kaspaz-1’in aktif hale getirilmesinde ve pro-IL-1beta’nin

olgunlastirilmasinda gérevli oldugu bilinmektedir (Rivers-Auty ve Brough, 2015).

Bakteri kaynakli muramil dipeptidin NLRP3 reseptorleri ile direkt olarak etkilesimde
bulundugu gosterilmistir (Martinon ve ark., 2004). Ayrica por olusumuna neden olan
toksinlerin hiicre membranini gegirgenlestirip direkt olarak potasyum salinimina neden oldugu
ve diger katyonlarin (H+, Na+ ve Ca+2) degisimine neden olarak inflamazomu aktive ettigi
bilinmektedir (Prochnicki ve ark., 2016). NLRP3 inflamazom kompleksinin olusmasini
fagositoz ile hiicreye alinan bazi kristal yapida molekiiller (asbest, silika, alliminyum gibi) ve
hiicre tiirevli zararli molekiiller (lirik asit, kolesterol kristalleri gibi) de tetikleyebilir (Ciraci ve
ark., 2012). Bu kristallerin diizgiin olmayan fagositozu sonucunda lizozomlar
parcalanabilmektedir. Katepsin B gibi lizozomal enzimlerin sitozole salindig1 ve inflamazom
aktivasyonuna sebep olabilecegi gosterilmistir (Kersse ve ark., 2011; He ve ark., 2016).
Monosodyum {iirat monohidrat (MSU) kristallerinin akuaporin su kanallarindan suyun pasif
gecisiyle ve osmolaritenin Na® salinimi ile kompanse edilmesiyle sitozoldeki potasyum

konsantrasyonunu diisiirdiigii 6ne siiriilmektedir (Shi ve ark., 2010; Rock ve ark., 2013).

ROS mitokondriyal solunumun yan iriinleri olarak saglikli hiicrelerde tolere edilebilir
seviyelerde tretilmektedir (Minutoli ve ark., 2016; Yu ve Lee, 2016). ATP asbest, silika
kristalleri gibi bazi uyaranlar biiyiik miktarlarda ROS olusumunu tetikleyerek inflamazom
aktivasyonuna yol agmaktadir (Prochnicki ve ark., 2016). ROS iiretiminin NLRP3 inflamazom
komponentlerinin ekspresyonunda gerekli oldugu gosterilmistir (Kersse ve ark., 2011;
Prochnicki ve ark., 2016).

NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu li¢ ana mekanizma tarafindan diizenlenmektedir. NLRP3
agonist olarak bilinen ATP, P2X7 purinerjik reseptdr bagimli pannexin-1 hemikanalinda por
olusumunu tetikleyerek diger hiicre disit NLRP3 agonistlerinin sitozole girmesini ve NLRP3
inflamazomu ile direkt olarak etkilesmesini indiikler. Ayrica, kristal yapidaki NLRP3
agonistleri hiicre tarafindan alinir ve fiziksel 6zellikleri nedeniyle diizgiin bir fagositoz siireci
gerceklesemez ve lizozomal pargalanma yasanir. Bunun sonucu olarak 6rnegin Katepsin-B
enziminin sitozolde bulunmas1 direkt olarak NLRP3 inflamazomunun ligand1 olarak algilanir
ve inflamazom aktive olur, ayrica biitiin DAMP ve PAMP’lar ROS olusumunu tetikler ve ROS

bagimli yoldan NLRP3 inflamazomu aktive olur. Biitiin bu mekanizmalarin sonucunda kaspaz-



1 enzim aktivitesine bagli olarak pro inflamatuar sitokinler olan IL-1beta ve IL-18 olgunlasir

ve hiicre digina salinir (Sekil 1).
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Sekil 1. NLRP3 inflamazom Aktivasyonu: NLRP3 inflamazom kompleksi PAMP ve DAMP’lar1 algilayarak
aktif hale gelmektedir.NLRP3, ASC ve de Kaspaz-1 proteinleri bir araya gelerek olusan NLRP3 inflamazom
kompleksi aktive olduktan sonra, komplekste bulunan Kaspaz-1 proteini, hiicre i¢inde bulunan pro-1L1beta ve pro-
IL-18 sitokinlerinin kesimini gergeklestirerek, bu sitokinlerin matiir hale gelip salinmasini saglar (NACHT (néral
apoptoz inhibitor protein (NAIP)); CARD, kaspaz recruitment domain; LRRs, lizin zengin tekrarlar; PYD, pyrin

domain.)

2.2.3. Iinflamazom Fonksiyonlar1 ve Bagisikhk Sistemine Katkisi

Pro-inflamatuar 1L-1beta ve IL-18 sitokinlerinin salinmasinda ve inflamazom komplekslerinin
olusmasinda NLR’ler 6nemli rol oynarlar. Bir diger reseptor ¢esidi olan TLR ’ler niikleer faktor-
kappa B (NF-«kB) sinyal yoluyla bu sitokinlerin pro-formlarinin ekspresyonunu gergeklestirirler

(Kersse ve ark., 2011). Inaktif kaspaz-1 enzimi kesilerek aktif hale gegmesinde ve bu enzimin
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pro-IL-1beta (35 kDa) sitokinini hiicre disina salinacak hale getirmesinde NLRP3
inflamazomunun proteolitik aktivite gosteren multiprotein kompleks yapisi rol oynar (Kumar
ve ark., 2011). Hiicre disina salmman olgun IL-1beta sitokini immiin hiicrelerdeki IL-1
reseptorlerine baglanarak yerel etkilere, lenfosit aktivasyonu gibi, yol acgabilecegi sekilde ates
yiikselmesi ve akut faz protein indiiklenmesine de sebep olmaktadir (Guarda ve So, 2010;
Kersse ve ark., 2011). Buna ek olarak IL-1beta, tamir mekanizmalarini aktiflestirerek
anjiyogenezi ve hiicresel kalintilarin temizlenmesi icin nétrofilleri de indiikledigi gibi T
hiicrelerinin proliferasyonuna da neden oldugu bilinmektedir (Guarda ve So, 2010; Tschopp ve
Schroder, 2010). immiin aktivasyondan farkli olarak inflamazom aktivasyonu enfekte ya da

hasarli olan hiicrenin 6liimiinii indiikleyerek biyolojik bir fonksiyon gosterir.

2.2.4. Mikrogliada inflamazom

Mikroglial hiicreler merkezi sinir sisteminde birincil yanit olusumunda rol oynayan ve NLR ve
TLR’leri eksprese eden myeloid kokenli hiicrelerdir (Hanamsagar ve ark., 2012). Mikroglial
hiicrelerde inflamazom aktivasyonunu gosteren ilk ¢aligmalardan birinde AB’nin mikroglial
hiicrelerde in vitro kaspaz-1 ve Katepsin B bagimli yolla NLRP3 inflamazom aktivasyonunu
indiikledigi gosterilmistir (Halle ve ark., 2008). Mikroglial hiicrelerin NLRP3 yoklugunda
onarict Ozellikteki M2 fenotipinie dondiiriilmesi ve fagositoz yaparak A akiimiilasyonunu
engelledigi AH’nin genetik modelinde gosterilmistir (Heneka ve ark., 2013). Inflamazom
aktivasyonunun inhibisyonunun AH’de yeni bir tedavi sekli olabilecegi goriisii bu sonuglarla

desteklenmistir.

Transgenik fare ALS modelinde mutant SOD’un mikroglial hiicrelerde IL-1beta salinimi ile
sonlanan inflamazom aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Meissner ve ark., 2010).
Ayrica Kaspaz-1 ya da IL-1beta mutasyonlarinin SOD defektif farelerde hastalik seyrini
yavaslattig1 bulgusu ALS’de inflamazom aktivasyonunun baskilanmasinin bir tedavi segenegi

olabilecegi diistiniilmiistiir

Daha sonra yapilan in vivo pek ¢ok ¢alismada mikroglial hiicrelerde inflamazom aktivasyonun
hastaliklarin patogenezine katildigi ortaya konmustur (Freeman ve Ting, 2016) In vitro

calismalarda da alfa-synuclein, prion peptid ve ATP gibi farkli uyaranlarin mikroglial
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hiicrelerde inflamazom aktivasyonu yaptigi gosterilmistir (Shi ve ark., 2012; Codolo ve ark.,
2013).

2.3. Dimetil Fumarat (CsHsgOa4)
2.3.1. Genel Bilgiler

Dimetil Fumarat (DMF) (IUPAC ismi trans-1,2-etilendikarboksilik asit dimetil ester), fumarik
asidin tlirevi olup bir¢ok oto-immiin hastalikta anti-inflamatuar etkileri nedeniyle yeni bir
tedavi molekiilii olarak kullanilmaktadir (Phillips ve Fox, 2013). Fumarik asit tuzlar1 ve
esterleri fumaratlar olarak bilinen kimyasal bilesikleri olusturur. Bu bilesikler toprak dumani
(Fumaria officinalis) de dahil olmak tizere baz1 bitkilerde ve mantarlarda dogal olarak bulunur
(Linker ve Gold, 2013). Tiptaki ilk kullanimi 1959'da Alman biyokimyac1 Schweckendiek
tarafindan gergeklestirilmistir (Schweckendiek, 1959). Schweckendiek kronik inflamatuar bir
cilt hastaligi olan sedef hastaligina sahipti ve bu hastaligin fumarik asit eksikliginden
kaynaklandigina inanmaktaydi. Bu yiizden kendi iizerinde gerceklestirdigi deney sonucu
Fumarik asitlerin sedef hastaliginda kullanilabilecegini gosterip daha sonra fumarik asitlerin
biyoyararliliini ve toleransini optimize etmek, ilacin oral yollardan alinimini miimkiin kilmak
icin ¢alismistir (Papadopoulou ve ark., 2010). 30 yildan fazla bir siire sonra sedef hastaliginda
fumarik asit kullanim1 igin klinik ¢aligmalar gergeklestirildi (Salmen ve Gold, 2014). Bu
caligmalarin sonucunda, 1994 yilinda Almanya'da DMF igeren “Fumaderm” adli ilag piyasaya
stiriildii (Mrowietz ve ark., 1999). Daha sonra Relapsing Remitting MS (RRMS) hastalarinda
yapilan pilot ¢aligmayla (n=10) DMF’nin MS hastaliginda kullanilabilecegi gosterilmistir
(Schimrigk ve ark., 2006).

2.3.2. Farmakolojik Ozellikleri

Oral alimdan sonra DMF, bagirsagin alkali ortaminda esterazlar tarafindan hidrolize edilerek
aktif metabolit olan Mono Metil Fumarat (MMF) haline hizla donistiiriiliir. Dimetil fumarat
bagirsak duvarindan gecemez ve bu nedenle, ana metabolit olarak MMF viicutta aktif bilesik
olarak kabul edilir (Ruggieri ve ark., 2014).Tamamen absorbe edildikten sonra, MMF kisa

siirede serum pik konsantrasyonlaria ulagir ve CNS de dahil olmak iizere tiim organlara esit
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sekilde dagilir. MMF, Krebs dongiisiinde, su ve karbondioksite metabolize olur ve solunum
yoluyla viicuttan atilir. Ayrica az miktarda da olsa idrar ve digki ile atilimi saglanir (Linker ve

Gold, 2013).

2.3.3. Multipl Skleroz Hastaliginda Dimetil Fumarat

Immiin modiilatér olarak DMF, MS hastaliginda 2006 yilinda kullanilmaya baslamistir
(Schimrigk ve ark., 2016) DMF’nin klinik etkinligi, RRMS evresindeki hastalarda, iki biiyiik
Faz III klinik ¢alismada gosterilmistir. Bu c¢alismalardan ilki DEFINE (RRMS de Oral
Fumaratin Etkinligi ve Giivenilirliginin Belirlenmesi) ikincisi ise CONFIRM (RRMS de Oral
Fumarat: Plasebo Kontrollii Faz 3 MS’de Oral Dimetil Fumarat veya Glatiramer Caligsmasi)
calismasidir (Fox ve ark., 2012; Gold ve ark., 2012).

DEFINE ¢alismast; ¢ift kor (Double Blind), Plasebo kontrollii ve ¢ok merkezli yiiriitiilmiis bir
calismadir. Bu ¢aligmada 1:1:1 oraninda randomize edilen RRMS hastalari (n=1,237) giinde iki
doz 240 mg DMF, giinde ti¢ doz 240 mg DMF ve plaseboyu oral olarak almislardir. Calismanin
birincil sonlanim noktasi, 2 yilin sonunda tekrarlayan hastalarm orami olmustur. ikincil
sonlanim noktasi ise, yillik tekrarlama orani(ARR), disabilite ilerlemesi ve T2 lezyonlarini
igeren ¢esitli MRG parametreleri goz Oniine alinarak belirlenmistir. Sonuglara gore, birincil
sonlanim noktasinda atak evresine giren hastalarin oran1 her iki DMF grubunda da plaseboya
gore daha diistik gézlenmistir (giinde iki doz DMF ile% 27, giinde {i¢ doz DMF ile% 27, plasebo
ile% 46). ARR oranlar da plaseboya kiyasla azalmistir (giinde iki doz DMF grubunda 0.17,
giinde ti¢ doz DMF grubunda 0.19, plasebo grubunda 0.36). Ayrica disabilite artisi, T2
lezyonlarinin sayisi ve biiyiikliigiinde iki DMF grubunda da plaseboya gore anlamli bir azalma
goriilmistiir (Gold ve ark., 2012).

CONFIRM, c¢alismasi; cift kor, Plasebo kontrollii ve ¢ok merkezli yiiriitiillen bagka bir
caligmadir. RRMS hastalari; oral plasebo, giinde iki doz 240 mg dimetil fumarat, giinde ii¢ doz
240 mg dimetil fumarat ve 20 mg Glatiramer asetat (GA) deri alt1 enjeksiyonu igin 1: 1: 1: 1
oraninda randomize edildi (n = 1,430). Calismanin birincil sonlanim noktasi, 2 yildaki ARR
orani, ikincil sonlanim noktasi ise, atak olan hastalarin orani, 2 yildaki sakatlik ilerlemesi ve T2
lezyonlarini igeren ¢esitli MRG parametreleriydi. 2 yil sonra, ARR, DMF ve GA tedavi
gruplarinda, plasebo grubuna gore daha diisiik saptandi (giinliik iki doz DMF i¢in 0.22, giinliik
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tic doz DMF igin 0.20; GA ig¢in; 0,29, plasebo i¢in 0.40). Ayrica T2 lezyonlarinin sayist ve
biiyiikliigiinde iki DMF grubu ve GA grubunda da plaseboya gore anlamli bir azalma goriildii.
DMEF veya GA tedavi gruplar ile plasebo arasindaki disabilite artisinda anlamli bir farklilik
bulunmadi1 (Fox ve ark., 2012). Bu iki ¢alisma DMF’nin belirgin bir yan etkisi olmadigi,
hastaligin klinik progresyonunu yavaslattigini ve immun yanitlar1 baskiladigi gosterilmistir
(Schimrigk ve ark., 2016).

Bu klinik ¢alismalar yani sira DMF’nin MS’in hayvan modeli olan deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit (EAE) klinik bulgular1 ve medulla spinaliste inflamatuar hiicre infiltrasyonu
baskiladig1 gosterilmistir (Chen ve ark., 2014; Miljkovic ve ark., 2015). Ayrica immun
hiicrelerde IL-17 ve IFN-y diizeyinde azalmaya yol agmistir (Chen ve ark., 2014). Diger bir
calismada EAE’ de Interferon-beta (IFN-B) ile birlikte kullanimi klinik ve histolojik skorlarda
daha belirgin diizelme saglamistir (Reick ve ark., 2014).

2.3.4. Dimetil Fumarat ve inflamasyon

DMF’nin anti-inflamatuar etkilere sahip oldugu daha o6nce yapilan in vivo ve in vitro
calismalarla gosterilmistir. Bu ¢alismalarda DMF, pro inflamatuar sitokin salinimlarini, NF-xB

sinyallemesini baskilamistir (Loewe ve ark., 2002; Schilling ve ark., 2006).

DMF’nin monosit kokenli dentritik hiicrelerde, THP-1 insan myelomonositik hiicrelerinde,
monosit-tiirevli makrofajlarda ve T-lenfositlerinde NF-kB yolagini inhibe etmistir. TNF- a IL-
lbeta ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin salinimini baskilamasiyla anti-inflamatuar
etkileri oldugu gosterilmistir (Cross ve ark., 2011; Peng ve ark., 2012; Gill ve Kolson, 2013;
Miglio ve ark., 2015).

DMF, santral sinir sisteminin immun hiicreleri olan hem astrositte hem de mikrogliada anti-
inflamatuar etki gostermektedir. Astrositte pro-inflamatuar etkileri olan TNF-a , IL-1beta, IL-
6 ve NO RNA diizeyinde baskilamaktadir (Wilms ve ark., 2010; Miljkovic ve ark., 2015).
Baska bir ¢alismada DMF nin astrositlerde inflamatuar yanitlar1 transkripsiyon faktorii olan
Niikleer faktor-E2-iligkili faktor 2 (Nrf2) yolagi ve histon deasetilaz ekspresyonunu
diizenleyerek yaptigi gosterilmistir (Kalinin ve ark., 2013). DMF’nin BV2 mikroglial
hiicrelerde TNF-a, PGE2 ve nitriti azathig bildirilmistir (Foresti ve ark., 2013). Diger bir
calismada, DMF Lipopolisakkarit (LPS) ile aktive edilmis primer mikroglia hiicrelerinde, ERK
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fosforilasyonu araciligi ile pro inflamatuar yanitlar olan indiiklenen nitrik oksit sentaz (INOS),

TNF-a, IL-1beta ve IL-6 sitokin salinimini azalttig1 gosterilmistir (Wilms ve ark., 2010).

2.3.5. Dimetil Fumarat ve inflamazom

DMF’nin sitoprotektif, antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip oldugunu gdsteren
yeteri kadar ¢aligma vardir. Fakat DMF ’nin inflamazom aktivasyonu {izerindeki etkileri yapilan
smirli sayidaki c¢aligmalarla gosterilmistir. DMF’nin  NLRP3 inflamazom aktivasyonu
tizerindeki etkileri mikroglial hiicrelerle ayni kokenden gelen makrofaj hiicre hattinda
gosterilmistir. Yapilan ¢alismada, THP-1 hiicrelerinde LPS ve ATP ile NLRP3 inflamazom
aktivasyonu indiiklenmis olup, DMF, aktivasyon sonucu salinan IL-1beta sitokininin seviyesini
azaltmistir. Ayrica Kaspaz-1 aktivitesi ve Kaspaz-1 aktivitesine bagli goriilen piroptotik hiicre
oliimiinii 6nledigi gosterilmistir (Miglio ve ark., 2015). Yapilan baska bir ¢alismada, Dekstran
Siilfat Sodyum (DSS) ile indiiklenen deneysel kolit fare modelinde, DMF’nin NLRP3
inflamazom aktivasyonu iizerine baskilayici etkileri gosterilmistir (Liu ve ark., 2016). Calisma
DSS ile indiiklenen kolit sonucunda IL-1lbeta, NLRP3 ve Kaspaz-1’in Messenger RNA
(mMRNA) ve protein seviyeleri serumda ve bagirsak dokusunda artis géstermis olup DMF bu

mRNA ve protein seviyelerini baskilamistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Calisma deneysel (in vitro ) bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calismamiz Haziran 2017 ile Aralik 2017 tarihleri arasinda 9 Eyliil Universitesi Izmir Biyotip
ve Genom Merkezinde (IBG) yiiriitiildii.

3.3. Calisma Materyali

Arastirmada N9 fare mikroglial hiicre hatt1 kullanildi.

3.4. Calismanin Degiskenleri

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

Bagimli degisken: Hiicre canlilik ve 6liim oranlari, ROS seviyesi, inflamatuar sitokinlerin (IL-

1beta ve IL-18) ve NLRP3 protein ve mRNA seviyesi, hiicre 6liim tipi

3.5. Veri Toplama Araclari

3.5.1. Hiicre Kiiltiiria

Calismamizda Dr. Paola Ricciardi-Castagnoli (Cellular Pharmacology Center, Milano, Italya)
tarafindan saglanan N9 fare mikroglial hiicre hatt1 kullanildi. C-myc transkripsiyon faktoriiniin
overekpresyonu ile immortalize edilmis olan N9 hiicre hattinin, primer fare mikroglia kiiltiirtinii
temsil ettigi daha dnce gosterilmistir (Righi ve ark., 1989). Hiicre kiiltiiri i¢in, %10 Fotal Sigir
Serumu (Fetal Bovine Serum; FBS), 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml
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streptomisin iceren RPMI 1640 hiicre kiiltiir ortami1 kullanildi. Hiicreler, 75 cm?2 lik flasklarda,
37°C ve 5% CO2 kosullarina sahip inkiibatorde idame ettirildi.

DMEF, LPS ve ATP ile yaptigimiz uygulamalarda ise Fotal Sigir Serumu igermeyen, 2 mM L-
Glutamin, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren RPMI 1640 hiicre kiiltiir ortami1
kullanildi. Hiicre kiiltiirii ortamlar1 hazirlanirken sterilize veya otoklavlanmis sise kullanilarak
yeteri kadar RPMI 1640 ortami konuldu. Daha sonra yine yeterli miktarlarda L-Glutamin,
penisilin ve streptomisin ilave edildi. Fotal Sigir Serumu 0,22 um’lik filtreden gegirilerek
karisima eklendi. Hazirlanan ortam pipetaj yardimiyla homojen bir hale getirildi. Homojen

ortamin bulundugu sise parafilm yardimiyla sarild1 ve de 4°C ‘de muhafaza edildi.

Hiicreler, Inverted faz kontrast mikroskobu ile kontrol edilip, saglikli ve konfluent hiicrelerin
pasaj1, 75 cm2 biiyiikliigiindeki hiicre kiiltiirii flasklarina, haftada 3 kere olacak sekilde, %0.05
Tripsin/EDTA ile yapildi. Bunun igin, hiicrelerin i¢inde bulundugu flask dik konuma getirilmis
daha sonra flask igerisindeki ortam hiicrelerin bulundugu yiizeye dikkat edilerek 10 ml serolojik
pipet yardimiyla uzaklastirildi. 5 ml PBS (Phosphate Buffered Saline) ile yikama yapildi ve
PBS uzaklastirildi. Ardindan, 3 ml Tripsin/EDTA flaska eklendi ve flask inkiibatore kaldirildi.
5 dakika beklemeden sonra, inkiibatorde alinan flask kabine geri getirildi. Hiicrelerin iyi bir
sekilde kalkmasini saglamak i¢in flaskin tabanina birkag¢ kere vurulduktan sonra flask dik bir
sekilde konuldu. Bundan sonra 7 ml komplet ortam 10 ml serolojik pipet yardimiyla flaska
eklendi. Hiicreler 10 ml serolojik pipetle 15 ml hacimli falkon tiipe alindi ve de 1500 rpm hizda
5 dk boyunca santrifiij islemi uygulanarak hiicreler ¢oktiiriildii. Supernatant uzaklastirildiktan
sonra pelet 2 ml komplet ortam ile bir¢ok kez pipetaj yapilarak suspanse edildi. Suspanse edilen
hiicreler Thoma laminda sayildi. Hiicre sayimi1 sonuglarina gore planlanan deney i¢in 6nerilen
yogunlukta hiicre ekimi yapildi. Deney yapilmayacaksa hiicreler 1/6 oraninda pasajlandi.
Pasajlama yapilan flask “Hiicre Hatt1 / Pasaj Numaras1 / Pasaj Oran1 / Pasaj Tarihi” bilgilerini

gosterecek sekilde kayit altina alindi. Kayit altina alinan flask inkiibatore kaldirildi.

3.5.2. Invitro Deneyler

3.5.2.1. Laktat Dehidrogenaz (LDH) ve CCK-8 Testi i¢in in vitro Deney

[k giin, inkiibatorden alinan flask faz kontrast mikroskobunda kontrol edildi. Pasajlama igin

yeterli yogunluga ulasan hiicreler, 3.5.1°de ki gibi hiicreler flasktan kaldirildi. Kaldirilan
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hiicreler Thoma laminda sayildiktan sonra, 96 kuyucuklu plaga kuyucuk basina 1x10* hiicre ve
200 pl son hacim olacak sekilde ekildi. Her kosul i¢in 5 kuyucuga ekim yapildi. Bos kontrol
olarak kullanilmak iizere 3 ayr1 kuyucuga sadece ortam konuldu. Ekimi yapilan 96 kuyucuklu

plak inkiibatore kaldirildi.

Ikinci giin, once deneyde kullanilacak olan ortam hazirlandi. Fotal Sigir serumu
icermeyen ve L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin igeren renksiz RPMI 1640 ortam
hazirlandiktan sonra su banyosunda 1sitilarak deney igin uygun hale getirildi. Daha sonra 96

kuyucuklu plak inkiibatérden alinarak deneye baslanildi.

Oncelikle kontrol, maksimal salinim, LPS+ATP ve DMF + LPS + ATP gruplarindaki ortamlar
vakum araciligiyla ¢ekildi. Daha sonra kontrol, maksimal salinim ve LPS+ATP gruplarina FBS
igermeyen renksiz deney ortami konuldu. DMF + LPS + ATP grubuna ise kuyucuk basina 100
ul hacminde 10 uM DMF eklendi ve 1 saat boyunca bu grup inkiibe edildi. 1 saatlik inkiibasyon
sonrasinda, LPS + ATP grubundaki ortam ¢ekilerek, kuyucuk basina 150 pl hacminde 1 pg/ml
LPS iceren deney ortami eklendi. Yine DMF + LPS + ATP grubuna kuyucuk basma 50 pl
hacminde 3 pug/ml LPS (son konsantrasyon= 1 pg/ml ) ve 10 uM DMF igeren deney ortami
eklendi ve hiicreler 4 saat boyunca inkiibe edildi. 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP
grubuna kuyucuk basina 50 ul hacminde 20 mM ATP (son konsantrasyon=5 mM) ve 1 pg/ml
LPS iceren deney ortami eklendi. Yine DMF + LPS + ATP grubuna ise 50 ul hacminde 20 mM
ATP (son konsantrasyon=5 mM) , 1 pg/ml LPS ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi
ve bu basamakta tiim kosullardaki kuyucuklarin son hacimleri 200 pl’ ye esitlenmis oldu.

Karisimlar eklendikten sonra hiicreler 1 saatlik inkiibasyona tabi tutuldu.

Inkiibasyon bitiminden sonra inkiibatorden alman hiicreler, hiicre &liimii ve canlilik
degerlendirmeleri i¢in sirastyla Laktat Dehidrogenaz (LDH) ve Cell Counting Kit-8 (CCK-8)

testlerine tabii tutuldu.

3.5.2.2. ELISA Yéntemiyle IL-1beta ve I1L-18 Sitokinlerinin Analizi i¢in in
vitro Deney

[k giin inkiibatdrden alinan flask faz kontrast mikroskobunda kontrol edildi. Pasajlama i¢in
yeterli yogunluga ulasan hiicreler, 3.5.1°de ki gibi Tripsin/EDTA uygulamasi ile flasktan

kaldirildi. Daha sonra kaldirilan hiicreler Thoma laminda sayildiktan sonra, modelimizin
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kosullarina gore 96 kuyucuklu plaklara, her kuyucuga 5x 10* hiicre son hacim 200 ul olacak
sekilde her kosul i¢in 5 kuyucuga ekim yapildi. Ekimi yapilan 96 kuyucuklu plaklar inkiibatore
kaldirildi.

Ikinci giin kullamlacak olan deney ortami hazirlandi. FBS igermeyen ve L-Glutamin, Penisilin
ve Streptomisin igeren renksiz RPMI 1640 ortam hazirlandiktan sonra su banyosunda 1sitilarak
deney i¢in uygun hale getirildi. Daha sonra 96 kuyucuklu plak inkiibatérden alinarak deneye
baslanildi.

Oncelikle kontrol, LPS+ATP ve DMF + LPS + ATP gruplarindaki ortamlar vakum araciligiyla
cekildi. Daha sonra kontrol ve LPS+ATP gruplarmma FBS icermeyen renksiz deney ortami
konuldu. DMF + LPS + ATP grubuna ise kuyucuk basina 100 pl hacminde 10 uM DMF eklendi
ve 1 saat boyunca bu grup inkiibe edildi. 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP
grubundaki ortam ¢ekilerek, kuyucuk basina 150 pl hacminde 1 pg/ml LPS i¢eren deney ortami
eklendi. Yine DMF + LPS + ATP grubuna kuyucuk bagma 50 pl hacminde 3 pg/ml LPS (son
konsantrasyon= 1 ug/ml ) ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi ve hiicreler 4 saat
boyunca inkiibe edildi. 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubuna kuyucuk basina
50 pl hacminde 20 mM ATP (son konsantrasyon=5 mM ) ve 1 pg/ml LPS iceren deney ortami
eklendi. Yine DMF + LPS + ATP grubuna ise 50 ul hacminde 20 mM ATP (son konsantrasyon=
1 pg/ml ), 1 pg/ml LPS ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi ve bu basamakta tiim
kosullardaki kuyucuklarin son hacimleri 200 ul’ ye esitlenmis oldu. Karisimlar eklendikten
sonra hiicreler 1 saatlik inkiibe edildi. Toplam 7 saatlik siire¢ sonrasinda kuyucuklarda ki son
hacimleri 200 pl olan plak inkiibatérden alindi. Sonrasinda ilgili proteinlerin - IL-1beta ve IL-

18 - sandvi¢ ELISA kitleri kullanilarak 6l¢iimler yapildi.

3.5.2.3. Inflamazom iliskili Sitokinler (IL-1beta ve IL-18) ve NLRP3
mRNA Diizeyinin Belirlenmesi I¢in in vitro Deney

Ik giin, inkiibatdrden alinan flask faz kontrast mikroskobunda kontrol edildi. Pasajlama igin
yeterli yogunluga ulasan hiicreler, 3.5.1°de ki gibi hiicreler flasktan kaldirildi. Kaldirilan
hiicreler Thoma laminda sayildiktan sonra, 6 kuyucuklu plaga kuyucuk basmna 3x10° hiicre ve
2 ml son hacim olacak sekilde komplet ortam ile ekildi. Her kosul i¢in 5 kuyucuga ekim yapildi.
Ekimi yapilan 6 kuyucuklu plaklar inkiibatore kaldirildi.
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Ikinci giin, 6nce kullanilacak olan deney ortami hazirlandi. FBS icermeyen ve L-Glutamin,
Penisilin ve Streptomisin iceren RPMI 1640 ortam hazirlandiktan sonra su banyosunda
1sitilarak deney i¢in uygun hale getirildi. Daha sonra 6 kuyucuklu plaklar inkiibatérden alinarak

deneye baslanildi.

Oncelikle kontrol, LPS+ATP ve DMF + LPS + ATP gruplarindaki ortamlar vakum araciligiyla
¢ekildi. Daha sonra kontrol ve LPS+ATP gruplarina FBS icermeyen deney ortami konuldu.
DMF + LPS + ATP grubuna ise kuyucuk basina 1 ml hacminde 10 uM DMF eklendi ve 1 saat
boyunca bu grup inkiibe edildi. 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubundaki ortam
cekilerek, kuyucuk basina 1500 pl hacminde 1 pg/ml LPS iceren deney ortami eklendi. Yine
DMF + LPS + ATP grubuna kuyucuk basmna 500 pl hacminde 3 pg/ml LPS (son
konsantrasyon= 1 pg/ml ) ve 10 uM DMF iceren deney ortami eklendi ve hiicreler 4 saat
boyunca inkiibe edildi. 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubuna kuyucuk basina
500 pl hacminde 20 mM ATP (son konsantrasyon=5 mM ) ve 1 ng/ml LPS igeren deney ortami
eklendi. Yine DMF + LPS + ATP grubuna ise 500 pl hacminde 20 mM ATP (son
konsantrasyon= 5 mM ), 1 pg/ml LPS ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi ve bu
basamakta tiim kosullardaki kuyucuklarin son hacimleri 2ml’ye esitlenmis oldu. Hiicreler 1 saat

boyunca inkiibatorde bekletildi.

Inkiibasyondan sonra, 6 kuyucuklu plaklar sirayla hiicre kaziyicisi ile kazinarak hiicrelerin
kaldirilmasi saglandi. Daha sonra emin olmak i¢in faz kontrast mikroskobu ile kontrol yapildi.
Kazinan hiicreler 2 mI’lik tiiplere i¢inde bulunduklar1 ortam ile aktarildi ve 1500 rpm *de 5 dk
boyunca santrifiij edildi. Tiiplerde bulunan siipernatant atilarak daha sonra kullanilacak olan
RNA izolasyon kitine ait olan lizis soliisyonundan 350 pl eklendi. Elde edilen lizat pipetleme
ve vorteksleme yapilarak homojenize edildi. Elde edilen homojenat daha sonra kullanilmak

tizere -80°C ye konuldu.

3.5.24. Iimmiinoblot Yontemiyle Kaspaz-1, NALP3 ve IL-1beta Protein
Diizeylerinin Analizi icin in vitro Deney

[k giin inkiibatorden alinan flask faz kontrast mikroskobunda kontrol edildi. Pasajlama igin

yeterli yogunluga ulasan hiicreler, 3.5.1’de ki gibi Tripsin/EDTA uygulamas: ile flasktan

kaldirildi. Daha sonra kaldirilan hiicreler Thoma laminda sayildiktan sonra, modelimizin
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kosullarma gore 75 cm2’lik flasklara, her flaska 3x 10° hiicre son hacim 8 ml olacak sekilde

her kosul i¢in 5 flaska ekim yapildi. Ekimi yapilan 75 cm?2’lik flasklar inkiibatore kaldirildi.

Ikinci giin énce kullanilacak olan deney ortami hazirlandi. FBS icermeyen ve L-Glutamin,
Penisilin ve Streptomisin igeren renksiz RPMI 1640 ortam hazirlandiktan sonra su banyosunda
isitilarak deney i¢in uygun hale getirildi. Daha sonra 75 cm2’lik flasklar inkiibatérden alinarak

deneye baslanildi.

Oncelikle kontrol, LPS+ATP ve DMF + LPS + ATP gruplarindaki ortamlar vakum araciligiyla
¢ekildi. Daha sonra kontrol ve LPS+ATP gruplarina FBS igermeyen renksiz deney ortami
konuldu. DMF + LPS + ATP grubuna ise flask basina 4 ml hacminde 10 uM DMF eklendi ve
1 saat boyunca bu grup inkiibe edildi. 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubundaki
ortam c¢ekilerek, Flask basina 6 ml hacminde 1 pg/ml LPS iceren deney ortami eklendi. Yine
DMF + LPS + ATP grubuna flask bagina 2 ml hacminde 3 pg/ml LPS (son konsantrasyon= 1
ug/ml) ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi ve flasklar 4 saat boyunca inkiibe edildi.
4 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubuna flask basina 2 ml hacminde 20 mM ATP
(son konsantrasyon=5 mM ) ve 1 pg/ml LPS igeren deney ortami eklendi. Yine DMF + LPS
+ ATP grubuna ise 2 ml hacminde 20 mM ATP (son konsantrasyon=5mM ), 1 pg/ml LPS ve
10 uM DMEF igeren deney ortami eklendi ve bu basamakta tiim kosullardaki kuyucuklarin son
hacimleri 8 ml’ye esitlenmis oldu. Son karisimlar eklendikten sonra flasklar 1 saat boyunca

inkiibatorde tutuldu.

Toplam 7 saatlik siire¢ sonrasinda son hacimleri 8 ml olan flasklar inkiibatérden alindi.
Sonrasinda hiicreler hiicre kaziyicilar yardimiyla flasklardan kaldirildi. Kaldirilan hiicreler

proteinaz inhibitorii iceren 1 ml RIPA soliisyonuna konularak daha sonra kullanilmak iizere -

80°C ye konuldu.

3.5.2.5. Kaspaz Aktivite Testi I¢in in vitro Deney

[k giin inkiibatdrden alinan flask faz kontrast mikroskobunda kontrol edildi. Pasajlama i¢in
yeterli yogunluga ulasan hiicreler, 3.5.1°de ki gibi hiicreler Tripsin/EDTA uygulamasi ile
flasktan kaldirildi. Daha sonra kaldirilan hiicreler Thoma laminda sayildiktan sonra,

modelimizin kosullarina gére siyah 96 kuyucuklu plaga, her kuyucuga 1 x 10*hiicre son hacim
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200 pl olacak sekilde her kosul i¢in 5 kuyucuga ekim yapildi. Ekimi yapilan siyah 96 kuyucuklu
plak inkiibatore kaldirildi.

Ikinci giin kullanilacak olan deney ortami1 hazirlandi. FBS icermeyen ve L-Glutamin, Penisilin
ve Streptomisin igeren renksiz RPMI 1640 ortam hazirlandiktan sonra su banyosunda 1sitilarak
deney i¢in uygun hale getirildi. Daha sonra 96 kuyucuklu plak inkiibatérden alinarak deneye
baslanildi. Once ortamlar vakum aracilifiyla ¢ekildi. Daha sonra kontrol ve LPS+ATP
gruplarina FBS icermeyen renksiz deney ortami konuldu. DMF + LPS + ATP grubuna ise
kuyucuk basina 100 pl hacminde 10 uM DMF eklendi ve 1 saat boyunca bu grup inkiibe edildi.
1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubundaki ortam ¢ekilerek, kuyucuk basina 150
pl hacminde 1 pg/ml LPS igeren deney ortami eklendi. Yine DMF + LPS + ATP grubuna
kuyucuk bagina 50 pl hacminde 3 pg/ml LPS (son konsantrasyon= 1 pg/ml) ve 10 uM DMF
iceren deney ortami eklendi ve hiicreler 4 saat boyunca inkiibe edildi. 4 saatlik inkiibasyon
sonrasinda, LPS + ATP grubuna kuyucuk basina 50 pl hacminde 20 mM ATP (son
konsantrasyon=5 mM) ve 1 ug/ml LPS igeren deney ortami eklendi. Yine DMF + LPS + ATP
grubuna ise 50 pl hacminde 20 mM ATP (son konsantrasyon=5 mM ), 1 pg/ml LPS ve 10 uM
DMF igeren deney ortami eklendi ve bu basamakta tiim kosullardaki kuyucuklarin son
hacimleri 200 ul’ ye esitlenmis oldu. Karigimlar eklendikten sonra hiicreler 1 saatlik

inkiibasyona tabi tutuldu.

Inkiibasyon sonrasinda, Kaspaz Aktivite kiti kullanilarak Kaspaz aktivitesi analiz edildi.

3.5.2.6. Piroptotik Oliimiin Mikroglia Hiicrelerinde Gésterimi I¢in in vitro
Deney

Ik giin inkiibatdrden alinan flask faz kontrast mikroskobunda kontrol edildi. Pasajlama igin
yeterli yogunluga ulasan hiicreler, 3.5.1’de ki gibi hiicreler flasktan kaldirildi. Daha sonra
kaldirilan hiicreler Thoma laminda sayildiktan sonra, modelimizin kosullarina gore siyah 48
kuyucuklu plaga, her kuyucuga 3 x 10* hiicre son hacim 400 pl olacak sekilde her kosul igin 5
kuyucuga ekim yapildi. Ekimi yapilan siyah 48 kuyucuklu plak inkiibatore kaldirildi.
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Ikinci giin 6nce kullanilacak olan deney ortami hazirlandi. FBS icermeyen ve L-Glutamin,
Penisilin ve Streptomisin igeren renksiz RPMI 1640 ortam hazirlandiktan sonra su banyosunda
1sitilarak deney i¢in uygun hale getirildi. Daha sonra 48 kuyucuklu plak inkiibatdrden alinarak
deneye baslanildi.

Oncelikle kontrol, LPS+ATP ve DMF + LPS + ATP gruplarindaki ortamlar vakum araciligiyla
¢ekildi. Daha sonra kontrol ve LPS+ATP gruplarina FBS icermeyen deney ortami konuldu.
DMF + LPS + ATP grubuna ise kuyucuk basma 200 pul hacminde 10 uM DMF eklendi ve 1
saat boyunca bu grup inkiibe edildi. 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubundaki
ortam ¢ekilerek, kuyucuk bagina 300 pl hacminde 1 pg/ml LPS iceren deney ortami eklendi.
Yine DMF + LPS + ATP grubuna kuyucuk basina 100 pl hacminde 3 pg/ml LPS (son
konsantrasyon= 1 ug/ml) ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi ve hiicreler 4 saat
boyunca inkiibe edildi. 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubuna kuyucuk basina
100 pl hacminde 20 mM ATP (son konsantrasyon=5 mM ) ve 1 pg/ml LPS i¢eren deney ortami
eklendi. Yine DMF + LPS + ATP grubuna ise 100 pl hacminde 20 mM ATP (son
konsantrasyon= 5 mM ), 1 pg/ml LPS ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi ve bu
basamakta tlim kosullardaki kuyucuklarin son hacimleri 400 pl’ ye esitlenmis oldu. Hiicreler 1

saat boyunca inkiibatorde bekletildi.

Inkiibasyon sonrasinda, PI boyas1 kullanilarak piroptotik 6liimii gdstermek amaciyla hiicreler

boyandi ve floresan mikroskobuyla goriintiilendi.

3.5.2.7. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Belirlenmesi icin in vitro
Deney

[k giin inkiibatérden alman flask faz kontrast mikroskobunda kontrol edildi. Pasajlama igin
yeterli yogunluga ulasan hiicreler, 3.5.1’de ki gibi Tripsin/EDTA uygulamas: ile flasktan
kaldirildi. Daha sonra kaldirilan hiicreler Thoma laminda sayildiktan sonra, modelimizin
kosullarina gore 25 cm2’lik flasklara, her flaska 1 x 10° hiicre son hacim 4 ml olacak sekilde

her kosul i¢in 5 flaska ekim yapildi. Ekimi yapilan 25 cm?2’lik flasklar inkiibatore kaldirildi.

Ikinci giin kullanilacak olan deney ortami hazirlandi. FBS icermeyen ve L-Glutamin, Penisilin

ve Streptomisin igeren RPMI 1640 ortam hazirlandiktan sonra su banyosunda isitilarak deney
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icin uygun hale getirildi. Ayrica her kosul i¢in gereken karigimlar hazirlandi. Daha sonra 25

cm?2’lik flasklar inkiibatorden alinarak deneye baslanildi.

Oncelikle kontrol, LPS+ATP ve DMF + LPS + ATP gruplarindaki ortamlar vakum araciligiyla
¢ekildi. Daha sonra kontrol ve LPS+ATP gruplarina FBS igermeyen deney ortami konuldu.
DMF + LPS + ATP grubuna ise flask basina 2 ml hacminde 10 uM DMF eklendi ve 1 saat
boyunca bu grup inkiibe edildi. 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubundaki ortam
cekilerek, Flask basina 3 ml hacminde 1 pg/ml LPS iceren deney ortami eklendi. Yine DMF +
LPS + ATP grubuna flask basina 1 ml hacminde 3 pg/ml LPS (son konsantrasyon= 1 ug/ml)
ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi ve flasklar 4 saat boyunca inkiibe edildi. 4 saatlik
inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubuna flask bagma 1 ml hacminde 20 mM ATP (son
konsantrasyon=5mM ) ve 1 ug/ml LPS iceren deney ortami eklendi. Yine DMF + LPS + ATP
grubuna ise 1 ml hacminde 20 mM ATP (son konsantrasyon=5 mM), 1 ug/ml LPS ve 10 uM
DMF igeren deney ortami eklendi ve bu basamakta tiim kosullardaki kuyucuklarin son

hacimleri 4 ml’ye esitlenmis oldu. Flasklar 1 saat daha inkiibatorde bekletildi.

Inkiibasyon bitiminden sonra hiicrelerin mitokondriyal membran potansiyeli JC-1 boyamasiyla

akig sitometrisi uygulanarak analiz edildi.

3.5.2.8. Mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirlerini iImmiinflorasan
Boyamayla Belirlenmesi I¢in in vitro Deney

Ik giin inkiibatorden alinan flask faz kontrast mikroskobunda kontrol edildi. Pasajlama igin
yeterli yogunluga ulasan hiicreler, 3.5.1’de ki gibi Tripsin/EDTA uygulamas: ile flasktan
kaldirildi. Daha sonra kaldirilan hiicreler Thoma laminda sayildiktan sonra, modelimizin
kosullarma gore siyah 48 kuyucuklu plaga, her kuyucuga 3 x 10° hiicre son hacim 400 pl olacak
sekilde her kosul i¢in 5 kuyucuga ekim yapildi. Ekimi yapilan siyah 48 kuyucuklu plak
inkiibatore kaldirildi.

Ikinci giin 6nce kullanilacak olan deney ortami hazirlandi. FBS icermeyen ve L-Glutamin,
Penisilin ve Streptomisin iceren RPMI 1640 ortam hazirlandiktan sonra su banyosunda
1sitilarak deney i¢in uygun hale getirildi. Daha sonra 48 kuyucuklu plak inkiibatdrden alinarak
deneye baslanildi.
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Oncelikle kontrol, LPS+ATP ve DMF + LPS + ATP gruplarindaki ortamlar vakum araciligiyla
¢ekildi. Daha sonra kontrol ve LPS+ATP gruplarina FBS icermeyen deney ortami konuldu.
DMF + LPS + ATP grubuna ise kuyucuk basma 200 pul hacminde 10 uM DMF eklendi ve 1
saat boyunca bu grup inkiibe edildi. 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubundaki
ortam ¢ekilerek, kuyucuk bagina 300 pl hacminde 1 pug/ml LPS iceren deney ortami eklendi.
Yine DMF + LPS + ATP grubuna kuyucuk basmna 100 pl hacminde 3 pg/ml LPS (son
konsantrasyon= 1 pg/ml ) ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi ve hiicreler 4 saat
boyunca inkiibe edildi. 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubuna kuyucuk basina
100 pl hacminde 20 mM ATP (son konsantrasyon=5 mM ) ve 1 pg/ml LPS iceren deney
ortami eklendi. Yine DMF + LPS + ATP grubuna ise 100 pul hacminde 20 mM ATP (son
konsantrasyon= 5 mM ), 1 pg/ml LPS ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi ve bu
basamakta tiim kosullardaki kuyucuklarin son hacimleri 400 pul’ ye esitlenmis oldu. Hiicreler 1

saat daha inkuibatorde bekletildi.

Inkiibasyon sonrasinda, MitoSOX kiti kullanilarak mitokondriyal ROS miktarmi gdstermek

amactyla hiicreler boyandi ve floresan mikroskobuyla goriintiilendi.

3.5.2.9. Mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirlerini Belirlenmesi icin in vitro
Deney

Ik giin inkiibatorden alinan flask faz kontrast mikroskobunda kontrol edildi. Pasajlama igin
yeterli yogunluga ulasan hiicreler, 3.5.1°de ki gibi Tripsin/EDTA uygulamasi ile flasktan
kaldirildi. Daha sonra kaldirilan hiicreler Thoma laminda sayildiktan sonra, modelimizin
kosullarina gore siyah 96 kuyucuklu plaga, her kuyucuga 1 x 10* hiicre son hacim 200 pl olacak
sekilde her kosul i¢in 5 kuyucuga ekim yapildi. Ekimi yapilan siyah 96 kuyucuklu plak
inkiibatore kaldirildi.

Ikinci giin kullanilacak olan deney ortami hazirlandi. FBS igermeyen ve L-Glutamin,
Penisilin ve Streptomisin igeren renksiz RPMI 1640 ortam hazirlandiktan sonra su banyosunda
1sitilarak deney icin uygun hale getirildi. Daha sonra 96 kuyucuklu plak inkiibatérden alinarak
deneye baslanildi.

Oncelikle kontrol, LPS+ATP ve DMF + LPS + ATP gruplarindaki ortamlar vakum
araciliiyla ¢ekildi. Daha sonra kontrol ve LPS+ATP gruplarina FBS icermeyen renksiz deney
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ortami1 konuldu. DMF + LPS + ATP grubuna ise kuyucuk bagina 100 pl hacminde 10 uM DMF
eklendi ve 1 saat boyunca bu grup inkiibe edildi. 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP
grubundaki ortam ¢ekilerek, kuyucuk bagina 150 pl hacminde 1 pg/ml LPS iceren deney ortami
eklendi. Yine DMF + LPS + ATP grubuna kuyucuk bagina 50 pl hacminde 3 pg/ml LPS (son
konsantrasyon= 1 pg/ml ) ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi ve hiicreler 4 saat
boyunca inkiibe edildi. 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS + ATP grubuna kuyucuk basina
50 ul hacminde 20 mM ATP (son konsantrasyon=5 mM ) ve 1 ug/ml LPS i¢eren deney ortami
eklendi. Yine DMF + LPS + ATP grubuna ise 50 ul hacminde 20 mM ATP (son konsantrasyon=
5mM ), 1 pg/ml LPS ve 10 uM DMF igeren deney ortami eklendi ve bu basamakta tiim
kosullardaki kuyucuklarin son hacimleri 200 pl” ye esitlenmis oldu. Hiicreler 1 saat boyunca
inkiibe edildi. Toplam 7 saatlik siire¢ sonrasinda kuyucuklarda ki son hacimleri 200 pl olan

plak inkiibatérden alindi.

Inkiibasyon bitiminden sonra, MitoSOX kiti kullamilarak mitokondriyal ROS miktar

belirlendi.

3.5.3. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Testi

DMF’nin, inflamazom aktivasyonu sonucu meydana gelen hiicre 6liimiine etkisi, LDH salinimi
yapilarak belirlendi. LDH salinimina Cytotoxicity Detection Kiti (Roche, Almanya) ile bakildi.
Bunun i¢in kontrol grubu ve maksimal salinim gruplar1 kullanildi. Kontrol grubunda higbir ek
faktor kullanilmazken, maksimal salinim grubunda hiicreler deney sonunda lizis tamponu ile
lize edildi ve LDH testi i¢in maksimal 6liim grubu olusturuldu. Kontrol grubu ve maksimal
salimim gruplart LPS+ATP ile indiiklenen 6liimii ve DMF nin bu dliimlere karsi ne kadar
koruyucu oldugunun hesaplanmasinda kullanildi. Sonrasinda biitiin kuyucuklardan 100 pl
slipernatant yeni bir 96 kuyucuklu plaga aktarildi. Kit ile beraber gelen LDH deteksiyon
soliisyonundan 6rnek basina 100 ul konuldu. Ornekler oda sicakliginda 15 dakika boyunca
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda drnekler ¢oklu plak okuyucusunda Varioskan (Thermo, ABD) 490 nm ve
referans olarak da 620 nm dalga boyunda okutma yapildi. Yiizde hiicre 6liimii asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi:
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% Sitotoksisite = (Bulunan absorbans- Kontrol absorbans) / (Maksimal Salinim Absorbansi-
Kontrol absorbans1) X 100

3.5.4. CCK-8 Testi

DMEF’ nin hiicre canliligina etkisinin 6l¢iilmesinde CCK-8 (Sigma Aldrich, St. Louis, ABD)
kullanildi. CCK-8  testi  WST-8  (2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
distilfofenil)-2H-Tetrazolyum, Monosodyum tuzunun indirgenmesi ile turuncu renk
vermektedir. Bu reaksiyon hiicresel dehidrojenazlar tarafindan gerceklestirilir ve WST-8 1-

metoksi PMS’in varliginda turuncu formazanin olugsmasina yol acar.

Inkiibasyon bitiminde, kuyulardan 100 pl kadar LDH testi icin siipernatant alindiktan sonra,
WST-8 soliisyonundan her kuyucuga 10 ul konuldu. iki saat sonra absorbanslar ¢oklu plak
okuyucusunda ( Varioskan, Thermo, ABD) 450 nm ve 620 nm referans dalga boyunda

okutuldu. Yiizde hiicre canlilig1 agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

% Viabilite=(Bulunan absorbans/Maksimum absorbans)X100

3.5.5. ELISA Yontemiyle IL-1beta ve IL-18 Sitokinlerinin Analizi

DMF’nin mikroglial hiicrelerde inflamazom aktivasyonuna etkileri, IL-1beta ve I1L-18 sitokin
diizeylerinin miktarlarinin belirlenmesi ile yapildi. Sandwich ELISA (Ebioscience, Viyana,

Avusturya) hazir kitleri IL-1beta ve IL-18 sitokinlerinin analizi i¢in kullanildi.

[lk olarak, hazir kitlerin icinde bulunan standart soliisyonu hazirlandi. Standart 1 ml steril su ile
¢oziildii. Coziilen standart ana stok olarak hazirlandi ve konsantrasyonu 1000 pg/ml’dir. Bu
soliisyon daha sonra seri diliisyon yapilarak 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,5
pg/ml ve 15.6 pg/ml konsantrasyonlarina seyreltildi. Tiim bu konsantrasyonlar standart egri
cizmek ic¢in kullanildi. Deney sonucunda elde edilen ornekler, kullanilmadan 6nce 1:15
oraninda seyreltildi. Seyreltilen 6rneklerden 100 pl kullanildi. Ornekler IL-1beta ve IL-18 kapl
hazir Sandwich ELISA plaklarina eklendi ve 2 saat boyunca inkiibasyona maruz birakildi.
Inkiibasyondan sonra plaklar yine kitle beraber gelen yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi.

Yikamadan sonra, her kuyuya 100 ul biyotin konjuge soliisyonu eklendi ve plaklar yeniden 1
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saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda tekrardan yikama islemi
tekrarlandi. Daha sonra, her kuyuya 100 pl HRP-Avidin soliisyonu eklenerek plak tekrardan 30
dakika boyunca inkiibasyonda tutuldu. Bu inkiibasyondan sonra, tekrardan yikama yapildi. Bu
sefer plak yikama soliisyonuyla 3 - 5 defa yikandi. Yikamadan sonra son olarak her kuyuya 100
ul substrat eklendi ve plak 15 dakika boyunca oda sicakliginda karanlik bir ortamda
inkiibasyonda tutuldu. Inkiibasyondan sonra 6rneklerin renk déniisiimleri kontrol edildi ve kuyu
basina 100 pl stop soliisyonu eklendi. Plagin 450 ve 620 nm dalga boylarinda okumasi ¢oklu
plak okuyucu yardimiyla yapildi.

3.5.6. inflamazom iliskili Sitokinlerin (IL-1beta ve 1L-18) ve NLRP3 icin mRNA
Diizeyinin Belirlenmesi

3.5.6.1. RNA izolasyonu

DMF’nin inflamazom aktivasyonuna etkileri, Real time PCR (RT-PCR) yontemi kullanilarak
IL-1beta, 1L-18 ve NACHT, LRR ve PYD domainleri igeren Protein 3 (NALP3) mRNA
diizeyleri tayin edilerek incelendi. Bunun igin dncelikle Total RNA, Nucleospin RNA izolasyon
kiti (Macherey — Nagel, Diiren, Almanya) ile izole edildi. izolasyon icin drnek basmna 350 ul
LBP lizis soliisyonundan eklendi. Lizis soliisyonu eklenen ornekler pipetleme ve daha sonra
vorteksleme ile iyice parcalandi. Parcalanan ornekler kitle beraber gelen gDNA temizleme
kolonu kullanilarak 30 saniye boyunca 11,000 x g de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 kolondan
gecen siviya 100 pl Binding solution eklendi ve de vorteksleme ve pipetleme ile iyice
karistirildi. Bundan sonraki adimda tizerlerine Binding solution eklenen 6rnekler RNA Plus
kolonuna aktarildi. RNA plus kolonlar1 15 saniye boyunca 11,000 g de santrifiij edildikten sonra
kolondan gegen siv1 atildi ve kolonu yikama islemine gegildi. Oncelikle mavi kolon 200 pl
WABI soliisyonu ile 5 saniye boyunca 11,000 g de santrifiij edildi. Daha sonra mavi kolon yeni
bir 2 ml hacminde toplama tiipiine yerlestirildikten sonra 600 pl WB2 soliisyonu eklenerek 15
saniye boyunca 11,000 g de santrifiij edildi. Bu basamaktan sonra kolon bir kez daha 250 pl
WB2 soliisyonu eklenerek 2 dakika boyunca 11,000 g de santrifiij edildi. Yikama islemi
bittikten sonra yeni bir toplama tiipiline yerlestirilen mavi kolona 30 pl niikleaz icermeyen su
eklendi eklendi ve 1 dakika boyunca 11,000 x g de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda ayn1

islem tekrarlanarak RNA’nin eliisyonu tamamlandi.
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Eliisyon sonrasinda RNA nin saflig1 ve konsantrasyonu spektrofotometrik 6l¢tim yontemiyle,
Nanodrop cihazi araciligiyla analiz edildi. A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 kontrol edilen
RNA orneklerinden degerleri 1,8 ile 2,2 arasinda olan 6rnekler kullanima uygun olarak kabul

edildi ve daha sonra kullanilmak iizere -80°C ye kaldirildi.

3.5.6.2. cDNA Sentezi

RNA izolasyonu sonrasinda, RNA’larini elde ettigimiz 6rneklerden iScript (Bio-Rad, ABD)
Komplementer DNA (cDNA) sentez kitiyle cDNA sentezi yapildi. Sentezleme sirasinda, bir
reaksiyon 1pug RNA, 4 ul iScript Reaksiyon karigimi, 1 pl iScript Reverse Transkriptaz enzimi
ve de 14 pl niikleaz igermeyen su eklendi. Reaksiyonun toplam hacmi 20 pl’ ye ayarlandi.
Ornekler termal déngii cihazinda reaksiyona sokuldu. Reaksiyon 3 dakika 25°C de priming, 20
dakika 46°C de reverse transkripsiyon ve de 1 dakika 95°C de RT inaktivasyon seklinde
kuruldu. Reaksiyon tamamlandiginda ise 6rnekler termal dongii cihazindan alinarak daha sonra

kullanilmak tizere -80°C ye kaldirildu.

3.5.6.3. RT-PCR Analizi

cDNA sentezlenmesinden sonra, elde edilen cDNA’ler ile RT-PCR analizi yapildi. RT-PCR
analizi i¢cin GoTaq qPCR (Promega, ABD) kiti kullanildi. Biitiin islemler buz iizerinde
gerceklestirildi. Oncelikle, kitin i¢inde bulunan gPCR master karisimi buz iizerinde ¢oziildii.
Coziilme isleminden sonra RT-PCR i¢in reaksiyon kuruldu. Reaksiyon kurulurken, reaksiyon
basina 10 pl hacminde SYBR green iceren 5X Master karisimi, 1 pl forward ve 1 pl reverse
primer, 2ul cDNA ve de 6 pl niikleaz igermeyen su kullanildi. RT-PCR analizi igin Light Cycler
1.5 (Roche, Almanya) cihazi kullanildi. Inflamazom markérleri olan IL-1beta, IL-18 ve NLRP3
mRNA’larina spesifik primerler ile analiz yapildi. Analiz yapilirken ayrica Housekeeping gen
olan Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) kullanilarak Grnekler arasinda
normalizasyon saglandi. Reaksiyon, 10 dakika 95°C, 10 saniye 60°C ve 30 saniye 72°C seklinde
40 dongii olarak yapildi. RT-PCR analizi bittikten sonra, reaksiyonun kalite kontrolii erime
egrisi analiziyle saglandi. Daha sonra gruplar arasindaki ekspresyon degisimleri AACt yontemi

ile hesaplandi.
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Tablo 1: Primer Listesi

IL-1beta F S-TTCTTTTCCTTCATCTTTGAAGAAG-3'
R S-TCCATCTTCTTCTTTGGGTATTGTT-3'
IL-18 5-GAAGAACACTTGGCCCTGAG-3'

S-TTTCACAGGCATGTGGTAGC-3'

F

R
NALP3 F S-TGCCTGTTCTTCCAGACTGGTGA-3'

R 5’-CACAGCACCCTCATGCCCGG-3
GAPDH F 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3°
R

5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3"

3.5.7. Immiinoblot Yéntemiyle Kaspaz-1, NALP3 ve IL-1beta Proteinlerinin
Analizi

DMF’nin inflamazom aktivasyonuna etkisini protein diizeyinde gdstermek i¢in, inflamazom
proteini olan NALP3, aktivasyon i¢in gerekli olan Kaspaz-1 enzimi, bu proteinlere 6zel
antikorlar kullanilarak analiz edildi. Bu proteinlerin yaninda, hem hiicre i¢i hem de salinan IL-
lbeta sitokini, uygun antikor kullanilarak tayin edildi. BCA protein analiz yontemi ile
orneklerin protein konsantrasyonlar1 belirlendi. Protein O6rnekleri, SDS-PAGE jel ile
ayrimlanip, PVDF (poliviniliden difiloriir) membranma aktarildi. Membrana uygulanan
bloklama isleminden sonra, 6rnekler Kaspaz-1, NALP3, IL-1beta ve kontrol protein olan Beta-
aktin antikoruyla inkiibe edildi. Immiinoblot islemi yapilirken, Kaspaz-1 ve IL-1betanin hem
pro-formlarina hem de olgun formlar1 analiz edildi. Bunun i¢in proteinlerin iki formunu da tayin
edebilecek farkli antikorlar kullanilmigtir. Daha sonra, 6rnekler Horseradish Peroxidase (HRP)
ile isaretli sekonder antikor ile inkiibe edildi. Goriintileme, kemiluminesans ydntemine
dayanan ECL kiti kullanilarak yapildi. Goriintiiler, UVP jel dokiimantasyon sistemi yardimiyla
alindi. Band yogunluklar1 ImageJ programi kullanilarak dansitometrik analizi yapildi.
Supernatantta ki proteinlerin sonuclar1 dansitometrik olarak, hiicre i¢i proteinler ise aktin

bandina oranlanarak olarak verildi.
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Tablo 2: Antikor Listesi

IL-1beta Abcam Ab-9722 Anti-Rabbit
NALP3 Adipogen Ag-20b-0014-c100  Anti-Mouse
Kaspaz-1  Abcam Ab-1872 Anti-Rabbit
Beta-Aktin  Abcam ADb-8727 Anti-Rabbit

3.5.8. Kaspaz-1 Aktivite Testi

Hiicresel kaspaz-1 aktivitesi, Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay (Promega, Madison,
ABD) kitiyle, iiretici tarafindan saglanan protokole gore oOlciilmiistiir. , Caspase-Glo® 1
Inflammasome Assay Kiti, Ac-YVAD-CHO isimli Kaspaz-1 inhibitoriinii kullanmaktadir. Bu
inhibitoriin kullanilmasi, Kaspaz-1 aktivitesini %99 oraninda disiiriirken diger Kaspaz
enzimlerinin aktivitesinde biiylik bir degisiklige neden olmaz. Bu sebepten dolayr Caspase-
Glo® 1 Inflammasome Assay kiti Kaspaz-1 aktivitesini spesifik bir sekilde analizi etmemizi

saglamistir.

Deney sirasinda, 96 kuyucuklu plakta yapilan deneyde, kuyularda 200 pl olan toplam hacim
her kuyudan 100 pl hacim mikro pipet yardimiyla dikkatlice ¢ekilip atilarak 100 pl son hacmine
diistiriildii. Daha sonra, kuyu basina 100 pl Caspase-Glo® 1 soliisyonu eklendi. 96 kuyucuklu
plak, oda sicakliginda 30 dk. — 1 saat kadar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
Kaspaz-1 aktivitesi iireticinin protokoliine gore dl¢iilmiistiir. Absorbans luminometre (Berthold
Technologies Centro XS3 LB 960) ile okunmustur. Sonuglar kontrole goére oranlanarak

verilmistir.

3.5.9. Piroptotik Oliimiin Mikroglia Hiicrelerinde Gosterimi

Deney modelinin tamamlanmasindan sonra 48 kuyucuklu plak inkiibatorden alindi. Kuyu
basia 50 pg/ml PI boya eklendi ve 15 dakika boyunca hiicreler boya ile inkiibe edildi. Daha
sonra boyanan hiicreler floresan mikroskobuyla goriintiilendi. Her bir kuyudan 20X biiylitmede

5 alan fotograflandi. Bu fotograflardan ImageJ programu ile PI pozitif hiicreler sayildu.
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3.5.10. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin JC-1 Boyama ile Belirlenmesi

DMF’nin mitokondriyal membran potansiyeline etkisi JC-1(Thermo Fisher, ABD) boyamasi
ile akis sitometrisinde analiz edildi. Deney modelinin tamamlanmasindan sonra flasklar
inkiibatorden alindi ve tripsi/EDTA wuygulamasiyla hiicreler kaldirildi. Faz kontrast
mikroskobuyla hiicreler kontrol edildikten sonra 6rnekler 15 ml hacmindeki tiiplere toplandi.
Tipler 5 dakika boyunca 1500 rpm de santrifiij edildi. Sonrasinda siipernatantlar atildi ve hiicre
peletleri PBS ile ¢oziilerek yikandi. Yikanan hiicreler tekrar ayni kosullarda santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda silipernatantlar1 atilan 6rnekler 500 pl 1X Binding Bufferda ¢oziildii.
Bundan sonra her 6rnege 5 pl JC-1 boyasi eklendi ve ornekler 15 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibasyonda tutuldu. inkiibasyon sonrasinda hiicreler, &rnek basina en az 1x10*

hiicre sayimi1 yapilacak sekilde akis sitometrisinde analiz edildi.

3.5.11. Mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirlerini MitoSOX Boya ile Belirlenmesi

Deney modelinin tamamlanmasindan sonra mitokondriyal siiperoksit seviyesi, MitoSOX
(Thermo Fisher, ABD) boyamasiyla 6lgiildii. Hiicreler MitoSOX ile 15 dakika boyunca
boyandi. Boyama bittikten sonra, 96 kuyucuklu plagin 510 ve 580 nm dalga boylarinda okumast
coklu plak okuyucu yardimiyla yapildi.

3.5.12. Mitokondriyal Reaktif Oksijen Tiirlerini Immunhistokimyasal Boyamayla
Belirlenmesi
Deney modeli tamamlandiktan sonra, mitokondriyal siiperoksit seviyesi, MitoSOX (Thermo

Fisher, ABD) boyamasi ile gosterildi. Hiicreler MitoSOX ile 15 dakika boyunca boyandi.

Boyama bittikten sonra, hiicreler floresan mikroskop araciligiyla goriintiilendi.
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3.6. Arastirma Plami ve Takvimi:

Projelendirme

)

[ Mayis 2017 — Haziran 2017 }

Hiicre Bliim ve Canhlik Testleri

ELiZA Deneyleri

gqPCR Deneyleri

0

[ Haziran 2017 — Kasim 2017

Western Blot Deneyleri

ROS Deneyleri

-~/ __J ~_J ~_ S S S

[ Kasim 2017 — Aralhk 2017 } { Tez Yazimi

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi:

Arastirma sonuglarinin analizleri Graphpad Prism 7.0 programi kullanilarak yapildi. Veriler
ortalama + standart hata bi¢iminde verildi. Gruplar arasi karsilastirma yapmak i¢in Mann-
Whitney U testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi tiim degerlendirmelerde p <0.05 olarak kabul
edildi.

3.8. Arastirmanin Simirhhiklar::

Tez ¢alismamizda ki siirliliklardan ilki, calismanin N9 mikroglia hiicre hattinda yapilmis
olmasidir. Primer mikroglia hiicrelerinin N9 hiicre hattiyla benzerlikleri olsa da calisma
sonuclarimizin primer mikroglia hiicrelerinde konfirme edilmesi uygundur. Diger yandan
¢alismanin in vivo olarak tekrarlanmasi gerekmektedir. Calismamizda ki diger bir sinirlilik ise,
caligmalar yapilirken sadece NLRP3 inflamazom aktivasyonun c¢alisilmasidir. Diger
inflamazom tiirlerinin de dikkate alinarak ¢alisilmasi uygun olacaktir. Son olarak DMF’nin
gosterdigi etkileri hangi yolaklar iizerinden gerceklestirdigi bilinmemektedir. Bundan sonraki

calismalarda bu yolaklar incelenmelidir.
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3.9. Etik Kurul Onayu:

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu 15.06.2017 tarih 3391-
GOA protokol numarali 2017/16-21 karar numarali kararinda ¢alismamizin etik agidan uygun

oldugu sonucu ¢ikmaistir.
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4. SONUCLAR

4.1. DMF’nin Efektif Dozunun Belirlenmesi

Ik olarak DMF nin bazal hiicre 6liimii iizerinde etkisine bakildi. 96 kuyucuklu plaklara, kuyu
basina 1x10* olacak sekilde ekilen hiicrelere DMF nin ¢gesitli dozlar1 (1 pM, 5 uM, 10 uM ve50
uM) uygulandi. DMF’nin toksisite gostermedigi dozu bulmak amaciyla LDH testi yapildu.
Buna gore, kullanilan dozlar hiicreler iizerinde sitotoksisite gostermemistir. DMF’nin 1-10 uM

dozlarinda bazal 6liime kars1 koruyuculuk gostermistir (Sekil 2) (*p<0.5, **p<0.01).

N
o
1

Sitotoksisite(%)
S

LT mmEE

Kontrol 0,1 1 5 10 50

DMF Doz (M)

Sekil 2: DMF’nin cesitli dozlarinin bazal hiicre oliimii iizerine etkisi. DMF’ nin farkli
dozlarmin- 1 pM, 5 uM ve 10 uM, 50 uM- N9 mikroglial hiicrelerinde ki bazal hiicre 6liimiine
etkisi gosterilmistir (*p<0.05, **p<0.01).

4.2. DMF’nin IL-1beta ve IL-18 Sitokinlerinin Diizeyine Etkisinin ELISA Yontemiyle
Gosterilmesi
DMF’nin toksik olmayan uygun dozlar1 belirlendikten sonra ilk olarak inflamazom
belirteglerinden IL-1lbeta ve IL-18 sitokinlerinin analizi yapildi. Bu amagla, LPS + ATP
uygulamasi 6ncesinde DMF’nin 4 farkli dozu (1 uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM) kullanildi. LPS +
ATP grubunda IL-1beta miktar1 892,1 + 184,4 pg/ml olarak saptandi. DMF 6n inkiibasyon

35



yapilan gruplarda (1 pM, 5 uM, 10 uM, 50 uM) IL-1beta diizeyi sirasiyla; 686,9 + 120,9;
64,96+ 17,76; 11.94 + 8,645; 4,323+ 1,086 pg/ml olarak saptandi. DMF, LPS + ATP ile artis
gosteren IL-1beta diizeyini doza bagimli olarak baskiladi (##p<0,01; **p<0.01) (Sekil 3A). 10
uM dozu IL-1beta seviyesini kontrol grubu seviyesine indirdigi, ayrica 10 uM ve 50 uM
arasinda belirgin bir fark olmadigi i¢in uygun dozun 10 uM olduguna karar verildi. Sonraki

deneylerde DMF nin 10 pM dozuyla devam edildi.

IL-18 testinde ise LPS + ATP verilen grubun IL-18 miktar1 113 + 7,34 pg/ml olarak saptandi.
DMF 6n inkiibasyon grubunda (10 uM) grubunda ise bu miktar 52,21 £ 4,51 pg/ml seviyesinde
saptandi. DMF, LPS + ATP ile miktar1 artan IL-18 diizeyini baskilad1 (##p<0,01; **p<0.01)

(Sekil 3B).

A 1500- B 1501
E 1000- i € 100-
2 ns E
= N © —_ #
%, 500- a0
#H
HH gy
0l ' ———— 0 :
Kontrol - 1uyM 5yM 10 M 50 yM Kontrol - DMF
1 1 L ]
+ LPS+ATP + LPS+ATP

Sekil 3. DMF’nin IL-1beta ve IL-18 diizeyine etkisinin ELISA yontemiyle
olgiilmesi. LPS + ATP ile aktive edilmis inflamazom grubuna gore DMF, IL — 1beta
(A) ve IL-18 (B) seviyelerini anlamli olarak azaltmistir (##p<0,01; **p<0.01).

Sonuclar ortalama = S.D. olarak verildi.

4.3. DMF’nin LPS ve ATP ile Indiiklenmis Hiicrelerde IL-1beta, 1L-18 ve NALP3

genlerinin mRNA Ekspresyon Seviyesine Etkisi

DMF’nin LPS + ATP ile indiiklenen mikroglial hiicrelerde, inflamazom belirteci olan genlerin

IL-1beta, IL-18 ve NALP3 - mRNA ekspresyon seviyelerine etkisi incelendi. LPS + ATP
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grubunda IL-1beta mRNA seviyesi 3489,1 + 764,2 kat degisimi gosterirken, DMF 6n
inklibasyonunun bu orani 868,2 + 103,3 kata indirdigi saptandi. DMF, LPS + ATP ile
indiiklenen IL-1beta mRNA ekspresyon diizeyini istatiksel olarak anlamli sekilde baskiladi
(##p<0,01; **p<0.01) (Sekil 4A).

LPS + ATP grubunda IL-18 mRNA seviyesi 7,3 + 0,8 kat degisimi gosterirken, DMF 6n
inkiibasyonuyla beraber bu seviyenin 3,05 £+ 0,9 kata indigi goriildi. DMF, LPS + ATP ile
indiiklenen IL-18 mRNA ekspresyon diizeyini baskiladi (#p<0,05; *p<0.05) (Sekil 4B).

LPS + ATP grubunda NALP3 mRNA seviyesi 54,08 + 2,25 kat degisimi gosterirken, DMF 6n
inkiibasyonunun etkisiyle bu seviyenin 14,45 + 0,61 kata indigi saptandi. DMF LPS + ATP ile
indiiklenen NALP3 mRNA ekspresyonunu baskiladi (#p<0,05; **p<0.01) (Sekil 4C).
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Sekil 4. DMF’nin inflamazom belirteci genlerin mRNA’lart iizerindeki baskilayici etkisi. DMF on
inkiibasyonunun, inflamazom aktivasyonu ile ekspresyonlart artan IL-1beta (A), 1L-18 (B), NALP3 (C)
genlerinin ekspresyon diizeylerini azalttigi saptandr (##p<0,01; **p<0.01; #p<0,05; *p<0,05).Sonu¢lar

ortalama £+ S.D. olarak verildi.

4.4, Immiinoblot Yéntemiyle Inflamazom ile fliskili Proteinlerin Degisimlerinin

Gosterilmesi
DMF nin, inflamazom belirteci proteinler iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla Immiinoblot

yontemiyle pro-lL-1beta, IL-1beta Kaspaz-1(p20 ve p45) ve NALP3 protein miktarlarina
bakildi.
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Pro-IL-1beta miktarlar1 karsilastirildiginda, LPS + ATP verilen grupta pro-IL-lbeta bant
yogunlugu 254 + 17,01 degerinde bulunurken bu deger DMF 6n inkiibasyonuyla 150,9 + 22,96
kadar inmistir (Sekil 5B). IL-1beta miktarlar1 karsilastirildiginda ise, LPS + ATP grubunda IL-
1beta bant yogunlugu 20908 + 2458 iken, DMF 06n inkiibasyonuyla beraber bu yogunluk 2100
+ 1110 seviyelerine inmistir (Sekil 5C). DMF, LPS + ATP ile artan pro-IL-1beta ve IL-1beta
oranlarini azaltmistir (#p<0,05; *p<0.05; ##p<0,01).
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Sekil 5. DMF’nin IL-1beta protein seviyesindeki etkisinin immiinoblotlama ile gisterilmesi. DMF on
inkiibasyonunun, inflamazom sonucu ekspresyonlart artan pro-1L-1beta(A-B) ve IL-1beta (A-C) diizeyini

azaltug saptandl (#4#p<0,01; **p<0.01; #p<0,05; *p<0,05). Sonuglar ortalama £ S.D. olarak verildi.

Aktif Kaspaz (p20) miktarlar1 karsilastirildiginda, LPS + ATP ile indiiklenen grupta bant
yogunlugu 16704 + 1714 iken, DMF ile 6n inkiibe edilmis grupta bu deger 7170 £2976
seviyesine inmistir. p45 miktarlart karsilastirildiginda ise, LPS + ATP grubunda bant
yogunlugu 125,2 + 41,23 iken bu deger DMF 06n inkiibasyon grubunda 124,2 + 42,96 olarak
bulunmustur. DMF, LPS + ATP ile artan Aktif Kaspaz-1 (p20) miktarim1 diisiirmiistiir (Sekil
6B) (#p<0,05; *p<0.05). Diger bir yandan Kaspaz-1 (p45) miktarinda anlamli bir degisiklik
bulunmamustir (Sekil 6C).
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Sekil 6. DM F’nin Kaspaz-1 protein seviyesindeki etkisinin immiinoblotlama ile gosterilmesi. DMF 6n

inkiibasyonunun, inflamazom sonucu artan aktif Kaspaz-1(P20)’i (A-C) azalttig1 saptandr (##p<0,01;

**p<0.01; #p<0,05; *p<0,05). Sonug¢lar ortalama + S.D. olarak verildi.

NALP3 miktarlar1 karsilastirildiginda ise, LPS + ATP ile indiiklenen grupta NALP3 bant
yogunlugu 252,6 + 77,71 iken, 77,71 £ 24,59 iken, DMF ile 6n inkiibe edilen grupta bu deger
102,4 + 24,59 seviyesine inmistir (Sekil 7B). DMF, LPS + ATP ile miktar1 artan NALP3
miktarin istatiksel agidan anlamli bir sekilde azaltmistir (Sekil 7) (##p<0,01; **p<0.01).
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Sekil 1. DMF’nin NALP3 protein seviyesindeki etkisinin immiinoblotlama ile gosterilmesi. DMF 6n
inkiibasyonunun, inflamazom sonucu ekspresyonu artan NALP3 (A-C) azalttigi saptandr (##p<0,01;
**p<0.01; #p<0,05; *p<0,05). Sonuglar ortalama + S.D. olarak verildi.

4.5. Kaspaz-1 Aktivite Testi

Mikroglia hiicrelerinde aktive edilen inflamazomun onemli gostergelerinden birisi olan
Kaspaz-1’in aktivitesi bu amagla gelistirilmis hazir ticari kitler kullanilarak belirlendi. LPS +
ATP ile indiiklenmis hiicrelerde Kaspaz-1 aktivitesi 193,8 + 44,23 olarak dl¢iilmiistiir. DMF 6n
inkiibasyonuyla beraber bu seviye 94,41 + 10,36 ya inmistir. DMF, LPS + ATP ile indiiklenen
Kaspaz-1 aktivitesini anlamli olarak azaltmistir (##p<0,01; **p<0.01) (Sekil 8).

N

[5)]

(=]
1

[\

[=4

(=]
1

-

(423

(=]
1

=N
[=3
(=]

(52
(=]
1

Kaspaz-1 Aktivite Diizeyi
(Kontrole Gére)
¥

(=]

Kontrol - DMF

+LPS + ATP

Sekil 8. DMF ’nin Kaspaz-1 aktivitesi iizerine etkisinin gosterimi. LPS + ATP ile aktive edilmis
inflamazom grubuna gore, DMF Kaspaz-1 aktivitesini anlaml olarak azaltmistir (##p<0,01;

**p<0.01). Sonuglar ortalama + S.D. olarak verildi.
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4.6. DMF’nin Piroptotik Hiicre Oliimiine Etkisi

DMF’nin, LPS + ATP verilerek hiicre 6liimii ve canliligit LDH ve CCK-8 testleriyle belirlendi.
Sonuglara gore, LPS + ATP verilen grubun 6liim oran1 %19.4 + 1.16 olarak saptandi. DMF 6n
inkiibasyon grubunda ise %7.44 £ 0.77 seviyesinde saptandi. DMF, LPS + ATP ile indiiklenen
piroptotik hiicre Oliimiinii istatistiksel agidan anlamli bir sekilde baskilamistir. (#p<0,05;
*p<0.05) (Sekil 9A). Hiicre canliligi ise LPS + ATP grubunda %26.99 + 3.4, DMF 6n
inkiibasyon grubunda ise %83.9 + 6.48 olarak saptandi. DMF, LPS + ATP ile azalan hiicre
canliligini istatistiksel agidan anlamli sekilde arttirmistir (##p<0,01; **p<0.01) (Sekil 9B).
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Sekil 9. DMF’nin piroptotik hiicre éliimiine etkisi. LPS + ATP ile aktive edilmis
inflamazom, DMF on inkiibasyonuyla beraber piroptotik hiicre 6liimiinii azaltmis olup hiicre
canliliginda artisa sebep olmustur (#p<0,05; *p<0.05; ##p<0,01; **p<0.01). Sonuglar

ortalama £ S.D. olarak verildi.

4.7. Pl Boyama ile Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

DMEF nin, piroptotik hiicre 6liimiine etkisi Propidium Iyodiir (PI) boyamas1 yapilarak gosterildi.
Mikroglial hiicreler LPS ve ATP ile muamele edildikten sonra PI boyasi ile boyandi. Sonrasinda
ise floresan mikroskop altinda goriintiileri alindi. LPS + ATP grubunda kirmiziya boyanan
hiicreler piroptotik yolla 6len hiicreleri gostermektedir. Sonuglara gore, LPS ve ATP ile inkiibe
edilen grupta PI pozitif hiicre yiizdesi 74.69 + 10.69 olarak saptandi (##p<0,01; **p<0.01).
DMF 6n inkiibasyon grubunda ise 5.091 + 2.187 olarak (***p<0.01) saptand: (Sekil 10B).
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DMF, LPS + ATP ile indiiklenen piroptotik hiicre 6liimiinii anlamli olarak azalttigt PI
boyamasinda da gosterilmistir (Sekil 10A).
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Sekil 10: NLRP3 Inflamazom modelinde Piroptotik oliimiin gosterilmesi. Bu amagla yapilan PI
boyama sonuglarina gére LPS ve ATP ile aktive edilmis inflamazom, DMF én inkiibasyonu piroptotik

hiicre oliimiinii azaltmistir (##p<0,01; **p<0.01). Sonuglar ortalama + S.D. olarak verildi.
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4.8. Mitokondriyal Membran Potansiyeli ve Siiperoksit Uretimi Analizi

Mikroglial hiicrelere verilen ATP’nin hiicrede arttirdig1 diisiiniilen Mitokondriyal siiperoksit
seviyesi MitoSOX ile bozulan mitokondriyal membran potansiyeli ise JC-1 boyamasi ile

gosterildi.

Sonuglara gore, LPS + ATP eklendikten sonra ROS miktar1 seviyesi %246,0 + 66,05 seviyesine
ciktigi, DMF 6n muamelesi yapilan grupta ise %150,8 = 14,91 seviyesine indigi saptandi
(**p<0.01) (Sekil 11A). Benzer sekilde, LPS ve ATP verilen hiicrelerin floresan mikroskobu
altindaki MitoSOX boyama goriintiilerinde kirmizi renk ROS miktarinda artis, DMF + LPS +
ATP grubunda ise istatistiksel olarak anlamli azalis saptandi (Sekil 11B). DMF, LPS + ATP ile

indiiklenen mitokondriyal ROS olusumunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmistir.

JC-1 akis sitometrisi sonuglar karsilastirildiginda ise, LPS+ATP grubunda % 72,24 seviyesine
cikan yesil boyama orani, DMF ile 6n muamele edilen grupta %21,05 seviyelerine diistiigii
saptandi(Sekil 12).DMF’nin LPS + ATP ile bozulan mitokondriyal membran potansiyelini
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde geri dondiirmiistiir.

Hoechst MitoSOX Birlesik

B

Kontrol

o

=

(=]
]

n

=]

o
n

MitoSOX Floresan
(Kontrole Gore}
3

LPS + ATP

T T
Kontrol - DMF

+LPS + ATP

DMF +
LPS + ATP

Sekil 11: NLRP3 inflamazom modelinde mitokondriyal ROS ’un gésterilmesi. LPS + ATP ile aktive
edilmis inflamazom grubuna gore, DMF mitokondriyal ROS iiretimini anlamli olarak azaltmistir

(#p<0,01; **p<0.01). Sonuglar ortalama + S.D. olarak verildi.
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Sekil 12: NLRP3 inflamazom modelinde mitokondriyal membran potansiyelinin gésterilmesi. LPS +
ATP ile aktive edilmis inflamazom grubuna gore, DMF mitokondriyal membran potansiyelini anlamll

olarak onarmistir (##p<0,01; **p<0.01). Sonuglar ortalama + S.D. olarak verildi.
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5. TARTISMA

Inflamazom, dogal bagisiklik sisteminin bir sonucu olup, inflamazom aktivasyonu
Kaspaz-1 enzim aktivasyonuna, bu da IL-1lbeta ve de IL-18 gibi inflamatuar sitokinlerin
salmimina ve de hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Place ve Kanneganti, 2017). Bu siire¢ goz
Oniine alindiginda, inflamazom aktivasyonunun regiilasyonu 6nem teskil etmektedir. Bunun
nedeni, gereginden uzun siiren veya gereksiz yere gerceklesen inflamazom aktivasyonu saglikli
hiicrelerin 6liimiine bu da MS, diyabet, ateroskleroz gibi otoimmiin hastaliklara yol
acabilmektedir (Kesavardhana ve Kanneganti, 2017). Inflamazom aktivasyonunun
baskilanmasi bu nedenle biiyiik 6nem teskil etmektedir. Boylece, ortama salinacak inflamatuar
sitokinlerin engellenmesi ve de olas1 Kaspaz enzimi aktivitesini ve buna bagli olarak saglikli

hiicre 6liimlerinin 6niine gecilmesi s6z konusudur.

NLRP3 inflamazom modeli, inflamazom modelleri arasinda en yaygin olarak caligilan
ve en iyi bilinen inflamazom modelidir. NLRP3 inflamazomu bir multi-protein kompleks olup,
PAMP ve DAMP’lar1 algilar. Bu molekiillerin —- PAMP ve DAMP- varligi NLRP3 inflamazom
kompleksinin olusumunu tetikler. NLRP3, ASC ve de Kaspaz-1 proteinleri bir araya gelerek
olusan NLRP3 inflamazom kompleksi aktive olduktan sonra, komplekste bulunan Kaspaz-1
proteini, hiicre iginde bulunan pro-IL1beta ve pro-IL-18 sitokinlerinin kesimini
gergeklestirerek, bu sitokinlerin matiir hale gelmesini saglar (He ve ark., 2016). Daha sonra,

matiir hale gelen IL-1beta ve IL-18 inflamatuar sitokinlerin salinim1 gergeklesir.

Projemizde, NLRP3 aktivasyonu LPS ve ATP modeli ile gergeklestirilmistir. BV-2
mikroglia hiicre hattinda yapilan 6nceki ¢aligmalarda, NLRP3 aktivasyonu 1 pg/ml LPS ve
5mM ATP ile saglanmistir (Cai ve ark., 2016). Buna gore LPS, inflamazom aktivasyonu igin
gereken ilk sinyal (priming) olarak gérev yapmakta, ATP ise NLRP3 inflamazom kompleksinin
olusumunu ve de IL-1beta ve IL-18 gen ekspresyonlarinin artmasini saglamaktadir (Mao ve
ark., 2013). Bizde ¢alismalarimizda N9 fare mikroglial hiicrelerinde, 4 saat 1 pg/ml LPS ve 1
saat 5 mM ATP uygulamasi ile NLRP3 aktivasyonu gerc¢eklestirdik.

NLRP3 inflamazom aktivasyonun en énemli sonuglarindan biri, inflamatuar sitokinler
olan IL-1beta ve IL-18 salimimidir (Gold ve El Khoury, 2015). Endojen ve ekzojen tehlike
faktorlerinin varligt NLRP3 inflamazom kompleksini aktive eder. Aktive olan NLRP3

inflamazom kompleksi, hiicre i¢inde bulunan ve de matiir halde bulunmayan pro-IL-1beta ve
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pro-1L-18 molekiillerin matiir hale getirilmesini saglar (He ve ark., 2016). LPS + ATP modeli
ile N9 mikroglial hiicrelerinde inflamazom aktivasyonundan sonra, IL-lbeta ve IL-18
sitokinlerinde artis oldugunu yaptigimiz ¢alismalarda gosterilmistir. 1L-1beta ve IL-18 mMRNA
seviyelerinde de istatistiksel agidan artis oldugu RT-PCR ile gosterilmistir. Ayrica bu
inflamatuar sitokinlerin protein seviyelerindeki artis ELISA ve Immiinoblot testleriyle de

gosterilmistir.

NLRP3 inflamazomunun aktivasyonunu piroptoz olarak adlandirilan programlanmis
hiicre 6liimii takip eder. Piroptoz, Kaspaz-1 aktivitesinin yol agtig1 pro inflamatuar bir hiicre
Olimii ¢esididir. Bu programlanmis 6liim tipinde, dncelikle myeloid ve myeloid kokenli
olmayan bagisiklik hiicreleri, DAMP ve PAMP gibi tehlike sinyallerini algilar, inflamatuar
sitokinlerin salinimin1 gergeklestirir. Daha sonra Kaspaz aktivitesinin sonucunda hiicre siser ve
patlar (Jo ve ark., 2016). Fareden alinan primer mikroglial hiicrelerde yapilan ¢alismada LPS +
ATP inkiibasyonunun piroptotik hiicre dliimiinii arttirdigi gosterilmistir (Dempsey ve ark.,
2017). Buna bagli olarak, LPS + ATP modeli ile N9 mikroglial hiicrelerinde inflamazom
aktivasyonundan sonra, Kaspaz-1 aktivitesinin arttigi Kaspaz-1 aktivite testiyle gosterilmistir.
Ayrica LPS + ATP ile indiiklenen N9 mikroglial hiicrelerinde Kaspaz-1 proteinin seviyesinde
artis oldugu immiinoblot yontemi ile de gosterilmistir. Kaspaz-1 aktivitesi sonucunda
gerceklesen piroptotik hiicre 6liimiiniin de yapilan canlilik ve 6liim testleriyle ve de Propidium

Iyoniir (PI) boyama yéntemiyle arttig1 ortaya koyulmustur.

NLRP3 inflamazom kompleksi, endojen ya da ekzojen tehlike faktorlerini algilamak ve
bu tehlike faktorlerine karsi harekete gegmekle gorevlidir (Tan ve ark., 2013). Mitokondriyal
hasar, mitokondriyal ROS araciligiyla NLRP3 inflamazomunu aktive edebilmektedir. (Zhou ve
ark., 2011).Bunun sebebi mitokondriyal ROS’un NLRP3 iizerindeki ubikutinlerle etkileserek
NLRP3’i aktif etmektedir (Ren ve ark., 2016). Bunun yani sira, mitokondriyal membran
potansiyeli de mitokondriyal ROS iiretimi agisindan 6nem tasimaktadir (Suski ve ark., 2012).
Mitokondriyal membran potansiyeli degisimi mitokondriyal ROS iiretimi tetiklemektedir
(Korshunov ve ark., 1997). Primer mikroglial hiicrelerde yapilan ¢aligmalarda LPS ile aktive
edilmis mikroglial hiicrelerde mitokondriyal ROS’un NLRP3 inflamazomunu aktive ettigi
gosterilmistir (Sarkar ve ark., 2017). Primer mikroglia hiicrelerinde yapilan bir bagka ¢alisma,
AP ile indiiklenen NLRP3 inflamazom modelinde, degisen mitokondriyal membran
potansiyelinin mitokondriyal ROS iiretimini arttirdigi JC-1 boyamasiyla gosterilmistir (Wang
ve ark., 2017). Yine baska bir calismada, Fare THP hiicrelerinde LPS+ATP ile aktive edilen
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NLRP3 inflamazom modelinde, mitokondriyal membran potansiyelinde degisiklige yol
actigini, mitokondriyal ROS olusumunu arttirdigr gosterilmistir (Liu ve ark., 2016).
Calismamizda, LPS + ATP modeli ile N9 mikroglial hiicrelerinde indiikledigimiz NLRP3
inflamazom aktivasyonu sonucunda, mitokondriyal ROS seviyesinin arttigi, MitoSOX
florometrik testiyle ve boyamasiyla gosterilmistir. Ayrica, LPS + ATP ile indiiklenen N9
mikroglial hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyeline akis sitometrisi yapilarak bakilmig
olup, NLRP3 inflamazom aktivasyonunun mitokondriyal membran potansiyelini bozdugu

ortaya koyulmustur.

Yaptigimiz calismada, DMF’nin LPS + ATP ile indiiklenen NLRP3 inflamazom
aktivasyonu tlizerinde etkisi incelenmistir. Daha Once yapilan in vitro ¢alismada, mikroglial
hiicrelerle ayn1 kokenden gelen makrofaj hiicrelerinde (THP-1) DMF nin NLRP3 inflamazom
aktivasyonuna etkisi incelenmis, DMF ile 6n inkiibe edilen inflamazom aktivasyonu
gerceklestirilmis hiicrelerde, IL-1beta, Kaspaz-1 proteinlerinin seviyeleri immiinoblotlama ve
ELISA yontemleriyle 6l¢iilmiistiir. Ayrica Kaspaz-1 aktivitesi ve Kaspaz-1 aktivitesi sonucu
ortaya ¢ikan piroptotik hiicre 6liimiine etkisine bakilmistir (Miglio ve ark., 2015). Sonuglara
gore DMF, THP-1 hiicrelerinde inflamazom aktivasyonunun gostergeleri olan IL-1beta,
Kaspaz-1 proteinlerinin miktarlarini azaltmis, bu azalmaya bagli olarak da Kaspaz-1 aktivitesi
ve piroptotik hiicre 6liimiinde azalma gortilmiistiir. Bir bagka ¢alismada DMF nin etkisi, in vivo
Inflamatuar Bagirsak Hastalig1 modeli olusturulan fareler {izerinde arastirilmistir. Bir 6nceki in
vitro ¢alismada ki gibi, inflamazom aktivasyonunun gostergeleri olan NALP3, Kaspaz-1, IL-
Ibeta proteinlerin miktarlarina immiinoblotlama ve ELISA yontemleriyle bakilmistir (Liu ve
ark., 2016). Benzer sekilde, DMF inflamazom aktivasyonu sonucunda miktarlar1 artan bu

proteinleri onemli 6l¢iide baskilamistir.

DMF’nin mikroglial hiicrelerde NLRP3 inflamazom aktivasyonu iizerindeki etKisi
bilinmemektedir. Ancak DMF’nin mikroglial hiicrelerde inflamatuar sitokin ekspresyonunu
baskiladig1 gosterilmistir (Peng ve ark., 2016). Fareden alinan primer mikroglial hiicre hattinda
yapilan ¢alismada DMF ile inkiibe edilen primer mikroglial hiicrelerde, inflamasyon belirtecleri
olan basta IL-1beta ve IL-6 olmak iizere TNF-a gibi proteinlerinde anlamli bir azalmaya yol
actig1 bildirilmistir. Calismamizda, DMF’nin inflamazom belirteclerinden IL-1beta ve I1L-18
inflamatuar sitokinlerinin hem protein hem de mRNA diizeyinde miktarin1 azalttig
saptanmistir. Ayrica ¢alismamizda ilk kez DMF nin mikroglial hiicrelerde NALP3 ve Kaspaz-

1 protein diizeyini ve Kaspaz-1 aktivitesini baskiladig1 gosterilmistir.
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DMF nin antioksidan 6zellikleri daha once yapilan calismalarda gosterilmistir. RAW
264.7 makrofaj hiicrelerde yapilan ¢alismada, DMF’nin NRF2 yolagini aktive ederek HO-1,
NQOI antioksidan genlerinin ekspresyonunu arttirdigi ve makrofaj hiicrelerini oksidatif hasara
kars1 korudugu gosterilmistir (Haas ve ark., 2015). DMF’nin, oksidatif hasara yol a¢an hasarli
mitokondriler iizerinde de etkili oldugu yapilan ¢aligmalar ile kanitlanmistir. DMF, THP-1
hiicrelerinde LPS ve ATP ile indiklenen NLRP3 inflamazomu sonucunda bozulan
mitokondriyal membran potansiyelini diizenlemis ve mitokondriyal ROS oranimni azaltmistir
(Liu ve ark., 2016). Calismamizda, DMF’nin N9 mikroglia hiicre hattinda mitokondriyal ROS
olusumunu azalttig1 saptanmistir. Ayrica DMF’nin LPS+ATP ile mitokondriyal membran

potansiyeli bozulmasini 6nledigi gosterilmistir.

DMF’nin mikroglial hiicrelerde NLRP3 inflamazom aktivasyonu ile indiiklenen
piroptotik hiicre 6liimiine etkisi bilinmemektedir. Ancak daha 6nce THP-1 hiicrelerinde yapilan
calismada DMF’nin inflamazom sonucu goriilen piroptotik hiicre oliimiinii engelledigi
gosterilmistir (Miglio ve ark., 2015). Ayrica baska bir ¢calismada DMF’nin serebral iskemi-
reperfiizyon hasarina ugratilan farelerde, apoptoza bagli néron 6liimlerini azalttigi bildirilmistir
(Yao ve ark., 2016). Bu c¢alismalara ek olarak, ex vivo bir ¢galisma DMF’nin iskemik hasara
ugramis hipokampal néronlarda hiicre 6liimiinii azalttigi gosterilmistir (Lin-Holderer ve ark.,
2016). Tiim bunlar DMF’nin sitoprotektif etkisi oldugunu ve mikroglial hiicrelerde ayni1 etkiye
sahip olabilecegi diistindiirmektedir. Yaptigimiz ¢alismada da DMF nin piroptotik hiicre 6liinii
engelledigini gosterdik. Bundan sonraki ¢alismalarda DMF’nin bu etkiyi hangi yolaklar

iistiinden gergeklestirdigi incelenmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, DMF’ nin, mikroglial hiicrelerde NLRP3 inflamazom aktivasyonu iizerine etkisi
incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda LPS ve ATP maddeleriyle N9 mikroglia hiicre hattinda
olusturulan inflamazom modeline DMF uygulanarak, DMF’nin etkilerine bakilmistir.
Oncelikle DMF’nin degisik dozlar1 denenerek efektif doz bulunmustur. Daha sonra DMF nin
hiicre 6limii ve canliligma etkisi LDH ve CCK-8 testleriyle analiz edilmis ve DMF’nin
koruyuculugu gosterilmistir. inflamazom aktivasyonu géstergelerinden olan- IL-1beta ve IL-
18 sitokinleri ve NLRP3 ve Kaspaz-1 proteinleri, mRNA ve protein seviyelerinde ELISA, RT-
PCR Western Blot yontemleriyle incelenmis ve DMF’nin bu proteinleri baskiladigi
gosterilmistir. Sonug olarak, DMF, LPS ve ATP modeli ile NLRP3 inflamazom aktivasyonu
gerceklestirilen N9 mikroglial hiicrelerinde, Kaspaz-1 aktivitesini baskilamisg, IL-1beta ve IL-
18 sitokinlerinin salinimi azaltmistir. Ayrica, inflamazom iligkili proteinlerin ekspresyonunu
baskilamig ve inflamazom aktivasyonu sonucunda goriilen piroptotik hiicre Oliimiinii
azaltmigtir. Bunlara ek olarak mitokondriyal ROS miktarint baskilayip, mitokondriyal
membran potansiyelindeki bozulmay1 engellemistir. DMF, NLRP3 inflamazomunu baskilayici

bir terapdtik ajan olarak kullanilabilir.

49



7. KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

Beamer E, Goloncser F, Horvath G, Beko K, ve ark. Purinergic mechanisms in
neuroinflammation: An update from molecules to behavior. Neuropharmacology 2016;
104: 94-104.

Beggs S, Trang T ve Salter MW. P2X4R+ microglia drive neuropathic pain. Nat
Neurosci 2012; 15(8): 1068-1073.

Bilimoria PM ve Stevens B. Microglia function during brain development: New insights
from animal models. Brain Res 2015; 1617: 7-17.

Boillee S, Vande Velde C ve Cleveland DW. ALS: a disease of motor neurons and their
nonneuronal neighbors. Neuron 2006; 52(1): 39-59.

Burnstock G. P2X ion channel receptors and inflammation. Purinergic Signal 2016;
12(1): 59-67.

Cady J, Koval ED, Benitez BA, Zaidman C, ve ark. TREMZ2 variant p.R47H as a risk
factor for sporadic amyotrophic lateral sclerosis. JAMA Neurol 2014; 71(4): 449-453.

Cai Y, Kong H, Pan YB, Jiang L, ve ark. Procyanidins alleviates morphine tolerance by
inhibiting activation of NLRP3 inflammasome in microglia. J Neuroinflammation 2016;
13(1): 53.

Cai Z, Hussain MD ve Yan LJ. Microglia, neuroinflammation, and beta-amyloid protein
in Alzheimer's disease. Int J Neurosci 2014; 124(5): 307-321.

Chen H, Assmann JC, Krenz A, Rahman M, ve ark. Hydroxycarboxylic acid receptor 2
mediates dimethyl fumarate's protective effect in EAE. J Clin Invest 2014; 124(5):
2188-2192.

Cherry JD, Olschowka JA ve O'Banion MK. Neuroinflammation and M2 microglia: the
good, the bad, and the inflamed. J Neuroinflammation 2014; 11: 98.

Ciraci C, Janczy JR, Sutterwala FS ve Cassel SL. Control of innate and adaptive
immunity by the inflammasome. Microbes Infect 2012; 14(14): 1263-1270.

Codolo G, Plotegher N, Pozzobon T, Brucale M, ve ark. Triggering of inflammasome
by aggregated alpha-synuclein, an inflammatory response in synucleinopathies. PL0oS
One 2013; 8(1): €55375.

Cross SA, Cook DR, Chi AW, Vance PJ, ve ark. Dimethyl fumarate, an immune

modulator and inducer of the antioxidant response, suppresses HIV replication and

50



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

macrophage-mediated neurotoxicity: a novel candidate for HIV neuroprotection. J
Immunol 2011; 187(10): 5015-5025.

Cunningham CL, Martinez-Cerdeno V ve Noctor SC. Microglia regulate the number of
neural precursor cells in the developing cerebral cortex. J Neurosci 2013; 33(10): 4216-
4233.

David S ve Kroner A. Repertoire of microglial and macrophage responses after spinal
cord injury. Nat Rev Neurosci 2011; 12(7): 388-399.

Dempsey C, Rubio Araiz A, Bryson KJ, Finucane O, ve ark. Inhibiting the NLRP3
inflammasome with MCC950 promotes non-phlogistic clearance of amyloid-beta and
cognitive function in APP/PS1 mice. Brain Behav Immun 2017; 61: 306-316.

Dutta G, Zhang P ve Liu B. The lipopolysaccharide Parkinson's disease animal model:
mechanistic studies and drug discovery. Fundam Clin Pharmacol 2008; 22(5): 453-464.
Foresti R, Bains SK, Pitchumony TS, de Castro Bras LE, ve ark. Small molecule
activators of the Nrf2-HO-1 antioxidant axis modulate heme metabolism and
inflammation in BV2 microglia cells. Pharmacol Res 2013; 76: 132-148.

Fox RJ, Miller DH, Phillips JT, Hutchinson M, ve ark. Placebo-controlled phase 3 study
of oral BG-12 or glatiramer in multiple sclerosis. N Engl J Med 2012; 367(12): 1087-
1097.

Freeman LC ve Ting JP. The pathogenic role of the inflammasome in neurodegenerative
diseases. J Neurochem 2016; 136 Suppl 1: 29-38.

Fu R, Shen Q, Xu P, Luo JJ, ve ark. Phagocytosis of microglia in the central nervous
system diseases. Mol Neurobiol 2014; 49(3): 1422-1434.

Garcia-Marin V, Garcia-Lopez P ve Freire M. Cajal's contributions to glia research.
Trends Neurosci 2007; 30(9): 479-487.

Gerhard A, Pavese N, Hotton G, Turkheimer F, ve ark. In vivo imaging of microglial
activation with [11C](R)-PK11195 PET in idiopathic Parkinson's disease. Neurobiol
Dis 2006; 21(2): 404-412.

Gill AJ ve Kolson DL. Dimethyl fumarate modulation of immune and antioxidant
responses: application to HIV therapy. Crit Rev Immunol 2013; 33(4): 307-359.

Gold M ve El Khoury J. beta-amyloid, microglia, and the inflammasome in Alzheimer's
disease. Semin Immunopathol 2015; 37(6): 607-611.

51



26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.
37.

38.

39.

Gold R, Kappos L, Arnold DL, Bar-Or A, ve ark. Placebo-controlled phase 3 study of
oral BG-12 for relapsing multiple sclerosis. N Engl J Med 2012; 367(12): 1098-1107.
Guarda G ve So A. Regulation of inflammasome activity. Immunology 2010; 130(3):
329-336.

Haas B, Chrusciel S, Fayad-Kobeissi S, Dubois-Rande JL, ve ark. Permanent culture of
macrophages at physiological oxygen attenuates the antioxidant and
immunomodulatory properties of dimethyl fumarate. J Cell Physiol 2015; 230(5): 1128-
1138.

Halle A, Hornung V, Petzold GC, Stewart CR, ve ark. The NALP3 inflammasome is
involved in the innate immune response to amyloid-beta. Nat Immunol 2008; 9(8): 857-
865.

Hanamsagar R, Hanke ML ve Kielian T. Toll-like receptor (TLR) and inflammasome
actions in the central nervous system. Trends Immunol 2012; 33(7): 333-342.

He Y, Hara H ve Nunez G. Mechanism and Regulation of NLRP3 Inflammasome
Activation. Trends Biochem Sci 2016; 41(12): 1012-1021.

Heneka MT, Kummer MP, Stutz A, Delekate A, ve ark. NLRP3 is activated in
Alzheimer's disease and contributes to pathology in APP/PS1 mice. Nature 2013,;
493(7434): 674-678.

Hunot S ve Hirsch EC. Neuroinflammatory processes in Parkinson's disease. Ann
Neurol 2003; 53 Suppl 3: S49-58; discussion S58-60.

Jo EK, Kim JK, Shin DM ve Sasakawa C. Molecular mechanisms regulating NLRP3
inflammasome activation. Cell Mol Immunol 2016; 13(2): 148-1509.

Kabba JA, Xu Y, Christian H, Ruan W, ve ark. Microglia: Housekeeper of the Central
Nervous System. Cell Mol Neurobiol 2017.

Kalia LV ve Lang AE. Parkinson's disease. Lancet 2015; 386(9996): 896-912.

Kalinin S, Polak PE, Lin SX, Braun D, ve ark. Dimethyl fumarate regulates histone
deacetylase expression in astrocytes. J Neuroimmunol 2013; 263(1-2): 13-19.

Kersse K, Bertrand MJ, Lamkanfi M ve Vandenabeele P. NOD-like receptors and the
innate immune system: coping with danger, damage and death. Cytokine Growth Factor
Rev 2011; 22(5-6): 257-276.

Kesavardhana S ve Kanneganti TD. Mechanisms governing inflammasome activation,

assembly and pyroptosis induction. Int Immunol 2017; 29(5): 201-210.

52



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Kettenmann H, Hanisch UK, Noda M ve Verkhratsky A. Physiology of microglia.
Physiol Rev 2011; 91(2): 461-553.

Korshunov SS, Skulachev VP ve Starkov AA. High protonic potential actuates a
mechanism of production of reactive oxygen species in mitochondria. FEBS Lett 1997;
416(1): 15-18.

Kumar H, Kawai T ve Akira S. Pathogen recognition by the innate immune system. Int
Rev Immunol 2011; 30(1): 16-34.

Liao B, Zhao W, Beers DR, Henkel JS, ve ark. Transformation from a neuroprotective
to a neurotoxic microglial phenotype in a mouse model of ALS. Exp Neurol 2012;
237(1): 147-152.

Lin-Holderer J, Li L, Gruneberg D, Marti HH, ve ark. Fumaric acid esters promote
neuronal survival upon ischemic stress through activation of the Nrf2 but not HIF-1
signaling pathway. Neuropharmacology 2016; 105: 228-240.

Linker RA ve Gold R. Dimethyl fumarate for treatment of multiple sclerosis:
mechanism of action, effectiveness, and side effects. Curr Neurol Neurosci Rep 2013;
13(11): 394.

Liu X, Zhou W, Zhang X, Lu P, ve ark. Dimethyl fumarate ameliorates dextran sulfate
sodium-induced murine experimental colitis by activating Nrf2 and suppressing NLRP3
inflammasome activation. Biochem Pharmacol 2016; 112: 37-49.

Loane DJ ve Byrnes KR. Role of microglia in neurotrauma. Neurotherapeutics 2010;
7(4): 366-377.

Loewe R, Holnthoner W, Groger M, Pillinger M, ve ark. Dimethylfumarate inhibits
TNF-induced nuclear entry of NF-kappa B/p65 in human endothelial cells. J Immunol
2002; 168(9): 4781-4787.

Long-Smith CM, Sullivan AM ve Nolan YM. The influence of microglia on the
pathogenesis of Parkinson's disease. Prog Neurobiol 2009; 89(3): 277-287.

Lull ME ve Block ML. Microglial activation and chronic neurodegeneration.
Neurotherapeutics 2010; 7(4): 354-365.

Magnus T, Carmen J, Deleon J, Xue H, ve ark. Adult glial precursor proliferation in
mutant SOD1G93A mice. Glia 2008; 56(2): 200-208.

53



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Mahad DJ ve Ransohoff RM. The role of MCP-1 (CCL2) and CCR2 in multiple
sclerosis and experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). Semin Immunol
2003; 15(1): 23-32.

Mao K, Chen S, Chen M, Ma 'Y, ve ark. Nitric oxide suppresses NLRP3 inflammasome
activation and protects against LPS-induced septic shock. Cell Res 2013; 23(2): 201-
212.

Marin-Teva JL, Cuadros MA, Martin-Oliva D ve Navascues J. Microglia and neuronal
cell death. Neuron Glia Biol 2011; 7(1): 25-40.

Martinon F, Agostini L, Meylan E ve Tschopp J. Identification of bacterial muramyl
dipeptide as activator of the NALP3/cryopyrin inflammasome. Curr Biol 2004; 14(21):
1929-1934.

Meissner F, Molawi K ve Zychlinsky A. Mutant superoxide dismutase 1-induced IL-
1beta accelerates ALS pathogenesis. Proc Natl Acad Sci U S A 2010; 107(29): 13046-
13050.

Michell-Robinson MA, Touil H, Healy LM, Owen DR, ve ark. Roles of microglia in
brain development, tissue maintenance and repair. Brain 2015; 138(Pt 5): 1138-1159.
Miglio G, Veglia E ve Fantozzi R. Fumaric acid esters prevent the NLRP3
inflammasome-mediated and ATP-triggered pyroptosis of differentiated THP-1 cells.
Int Immunopharmacol 2015; 28(1): 215-219.

Miljkovic D, Blazevski J, Petkovic F, Djedovic N, ve ark. A comparative analysis of
multiple sclerosis-relevant anti-inflammatory properties of ethyl pyruvate and dimethyl
fumarate. J Immunol 2015; 194(6): 2493-2503.

Minutoli L, Puzzolo D, Rinaldi M, Irrera N, ve ark. ROS-Mediated NLRP3
Inflammasome Activation in Brain, Heart, Kidney, and Testis Ischemia/Reperfusion
Injury. Oxid Med Cell Longev 2016; 2016: 2183026.

Miron VE, Boyd A, Zhao JW, Yuen TJ, ve ark. M2 microglia and macrophages drive
oligodendrocyte differentiation during CNS remyelination. Nat Neurosci 2013; 16(9):
1211-1218.

Mittelbronn M, Dietz K, Schluesener HJ ve Meyermann R. Local distribution of
microglia in the normal adult human central nervous system differs by up to one order
of magnitude. Acta Neuropathol 2001; 101(3): 249-255.

54



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.
72.

73.

74.

75.

Mrowietz U, Christophers E ve Altmeyer P. Treatment of severe psoriasis with fumaric
acid esters: scientific background and guidelines for therapeutic use. The German
Fumaric Acid Ester Consensus Conference. Br J Dermatol 1999; 141(3): 424-429.
Nakajima K, Tohyama Y, Maeda S, Kohsaka S, ve ark. Neuronal regulation by which
microglia enhance the production of neurotrophic factors for GABAergic,
catecholaminergic, and cholinergic neurons. Neurochem Int 2007; 50(6): 807-820.
Nimmerjahn A, Kirchhoff F ve Helmchen F. Resting microglial cells are highly
dynamic surveillants of brain parenchyma in vivo. Science 2005; 308(5726): 1314-
1318.

Papadopoulou A, D'Souza M, Kappos L ve Yaldizli O. Dimethyl fumarate for multiple
sclerosis. Expert Opin Investig Drugs 2010; 19(12): 1603-1612.

Peferoen LA, Vogel DY, Ummenthum K, Breur M, ve ark. Activation status of human
microglia is dependent on lesion formation stage and remyelination in multiple
sclerosis. J Neuropathol Exp Neurol 2015; 74(1): 48-63.

Peng H, Guerau-de-Arellano M, Mehta VB, Yang Y, ve ark. Dimethyl fumarate inhibits
dendritic cell maturation via nuclear factor kappaB (NF-kappaB) and extracellular
signal-regulated kinase 1 and 2 (ERK1/2) and mitogen stress-activated kinase 1 (MSK1)
signaling. J Biol Chem 2012; 287(33): 28017-28026.

Peng H, Li H, Sheehy A, Cullen P, ve ark. Dimethyl fumarate alters microglia
phenotype and protects neurons against proinflammatory toxic microenvironments. J
Neuroimmunol 2016; 299: 35-44.

Perez-Cerda F, Sanchez-Gomez MV ve Matute C. Pio del Rio Hortega and the
discovery of the oligodendrocytes. Front Neuroanat 2015; 9: 92.

Phillips JT ve Fox RJ. BG-12 in multiple sclerosis. Semin Neurol 2013; 33(1): 56-65.
Piccio L, Buonsanti C, Mariani M, Cella M, ve ark. Blockade of TREM-2 exacerbates
experimental autoimmune encephalomyelitis. Eur J Immunol 2007; 37(5): 1290-1301.
Place DE ve Kanneganti TD. Recent advances in inflammasome biology. Curr Opin
Immunol 2017; 50: 32-38.

Poon IK, Hulett MD ve Parish CR. Molecular mechanisms of late apoptotic/necrotic
cell clearance. Cell Death Differ 2010; 17(3): 381-397.

Pottier C, Wallon D, Rousseau S, Rovelet-Lecrux A, ve ark. TREM2 R47H variant as
a risk factor for early-onset Alzheimer's disease. J Alzheimers Dis 2013; 35(1): 45-49.

55



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Prochnicki T, Mangan MS ve Latz E. Recent insights into the molecular mechanisms
of the NLRP3 inflammasome activation. F1000Res 2016; 5.

Raj DD, Jaarsma D, Holtman IR, Olah M, ve ark. Priming of microglia in a DNA-repair
deficient model of accelerated aging. Neurobiol Aging 2014; 35(9): 2147-2160.
Rayaprolu S, Mullen B, Baker M, Lynch T, ve ark. TREM2 in neurodegeneration:
evidence for association of the p.R47H variant with frontotemporal dementia and
Parkinson's disease. Mol Neurodegener 2013; 8: 19.

Reick C, Ellrichmann G, Thone J, Scannevin RH, ve ark. Neuroprotective dimethyl
fumarate synergizes with immunomodulatory interferon beta to provide enhanced axon
protection in autoimmune neuroinflammation. Exp Neurol 2014; 257: 50-56.

Ren JD, Wu XB, Jiang R, Hao DP, ve ark. Molecular hydrogen inhibits
lipopolysaccharide-triggered NLRP3 inflammasome activation in macrophages by
targeting the mitochondrial reactive oxygen species. Biochim Biophys Acta 2016;
1863(1): 50-55.

Righi M, Mori L, De Libero G, Sironi M, ve ark. Monokine production by microglial
cell clones. Eur J Immunol 1989; 19(8): 1443-1448.

Rivers-Auty J ve Brough D. Potassium efflux fires the canon: Potassium efflux as a
common trigger for canonical and noncanonical NLRP3 pathways. Eur J Immunol
2015; 45(10): 2758-2761.

Rock KL, Kataoka H ve Lai JJ. Uric acid as a danger signal in gout and its comorbidities.
Nat Rev Rheumatol 2013; 9(1): 13-23.

Ruggieri S, Tortorella C ve Gasperini C. Pharmacology and clinical efficacy of dimethyl
fumarate (BG-12) for treatment of relapsing-remitting multiple sclerosis. Ther Clin Risk
Manag 2014; 10: 229-239.

Salameh JS, Brown RH, Jr. ve Berry JD. Amyotrophic Lateral Sclerosis: Review. Semin
Neurol 2015; 35(4): 469-476.

Salmen A ve Gold R. Mode of action and clinical studies with fumarates in multiple
sclerosis. Exp Neurol 2014; 262 Pt A: 52-56.

Sarkar S, Malovic E, Harishchandra DS, Ghaisas S, ve ark. Mitochondrial impairment
in microglia amplifies NLRP3 inflammasome proinflammatory signaling in cell culture

and animal models of Parkinson's disease. NPJ Parkinsons Dis 2017; 3: 30.

56



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Scheltens P, Blennow K, Breteler MM, de Strooper B, ve ark. Alzheimer's disease.
Lancet 2016; 388(10043): 505-517.

Schilling S, Goelz S, Linker R, Luehder F, ve ark. Fumaric acid esters are effective in
chronic experimental autoimmune encephalomyelitis and suppress macrophage
infiltration. Clin Exp Immunol 2006; 145(1): 101-107.

Schimrigk S, Brune N, Hellwig K, Lukas C, ve ark. Oral fumaric acid esters for the
treatment of active multiple sclerosis: an open-label, baseline-controlled pilot study. Eur
J Neurol 2006; 13(6): 604-610.

Schimrigk S, Faiss J, Kohler W, Gunther A, ve ark. Escalation Therapy of Steroid
Refractory Multiple Sclerosis Relapse with Tryptophan Immunoadsorption -
Observational Multicenter Study with 147 Patients. Eur Neurol 2016; 75(5-6): 300-306.
Schweckendiek W. [Treatment of psoriasis vulgaris]. Med Monatsschr 1959; 13(2):
103-104.

Shi F, Yang L, Kouadir M, Yang Y, ve ark. The NALP3 inflammasome is involved in
neurotoxic prion peptide-induced microglial activation. J Neuroinflammation 2012; 9:
73.

Shi Y, Mucsi AD ve Ng G. Monosodium urate crystals in inflammation and immunity.
Immunol Rev 2010; 233(1): 203-217.

Sierra A, Encinas JM, Deudero JJ, Chancey JH, ve ark. Microglia shape adult
hippocampal neurogenesis through apoptosis-coupled phagocytosis. Cell Stem Cell
2010; 7(4): 483-495.

Singhal G ve Baune BT. Microglia: An Interface between the Loss of Neuroplasticity
and Depression. Front Cell Neurosci 2017; 11: 270.

Su X, Maguire-Zeiss KA, Giuliano R, Prifti L, ve ark. Synuclein activates microglia in
a model of Parkinson's disease. Neurobiol Aging 2008; 29(11): 1690-1701.

Suski JM, Lebiedzinska M, Bonora M, Pinton P, ve ark. Relation between mitochondrial
membrane potential and ROS formation. Methods Mol Biol 2012; 810: 183-205.
Takeuchi H, Mizoguchi H, Doi Y, Jin S, ve ark. Blockade of gap junction hemichannel
suppresses disease progression in mouse models of amyotrophic lateral sclerosis and
Alzheimer's disease. PL0S One 2011; 6(6): e21108.

Tan MS, Yu JT, Jiang T, Zhu XC, ve ark. The NLRP3 inflammasome in
Alzheimer's disease. Mol Neurobiol 2013; 48(3): 875-882.

57



101. Tremblay ME, Lowery RL ve Majewska AK. Microglial interactions with
synapses are modulated by visual experience. PLoS Biol 2010; 8(11): e1000527.

102. Tschopp J ve Schroder K. NLRP3 inflammasome activation: The convergence
of multiple signalling pathways on ROS production? Nat Rev Immunol 2010; 10(3):
210-215.

103. von Bernhardi R, Tichauer JE ve Eugenin J. Aging-dependent changes of
microglial cells and their relevance for neurodegenerative disorders. J Neurochem 2010;
112(5): 1099-1114.

104. Walker DG ve Lue LF. Immune phenotypes of microglia in human
neurodegenerative disease: challenges to detecting microglial polarization in human
brains. Alzheimers Res Ther 2015; 7(1): 56.

105. Wang HM, Zhang T, Huang JK, Xiang JY, ve ark. Edaravone Attenuates the
Proinflammatory Response in Amyloid-beta-Treated Microglia by Inhibiting NLRP3
Inflammasome-Mediated IL-1beta Secretion. Cell Physiol Biochem 2017; 43(3): 1113-
1125.

106. Wang WY, Tan MS, Yu JT ve Tan L. Role of pro-inflammatory cytokines
released from microglia in Alzheimer's disease. Ann Transl Med 2015; 3(10): 136.
107. Wieghofer P, Knobeloch KP ve Prinz M. Genetic targeting of microglia. Glia

2015; 63(1): 1-22.

108. Wilms H, Sievers J, Rickert U, Rostami-Yazdi M, ve ark. Dimethylfumarate
inhibits microglial and astrocytic inflammation by suppressing the synthesis of nitric
oxide, IL-1beta, TNF-alpha and IL-6 in an in-vitro model of brain inflammation. J
Neuroinflammation 2010; 7: 30.

109. Yao Y, Miao W, Liu Z, Han W, ve ark. Dimethyl Fumarate and Monomethyl
Fumarate Promote Post-Ischemic Recovery in Mice. Transl Stroke Res 2016; 7(6): 535-
547.

110. Yu JW ve Lee MS. Mitochondria and the NLRP3 inflammasome: physiological
and pathological relevance. Arch Pharm Res 2016; 39(11): 1503-1518.
111. Zhou R, Yazdi AS, Menu P ve Tschopp J. A role for mitochondria in NLRP3

inflammasome activation. Nature 2011; 469(7329): 221-225.

58



8. EKLER
8.1. EK-1 Etik Kurul Onay1

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Konu: Karar hk. . 16.06.2017
Sayi: /S %%‘

Saym Prof.Dr.§ermin GENC,

Kurulumuz tarafindan 15.06.2017 tarih ve 3391-GOA protokol numarali 2017/16-21 karar numarasi
ile goriisiilen “Dimetil Fumarat'in Mikroglial Hiicrelerde NLRP3 Inflamazom Aktivasyonu Uzerine
Etkisi” konulu arastirmaniza iligkin Kurulumuz karar1 ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim. A l
\/\/(\
Prof.Dr.Banu ONVURAL

Bagkan &/
=

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Yerleskesi inciralti 35340 [ZMIR-TURKIYE
Tel:0 232 4122254 - 0 232 4122258 Faks: 0232 4122243  Elektronik posta:etikkurul@deu.edu.tr

59



o DOKUZ EYLUL ﬂNiVERSiTESi
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

ETIK

KOMISYONUN ADI

DOKUZ EYLUL UNiVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ACIK ADRES Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhigi 2. Kat Inciralti-IZMIR
TELEFON 0232412 22 54-0 232 412 22 58
FAKS 02324122243
E-POSTA etikkurul@deu.edu.tr
DOSYA NO: 3391-GOA
UZMANLIK TEZI [] AKADEMIK AMACLI [_]
ARASTIRMA
ARASTIRMANIN ACIK ADI Dimetil Fumarat'n Mikroglial Hiicrelerde NLRP3 inflamazom
Aktivasyonu Uzerine Etkisi
ARASTIRMA PROTOKOL
KODU
gfg;ﬁ'&i SORUMLU ARASTIRMACI | Prof.Dr.Sermin GENC
UNVANI/ADI/SOYADI ve Saglik Bilimleri Ens.
UZMANLIK ALANI

DESTEKLEYICI VE ACIK
ADRESI

DESTEKLEYICININ YASAL
TEMSILCISI VE ADRESI

ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ X COK MERKEZLI[]
MERKEZLER
et Versiyon s
Belge Adi larihi Dili
Numarasi
ARASTIRMA o o -
PROTOKOLU Meveut Tirkge [ ingilizce [] Diger []
DEGERLENDIRILEN ARASTIRMA iLE ILGILI - . :
sty LITERATUR Mevcut Tirkge []  ingilizce [X]  Diger []
BILGILENDIRILMIS
GONULLU OLUR Mevcut Tirkge X Ingilizce []  Diger []
FORMU
OLGU RAPOR FORMU | Mevcut Tirkge X Ingilizce (]  Diger []




KARAR BILGILERI

Karar No:2017/16-21

Tarih:15.06.2017

Prof.Dr.Sermin GENC’in sorumlusu oldugu “Dimetil Fumarat'm Mikroglial Hiicrelerde NLRP3
inflamazom Aktivasyonu Uzerine Etkisi ” isimli klinik arastirmaya ait bagvuru dosyasi ve ilgili
belgeler aragtirmanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis, etik agidan
calismanin gerceklestumnesmm uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir.

ETIK KURUL BILGILERI

CALISMA ESASI

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu Isleyis Yonergesi
Iyi Klinik Uygulamalart Kilavuzu

ETiK KURUL UYELERI

Cinsi

Arastirma ile

Unvan/Adi/Soyadi Uzmanhk Alam Kurumu P A imza
yet Migkili mi?
Prof.Dr.Banu DEU Tip Fakiiltesi Tibbi
ONVURAL Tibbi Biyokimya Biyokimya Anabilim Dal | Kadn | EC] | HIX i
(Bagkan) = ,QJ” /é,/nqcl 7
Prof.Dr.§.Reyhan .
UCKU Halk Saghg1 g:‘lljl :ll 'X l;)akulteSI Halk Kadn [E[] |HKX |
(Bagkan Yardimcisi) ghgi A.D.
) DEU Tip Fakiiltesi Kalp P //
Prof.Dr.Nejat Kalp Damar e i . /
SARIOSMANOGLU | Cerrahisi Bi:;:lal Cerrahisi Anabilim | Erkek | E[] HX //\
) A
Prof.Dr.Seving ; i DEU Tip Fakiiltesi Ig
ERASLAN Endclenl]s Hastaliklar1 Anabilim Dah Kadm | EL] | HIY K z
2 n
DEU Tip Fakiiltesi Tibbi —
| Prof.Dr.Ayse Aydan GEren  an - e o > =
1 B7ZKUTUK Tibbi Mikrobiyoloji ll\j/léllinoblyoloy Anabilim Kadmn | EC] HIX
| Py
| Prof.Dr.Miige = " DEU Tip Fakiiltesi \
KIRAY Bizyaloj! Fisyoloji Anabilim Dali | Kedm | EL] | HIX W
DEU Tip Fakiiltesi
Prof.Dr.Sevda e, ot = ]
OZKARDESLER Anesteziyoloji Anesteziyoloji ve Kadm | E[]J | H Q 0
Reanimasyon A.D. 2 AL A
i Prof.Dr.Siilen . DEU Tip Fakiiltesi (] -
1 SARIOGLU Batalojl Tibbi Patoloji A.D Kadn | EC] | HII
S DEU Fizik Tedavi ve ;
Prof.Dr.Bilge KARA | o, 2%} ecavt Rehabilitasyon Yiiksek Kadn | E[] |HX
Rehabilitasyon
Okulu :
A
Prof.Dr.Sefa Tibbi Biyoloji ve DEU Tip Fakiiltesi Tibbi 5 !
KIZILDAG Genetik Biyoloji ve Genetik A.D Brkek |EL] | HIY )Z-SI‘)L( l& /"\QC{ 1
| ; DEU Tip Fakiiltesi Tibbi
| Do¢.Dr.M.Aylin R i - o i
: ARICI Tibbi Farmakoloji Farmakoloji Anabilim Dali Ksdisi | BL H M“‘/‘
; Pediatrik :
| ) % DEU Tip Fakiiltesi Cocuk
Prof.Dr.Ayhan Endokrinoloji ve 9
. Sagligi ve Hastaliklar Erkek | E(] |HKX
ABACI Metabolizma Aebilin ool }4;1-}—( /b/\/\@d (
| Hastaliklari
e Cocuk Saghgi ve DEU Hemgirelik Fakiiltesi
‘ gg&?k‘gmd[ Hastaliklar Cocuk Saghgi ve Erkek | E{] |HKX EA/P\
| Hemsireligi Hastaliklari Hemsireligi
\
Uzm.Dr.Ahmet Can DEU Tip Tarihi ve Etik . /
g Hukuk o bBrkek | E[] |HEX m %
Mehmet Erhan & N
OZKUL Saglik mensubu E.U Tip Fakiiltesi Erkek | E[] HIX

olmayan liye

{dari Mali isler

4‘4444‘4

Dokuz Eyliil Universitesi Girigimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu Karar Formu

61




8.2. Ozgecmis

OZGECMIS
BORA TASTAN
TC Kimlik No / Pasaport No:  |12869314396
Dogum Yih: 01/07/1992

Yazisma Adresi :

Camtepe mah. Mithatpasa cad. No:155/5 Narlidere/lzmir

Telefon : +90 5369686485
Faks :
e-posta : boratstn@gmail.com
EGITIiM BILGILERI

Ulke Universite Fakiilte/Enstitii (")grenim Alan Derece MeZ‘l{Jllilllyet
Tiirkiye | Zmir Yiksek Teknoloji | po) ) - [ Molekiiler Biyolojive |5 g | 9 079016

Enstitist Genetik

o Dokuz Eyliil v . Temel Sinirbilimler Devam
Turkiye Universitesi prolilc BEgEns. Y.L ediyor
AKADEMIK/MESLEKTE DENEYIM

Kurum/Kurulus Ulke Sehir Boliim/Birim Gorev Tiiri Gorev Donemi

UZMANLIK ALANLARI

Uzmanhk Alanlan

Molekiiler Biyoloji

DiIiGER AKADEMIK FAALIiYETLER

Damismanhik Sayisi

Son Bir Yilda Uluslararasi Indekslere Kayith Makale/Derleme Icin Yapilan

Son Bir Yilda Projeler icin Yapilan Damismanhk Sayisi

Yayinlara Alinan Toplam Atif Sayisi

62




Tamamlanan Devam
Eden
. Yiiksek

Damsmanhik Yapilan Ogrenci Sayisi Lisans
Doktora
Uzmanhk

Diger Faaliyetler (Eser/gorev/faaliyet/

sorumluluk/olay/iiyelik vb.)

ODULLER

Odiiliin Ad Alindig1 Kurulus Yih
-
YAYINLARI

SCI, SSCI, AHCI indekslerine giren dergilerde yayinlanan makaleler

in murine microglial cells

Sulforaphane inhibits lipopolysaccharide-induced inflammation, cytotoxicity, oxidative stress and
mir-155 expression and switches to Mox phenotype through activating ERK1/2-Nrf2/ARE pathway

Diger dergilerde yayinlanan makaleler

Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yayinlar

The Effects of Dimethyl Fumarate on inflammasome activation in microglial cells

63




