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OZET

Sicanlarda Lipopolisakkarit ile Olusturulan Kronik Noroinflamasyon Modelinde

Betiilinik Asidin Yangi ve Apoptoz Intrinsik Yolag1 Uzerine Etkileri

Amacg: Bu tez c¢alismasinda, lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan deneysel
noroinflamasyon modelinde betiilinik asidin inflamasyon ve intrinsik apoptotik yolak
iizerindeki etkileri; molekiiler, biyokimyasal ve histopatolojik agidan degerlendirilmesi
amaclanmustir.

Materyal ve Metot: Kontrol, LPS, BA ve BA+LPS olmak iizere dort grupta yer
alan siganlara 28 giin boyunca aralikli olarak LPS (1 mg/kg, i.p.) ve betiilinik asit (10
mg/kg, 1.p.) uygulandi. Serum ve beyin dokusu 6rneklerinde rutin biyokimyasal analizler
ile oksidatif stres parametreleri (MDA, SOD, GSH) calisilmistir. Belirlenen kilit
belirtegler (CASP3, CASP9, BAX, BCL-2, NF-kB ve Cyt ¢) serum ve beyin 6rneklerinde
ELISA, beyin dokusunda ise RT-qPCR yontemiyle analiz edilmis; ayrica beyin
dokusunun genel morfolojik durumu histopatolojik incelemelerle degerlendirilmistir.

Bulgular: Serum sistemik biyokimyasal analizlerinde LPS grubunda BUN, total
protein, direkt bilirubin, sodyum ve klor diizeyleri artarken, kalsiyum diizeyleri azaldi
(P<0.05). BA uygulamasinin bazi biyokimyasal parametrelerde diizenleyici etkiler
olusturdugu goriildii. Oksidatif stres analizlerinde BA+LPS grubunda MDA diizeyi
artarken, LPS grubunda GSH ve SOD diizeyleri yiiksek bulundu (P < 0.05). Doku ELISA
analizlerinde BA grubunda CASP3, BA+LPS grubunda ise Cyt c diizeyleri artt1 (P <
0.05). Serum ELISA sonuglarinda BA+LPS grubunda Cyt c yiiksek, BCL-2 diisiik
saptandi (P < 0.05). Gen ifade analizlerinde NF-kB gen ifadesi LPS grubunda artarken,
BA ve BA+LPS gruplarinda baskilandi; Cyt ¢ gen ifadesi LPS ve BA+LPS gruplarinda
arti gosterirken, BCL2 gen ifadesi BA ve BA+LPS gruplarinda diisiik bulundu (P <0.05).
Histopatolojik incelemelerde LPS grubunda infiltrasyon, édem, hiperemi ve kanama
bulgular1 gozlenirken, BA uygulanan gruplarda bu degisikliklerin azaldig1 goriildii.

Sonug: Betiilinik asidin, LPS ile olusturulan deneysel néroinflamasyon modelinde
inflamatuvar,  oksidatif = ve  mitokondriyal apoptotik  siirecler  iizerinde
diizenleyici/ndroprotektif etkiler gosterebilecegi degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Betiilinik Asit, LPS, Noroinflamasyon, Apoptoz, Yangi
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ABSTRACT

Effects of Betulinic Acid on Inflammation and Apoptosis Intrinsic Pathway in a

Chronic Neuroinflammation Model Induced by Lipopolysaccharide in Rats

Aim: This thesis aimed to evaluate the effects of betulinic acid on inflammation
and the intrinsic apoptotic pathway in a lipopolysaccharide (LPS)-induced experimental
neuroinflammation model using molecular, biochemical, and histopathological analyses.

Material and Method: Rats were divided into four groups: Control, LPS, BA,
and BA+LPS. LPS (1 mg/kg, i.p.) and betulinic acid (10 mg/kg, 1.p.) were administered
intermittently for 28 days. Brain tissue and serum samples were analyzed for systemic
biochemical parameters and CASP3, CASP9, BAX, BCL-2, NF-«xB, and Cyt c levels
using ELISA, RT-qPCR, and histopathological methods.

Results: In the LPS group, serum BUN, total protein, direct bilirubin, sodium, and
chloride levels increased, whereas calcium levels decreased (P < 0.05). BA administration
showed regulatory effects on several biochemical parameters. Oxidative stress analyses
demonstrated increased MDA levels in the BA+LPS group, while GSH and SOD levels
were elevated in the LPS group (P < 0.05). Tissue ELISA analyses revealed increased
CASP3 levels in the BA group and increased Cyt ¢ levels in the BA+LPS group (P <
0.05). Serum ELISA findings showed elevated Cyt ¢ and decreased BCL-2 levels in the
BA+LPS group (P < 0.05). NF-xB gene expression increased in the LPS group but
decreased in BA and BA+LPS groups. Cyt ¢ expression increased in LPS and BA+LPS
groups, whereas BCL2 gene expression decreased in BA and BA+LPS groups (P < 0.05).
Histopathological examination revealed infiltration, edema, hyperemia, and hemorrhage
in the LPS group, while these alterations were reduced in BA-treated groups.

Conclusion: Betulinic acid may exert regulatory and neuroprotective effects on
inflammatory, oxidative, and mitochondrial apoptotic processes in LPS-induced
neuroinflammation.

Keywords: Betulinic Acid, LPS, Neuroinflammation, Apoptosis, Inflammation
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

A¥m : Mitokondriyal Elektriksel Gradyan
ACTB : Actin Beta

ADPR : Adenozin Difosfat Riboz

ALP : Alkalen Fosfataz

ALT : Alanin Aminotransferaz

APAF-1 : Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor-1
AST : Aspartat Aminotransferaz

BA : Betiilinik Asit

BAX : BCL2 1liskili X Proteini

BCL-2 : B Hiicreli Lenfoma 2

BUN : Kan Ure Azotu

CASP3 : Kaspaz-3 Geni

CASP9 : Kaspaz-9 Geni

CAT : Katalaz

cDNA : Komplementer Deoksiriboniikleik Asit
CD95-L : FAS Ligandi

COX-2 : Siklooksijenaz-2

CuCl, : Bakar (II) Klorit

Cytc : Sitokrom C

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

ELISA : Enzim Bagli Immiino Absorbe Analiz
FADD : Fas ile {liskili Oliim Alan1 Proteini
GGT : Gamma Glutamil Transferaz

GPx : Glutatyon Peroksidaz

GSH : Rediikte Glutatyon

GST : Glutatyon-S-Transferaz

H:0; : Hidrojen Peroksit

HDL : Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein
IGF-1 : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1
IL-6 : Interlokin-6

IL-1p : Interlkin-1 Beta



IKK
KSR?2
MAPK
MC4R
MDA
MyDS88
NAD
NRF1
NF-xB
PCSK1
PGE2
RNA
RNT
ROT
qRT-PZT
SNP
SOD
TGFa
TNFa
TRP

v.a

: Kappa Kinaz Kompleksi

: Kinaz Supressor Ras 2 Geni

: Mitojen Aktive Protein Kinaz Geni

: Melanokortin 4 Reseptor Geni

: Malondialdehit

: Miyeloid Farklilasma Birincil Yanit1 88

: Nikotinamid Adenin Diniikleotid

: Niikleer Solunum Faktorii Geni

: Niikleer Faktor Kappa B

: Proprotein Konvertaz Subtilisin/Kexin Tip 1 Geni

: Prostaglandin E2

: Ribontikleik Asit

: Reaktif Nitrojen Tiirleri

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Tepkimesi
: Tek Niikleotid Polimorfizmi

: Stiper Oksit Dismutaz

: Transforming (Doniistiiriicii) Biiyiime Faktorii Alfa
: Timor Nekroz Faktor Alfa

: Transient Reseptor Potansiyel

: Viicut Agirligi
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1. GIRIS

Inflamasyon, latince "inflammare" kelimesinden koken almistir. Tutusturmak veya
yakmak anlamina gelen bu kelime yiizyillardir kullanilmaktadir. Atese benzetilmesindeki
temel nedenin, inflamasyonun potansiyel tehdide karsi, 6nlem amaciyla “tutusturmasi”
ve tehdidi etkisiz hale getirildikten sonra kendiliginden “sonmesi” oldugu
varsayilmaktadir (1). inflamatuvar yanit hem hastalikli hem de saglikli dokularda yangi
meydana getirebilmektedir ve boylece siirekli devam eden veya kontrol altina alinamayan
inflamatuvar siirecleri olusabilmektedir (2). Iki tarafi keskin bir bigak olan
inflamasyonun, homeostazi ve doku onarimini yeniden saglayabilmesi i¢in; 1yi
dengelenmis ve hassas sekilde kontrol edilmesi gerektigi diistintilmektedir (3).

Noroinflamasyon; merkezi sinir sistemi (MSS) ekseninde yer alan beyin veya
omurilikteki inflamatuvar yanit olarak tanimlanmaktadir. Bu yanitta néron, makroglia ve
mikroglia dahil tiim hiicrelerin iligkili bir savunma mekanizmasi igerisinde oldugu
disiinilmektedir. Ayrica néroinflamasyon; adaptif bagisiklik sistemi, beyin
parenkimindeki astrositlerin aktivasyonu, sitokinler, kemokinler, reaktif oksijen tiirleri
(ROT) ve molekiiler altyap1 olarak incelendiginde olduk¢a kompleks bir siire¢ olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (4).

Mikrobiyomun saglik iizerindeki etkisine dair birgok arastirma yapilmistir.
Mikroorganizmalarin molekiiler iirlinlerinin ¢esitli kronik inflamatuvar hastaliklarin
etyopatogenezinde giiclii bir rol oynadig1r gosterilmistir. Cesitli bakteriyel bilesenler
dogustan gelen bagisiklik sistemi tarafindan taninabilmektedir (5). Bunlar arasinda en
kapsamli arastirilanlar; Escherichia coli, Salmonella tirleri, Porphyromonas tiirleri ve
Helicobacter tiirleri gibi gram negatif bakterilerin hiicre duvarindan tiiretilen
lipopolisakkarit (LPS) olup endotoksin olarak da bilinmektedir. LPS dolagima girdikten
sonra bagisiklik sistemi iizerinde belirgin bir uyarici etkiye sahiptir ve bir dizi patolojiye
neden olabilmektedir. Siddetli vakalarda bu sepsise de yol acabilmektedir. LPSmin
fizyolojik etkilerine iliskin aragtirmalarin ¢ogu sepsis odakli yiiriitiilmiis olsa da LPS’nin
ayni zamanda norodejeneratif hastaliklar, metabolik hastaliklar ve kardiyovaskiiler
hastaliklar dahil olmak iizere bir¢cok kronik inflamatuvar hastaligin patofizyolojisinin
temelinde yattig1 bilinmektedir (5).

Terpenler, bitkilerde ¢evreyle etkilesimler sonucunda dogal olarak iiretilen ikincil

metabolitler olarak bilinmektedir. Yosunlarda, alglerde, likenlerde ve hatta bazi



memelilerde de bulunabilirler. Terpenlerin en Onemlilerinden biri lupan tipi bir
pentasiklik triterpen olan betiilinik asitt (BA) olarak one siiriilmiistiir (6). BA'nin diiiretik,
antimikrobiyal, antiviral, antiHIV, antidiyabetik, antiparaziter, immiinomodiilatér ve
antikanser gibi etkileri arastirilmig olup ozellikle immiino-modulatér olarak bir¢ok
etkisinin oldugu da disiiniilmektedir (7). BA, apoptoz sinyal iletiminde 6nemli rol
oynayarak mitokondriyal membran stabilitesini azaltabilmektedir. Membranin
depolarizasyonu apoptotik sinyal yolunu aktive edebilmektedir (8). Apoptoz genellikle
inflamasyon ve ¢evre dokulara zarar vermeden yiirliyen bir siire¢ olarak goriilmektedir.
Apoptoz yoluyla bagisiklik sistemi uyarilmadan hasarli, enfekte veya yaslanan hiicreler
elimine edilebilmektedir (9).

Tezimizin temel hipotezi, LPS uygulamasi ile olusturulan deneysel sigan
noroinflamasyon modelinde betiilinik asidin, Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB) yolak
inhibisyonu ve apoptotik mekanizmalar iizerindeki diizenleyici etkileri araciligiyla
noroprotektif etki gosterecegi yoniindedir. Bu dogrultuda, betiilinik asidin beyin
dokusunda inflamasyon ve apoptoz yolaklar1 iizerindeki etkileri molekiiler genetik,

biyokimyasal ve histopatolojik agidan incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Noroinflamasyon

Noroinflamasyon; inflamatuvar diizenleyicilerin sekresyonu, siddetli oksidatif
stres ve hiicreler arasi boslukta biriken glutamatin yarattigi norotoksik etkilerle
karakterize edilmistir. Organizmadaki diger tiim organlarin islevlerinin, ndronal
baglantilar ve sinyal iletimi aracilifiyla beyin ve MSS tarafindan diizenlendigi kabul
edilmektedir. MSS viicuttaki en karmasik ve az bilinen yapi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
MSS’deki noronal yapilar ve islevleri inflamasyon siirecinde bozulabilmektedir.
Inflamasyon; viicuttaki hasarli doku veya hiicreleri, enfeksiydz ajanlari, parazitleri veya
toksinleri viicuttan atmak, onarmak ve yenilemek i¢in olusmus bir savunma mekanizmasi
olarak bilinmektedir. Noroinflamasyonda ise bu silire¢ mikroglia, astrositler, néronlar, T
hiicreleri, notrofiller, mast hiicreleri ve bu hiicrelerden salgilanan inflamatuvar
diizenleyiciler tarafindan gerceklesmektedir. Diger hiicrelerin aksine ndronlarin, hasar
gordiigiinde veya dejenerasyona ugradiginda, onarilma veya yenilenme yetenegine sahip
olmadig1 bilinmektedir. Noroinflamasyon baslangicta beyinde koruyucu bir yanit olarak
ortaya ¢ikmasina ragmen, asiri inflamatuvar tepkilerin zararl etkilere neden oldugu ve
noronal rejenerasyonu  engelledigi  disiiniilmektedir  (10).  Noroinflamasyon
mekanizmasinda iki temel yolak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlardan ilki hiicresel, ikincisi
molekiiler yolak olarak adlandirilmaktadir. Hiicresel yolakta noronlara odaklanmak
gerekmektedir. Noronlar hiicre govdesi, sinyalleri alan dendritler ve bu sinyalleri ileten
aksonlardan olugsmaktadir. Ayrica néronlar yapisal destek, koruma ve beslenme saglayan
glial hiicreler (mikroglia, astroglia, perisit, miyelin kilif ve oligodendroglia) ile diger
hiicrelerle iletisime girmektedirler (11). Tiim bu yapilar bir ndrovaskiiler iiniteyi tarif

etmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. MSS ve norovaskiiler iinite.

Mikroglial hiicreler homeostazin korunmasi, néronal fonksiyonlarin diizenlenmesi
ve patolojik durumlara yanit vermekte rol almaktadirlar. Yaralanma, enfeksiyon ve
norodejenerasyonda cesitli yolaklarla mikroglialar aktive olabilirken amip benzeri bir
morfolojiye dontisebilmektedirler (12). Mikroglianin asir1 aktivasyonu nedeniyle olusan
kronik noéroinflamasyon, noronal hasara, sinaptik kayba ve hiicre Oliimiine yol
acabilmektedir. Mikroglia, degisen kosullara bagli olarak polarizasyon siireci sonucunda
iki temel fenotipe doniisebilmektedir. Bunlardan M1 fenotipi proinflamatuvar yanitla
iligkilendirilirken; 6ldiirme ve inflamasyonu baglatma gibi islevlerle karakterizedir. M2
fenotipi ise anti-inflamatuvar yanitla iliskilendirilmekte olup inflamasyonu baskilama ve
onarim siire¢lerinde rol oynamaktadir. Bu iki fenotip arasindaki dengenin olduk¢a dnemli
oldugu belirtilmistir (13). Astrositler, MSS homeostazinin korunmasi ve néronlarin
yapisal destek, sinaptik iletim, plastisitesinde Onemli rol oynamaktadirlar (14).
Noroinflamatuvar siiregte astrositler, farkli patolojik uyaranlara karst morfolojik,
transkripsiyonel ve fonksiyonel bir yeniden yapilanma olan “reaktif astrositoz” fenotipine
biirtinmektedir. Bu hiicreler, proinflamatuvar molekiil salinimi1 ve doku rejenerasyonu
yoluyla ndroprotektif bir rol iistlenseler de kronik seyreden reaktif yanitlar, doku hasarina
yol agarak MSS iizerinde homeostatik dengenin bozulmasina neden olabilmektedir (15).

Oligodendrositler, aksonlar1 yalitan, elektrik sinyallerinin yayilmasimi saglayan ve
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miyelin kiliflarinin olusumundan sorumlu olan, MSS’deki glial hiicre toplulugu olarak
bilinmektedir. Diger glial hiicrelerde oldugu gibi, oligodendrositler de néroinflamasyon
stirecinde ¢esitli efektor molekiiller salgilayabilmektedir (16). Bu siirecte rol oynayan
temel molekiiler mekanizmalar; NF-kB sinyal kaskadi, janus kinaz sinyal iletici ve
transkripsiyon aktivatorii (JAK/STAT) yolagi, nod benzeri reseptdr protein 3 (NLRP3)
inflamazomu ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal yollaridir. S6z
konusu yolaklarin her biri; enfeksiyonlar, hatali katlanmis protein agregatlar1 ve hiicresel

stres gibi farkli patolojik uyaranlar araciligiyla aktive edilmektedir (17).

2.1.1. Noroinflamasyonda NF-kB Sinyal Yolag:

NF-«B, ilk olarak 1986 yilinda Ranjan Sen ve David Baltimore tarafindan,
immiinoglobulin kappa hafif zincir enhancer bolgesine baglanabilen bir B hiicre ¢ekirdek
faktorii olarak tanimlanmustir (18). Inaktif formda hemen tiim hiicrelerin sitoplazmasinda
yer aldig1 ve Drosophila’dan insanlara kadar genis bir canli grubunda korunmus oldugu
bildirilmektedir. Hiicresel aktivasyon sonrasinda ¢ekirdege tasinarak cok sayida immiin
yanit, hiicre biiylimesi ve inflamasyonla iliskili genin transkripsiyonunun
diizenlenmesinde gorev almaktadir (19). NF-xB yolagi hem periferik hem de merkezi
bagisiklik sistemlerinde en belirgin inflamasyon diizenleyicilerinden biri olarak 6ne
cikmaktadir. Memelilerde, NF-kB ailesi bes alt birimden olugmaktadir: NF-xB1 (p50),
NF-kB2 (p52), RelA (p65), RelB ve c-Rel, bunlar homo- veya hetero-dimerik
kompleksler olusturabilmektedir (18). Uyarilmamis hiicrelerde, NF-xB, KB
inhibitdrleriyle (IkB) birleserek inaktif bir formda sitoplazmada hapsedilmistir. Cesitli
uyarilardan sonra, NF-kB sinyal yolag1 aktive olmaktadir. iki katalitik alt birim olan
IKKa, IKKB ve diizenleyici bir alt birim olan IKKy'den olusan IkB kinaz (IKK)
kompleksi etkinlesmektedir. Ayrica IkB'nin fosforilasyonunu, ubikitinasyonunu ve
proteazomal bozunmasini saglamaktadir. NF-xB’nin p50/p65 dimerleri, IxB'den
ayrilarak NF-kB’nin c¢ekirdege tasinmasina ve hedef gen transkripsiyonunu
diizenlemesine olanak tanimaktadir (20). MSS, mikroglia, astrositler ve néronlarda NF-
kB yolaginin aktivasyonu; bagisiklik hiicrelerinin uyarimini, inflamatuvar yaniti,
sitokinleri, kemokinleri ve adezyon molekiillerinin iiretimini saglamaktadir (21). Ayrica
NF-kB baskilanmas1 apoptoza giden yolu agmaktadir (22). NF-kB yolagi, Toll benzeri
reseptorler (TLR'ler), tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve interlokin-1 beta (IL-1pB)
dahil olmak tizere g¢esitli molekiiller tarafindan tetiklenebilmektedir. Bu yolagin

diizensizligi ve kroniklesmesi, ndrodejeneratif hastaliklara neden olmaktadir. Ornegin,
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asir1 NF-xB aktivasyonu, amiloid beta plaklarinin ve tau patolojisinin iiretimini tegvik
ettigi i¢in Alzheimer hastalifinda rol oynamaktadir. NF-xB yolagini hedeflemek,
noroinflamasyonu azaltmak ve hastaligin ilerlemesini yavaslatmak i¢in umut verici bir

strateji olarak goriilmektedir (23).

2.1.2. Noroinflamasyonda Apoptoz

Apoptoz programlanmig hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir. Hiicre 6liimiiniin
travmatik bir versiyonu olan nekrozun aksine, apoptoz organizmanin yarari i¢in belirli
hiicreleri feda etmek tizerine kurulu bir siire¢ olarak belirtilmektedir. Apoptoz ¢ok hiicreli
organizmalarin fizyolojik dongiisiinde rutin olarak gerceklesmektedir (24). Bagisiklik
denetimindeki disfonksiyon ve kan beyin bariyeri (KBB)’nin yapisal yikimi, patolojik
stireci derinlestirerek ndéronal apoptozu tetikleyen temel mekanizmalar1 olusturmaktadir.
Organizmanin homeostazi i¢in apoptoz hayati 6nem tagimaktadir. Morfolojik olarak
baslica belirtiler; cekirdegin biiziismesi ve kromatinlerin yogunlagmasi, kromozomal
DNA’nin bozulmasi, niikleolusun yirtilmasi, sitozolik membranda vezikiillerin olusmasi,
hiicrenin bu apoptotik vezikiillere boliinmesi ve nihayetinde fagosite edilerek ortadan
kaldirilmast seklinde siralanabilmektedir (25). Apoptoz temel olarak ekstrinsik ve
intrinsik yolak olmak tizere iki sekilde meydana gelmektedir. Ekstrinsik yolak hiicre 61iim
reseptorii aracili yolak olarak, intrinsik yolak ise mitokondri aracili yolak olarak
tanimlanmaktadir (26).

Ekstrinsik yolak, reseptor ve ligand baglanmasiyla gerceklesmektedir. Bir 6liim
ligandinin (6rnegin CD95-L, FasL, APO-1L veya TRAIL) bir 6liim reseptoriine (6rnegin
CDO95, FasR, APO-1 veya TRAIL-R) baglanmasiyla tetiklenmektedir. Bu ligand-reseptor
etkilesimi, bir adaptoér protein olan Fas ile iliskili 6liim alan1 (FADD) araciligiyla 6liim
indiikleyici sinyal kompleksi'nin (DISC) olusumunu tetiklemektedir. Ekstrinsik yolakta
sinyalin sitoplazmik kaspazlara iletildigi kritik bir asamay1 temsil eden DISC olusumu;
baslatic1 kaspazlar olan caspase-8 ve caspase-10"un aktivasyonunu indiiklemektedir. Bu
aktivasyon siireci, kaspaz kaskadini bir iist seviyeye tasityarak caspase-3, -6 ve -7 gibi
efektor kaspazlarin etkinlesmesini saglamakta ve hiicreyi geri doniisli olmayan apoptoz
fazina sokmaktadir (27).

Intrinsik yolak, ¢esitli etmenlere bagli olarak olusan DNA hasart ile aktive olmakta
ve Ozellikle mitokondriyal dis zar gegirgenligindeki artis ile iliskilendirilmektedir. Bu
yolakta reseptor aracili bir mekanizma bulunmamakta olup, hiicre i¢i sinyaller dogrudan

mitokondri iizerinden apoptotik siireci baslatmaktadir. Ekstrinsik yolaktan farkli olarak
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intrinsik yolak, temel olarak b hiicreli lenfoma 2 (BCL-2) ailesi proteinlerinin diizenleyici
roliine dayanmaktadir. BCL-2 ailesi proteinleri fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerine gore
{ic ana gruba ayrilmaktadur: Ilki; BCL-2 iliskili X proteini (BAX) ve BCL-2 antagonisti
(BAK) gibi ¢ok alanli (multi-domain) proapoptotik proteinler, ikincisi; sadece BCL-2
homoloji alan1 3 (BH3) sahip olan proteinler (6rn. BAD, BID, PUMA, NOXA) ve
ticlinciisii; BCL-2 homoloji alant 4 (BH4) alanin1 da igeren antiapoptotik proteinlerdir
(6rn. Bel-xL, BCL-2, Mcl-1). Hiicrenin kaderini belirleyen proapoptotik ve antiapoptotik
proteinler arasindaki hassas denge, Ozellikle BH3 proteinlerinin aktivasyonu ile
bozulmaktadir. Ornegin betiilinik asit gibi ajanlarin hiicrede ROT miktari arttirarak
oksidatif strese ve mitokondriyal membran disfonksiyonuna yol agmasi, bu dengenin
bozulmasim tetiklemektedir (28). Bu durum, mitokondriyal dis zar gegirgenliginin
artmasina ve takiben sitokrom ¢ (Cyt c) salinimina yol acarak apoptoz kaskadini geri
donilisii olmayan agsamaya tasimaktadir (29). Mitokondrinin dis zarinda bulunan bu
proteinlerin, normal kosullar altinda apoptozun inhibisyonundan sorumlu oldugu
bilinmektedir. Ancak hiicrenin strese maruz kalmasi durumunda proapoptotik
proteinlerden BAX aktive olarak anti-apoptotik BCL-2’nin etkisini antagonize etmekte
ve mitokondriyal dis zar ge¢irgenligini artirmaktadir. Bunun sonucunda Cyt ¢ basta olmak
iizere gesitli molekiiller sitoplazmaya salimmaktadir. Cyt ¢, caspase-9 ile apoptozom
kompleksini olusturarak caspase-3’lin aktivasyonunu saglamaktadir. Bdylece siireg,

intrinsik apoptotik yolak kaskadi ile tamamlanmaktadir (Sekil 2.2) (30).
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Betiilinik asidin hiicre i¢erisinde reaktif oksijen tiirleri iiretimini artirmasi sonucu oksidatif stres
olusmaktadir. Artan oksidatif stres, anti-apoptotik BCL-2 diizeyinin azalmasina ve proapoptotik BAX
aktivasyonunun artmasina neden olmaktadir. BAX/BCL-2 dengesinin proapoptotik yonde degismesi,

mitokondriyal membran potansiyelinin (A%¥m) azalmasina ve mitokondriyal dis zar gecirgenliginin
artmasina yol agmaktadir. Bu siire¢ sonucunda sitokrom ¢ mitokondriden sitoplazmaya salinmakta ve
apoptosom kompleksi araciliiyla caspase-9 aktivasyonu gergeklesmektedir. Ardindan caspase-3’iin
aktive olmastyla intrinsik apoptotik yolak tamamlanmakta ve hiicre apoptoza girmektedir.

Sekil 2.2. Betiilinik asit tarafindan indiiklenen intrinsik apoptotik yolak.

2.1.3. Noroinflamasyonda Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikallerin 6zellikle ROT’un tretimi ile antioksidan
savunma sistemleri arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Baslica
ROT molekiilleri arasinda siiperoksit radikali (O:"), hidrojen peroksit (H20:) ve hidroksil
radikali ("OH) yer almaktadir. Bu molekiiller bagisiklik yaniti, apoptoz, protein
fosforilasyonu ve ¢esitli hiicresel sinyal yolaklar: sirasinda iiretilmektedir. Organizmada
ROT baglica mitokondri, peroksizom ve endoplazmik retikulumda iiretilmektedir.
Enzimatik kaynaklar1 arasinda ise siklooksijenazlar, NADPH oksidaz kompleksi, ksantin

oksidaz ve lipoksijenazlar bulunmaktadir (31). Diisiik diizeydeki ROT, hiicresel
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stireclerin  diizenlenmesinde 'ikincil haberci' olarak gorev yaparak homeostazin
korunmasina katkida bulunabilmektedir. Buna karsin, artan oksidatif yiik; protein, lipid
ve DNA gibi kritik hiicresel bilesenlerde oksidatif modifikasyonlara neden olmaktadir.
Bu durum, NF-«kB gibi redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin dengesini bozarak
hiicresel yanitin adaptif fazdan patolojik faza gegmesine ve doku hasariyla sonuglanan
kronik inflamatuvar siireglerin tetiklenmesine sebebiyet vermektedir (32).

Stiperoksit dismutaz (SOD), hiicrelerin oksidatif strese karsi ilk savunma hattini
olusturan temel antioksidan enzimlerden biridir. SOD, reaktif oksijen tlirlerinden biri olan
stiperoksit anyonunu daha az toksik tiriinlere dontistiirerek hiicresel redoks homeostazinin
korunmasinda kritik rol oynamaktadir. Sitoplazmada en ¢ok bulunan formu Cu/Zn-SOD
(Bakir/Cinko-SOD) bir kofaktoér olarak siliperoksit anyonlarmin hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizlemektedir (33). G-glutamil-sisteynil-glisin
yapisindaki bir tripeptit olan indirgenmis glutatyon (GSH), hiicresel redoks
homeostazinin idamesinde temel non-enzimatik antioksidan bilesen olarak islev
gormektedir. GSH, reaktif oksijen tilirlerinin ve serbest radikallerin dogrudan
notralizasyonunun yani sira, glutatyon peroksidaz (GPx) katalizorliigiinde hidrojen
peroksit ve lipid peroksitlerin indirgenmesinde kritik bir kofaktor rolii tistlenmektedir.
Ayrica, protein tiyol gruplarinin S-glutatyonilasyon aracilifiyla korunmasi ve
ksenobiyotiklerin detoksifikasyon siire¢lerinde merkezi bir regiilator olan GSH, oksidatif
stresin indiikledigi hiicresel hasara kars1 yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiin korunmasinda
birincil savunma hattin1 olusturmaktadir (34). Malondialdehit (MDA), membran
lipidlerinin ROT aracili peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan temel aldehit yapili son
irlinlerden biridir. MDA diizeyindeki artisin, lipid peroksidasyonunun derecesi ile
dogrudan iligkili oldugu ve hiicresel oksidatif stresin Onemli biyokimyasal
gostergelerinden biri olarak kabul edildigi bildirilmektedir. Ayrica MDA proteinler,
niikleik asitler ve membran bilesenleri ile etkilesime girerek hiicresel yap1 ve
fonksiyonlarda bozulmalara neden olabilmektedir. Bu nedenle MDA diizeyinin, oksidatif
hasarin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan giivenilir biyobelirteglerden biri
oldugu ifade edilmektedir (35). Noroinflamasyonda oksidatif stres belirtegleri olan GSH,
SOD ve MDA siklikla birlikte degerlendirilmektedir. Genel olarak ndéroinflamatuvar
slirecte antioksidan savunmay1 temsil eden GSH ve SOD diizeyleri azalirken, lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyi artmaktadir. Bu degisim; ROT iiretimi,
mitokondriyal hasar ve nodronal dejenerasyon ile iligkilendirilmektedir (36-38).

Hiicrelerin, yiikksek ROT seviyelerinin zararli etkilerinden korunmak amaciyla
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antioksidan savunma sistemlerine sahip oldugu bilinmektedir. Bu sistemler baslica SOD,
katalaz (CAT) ve GPx gibi enzimatik mekanizmalar1 igermektedir. Endojen ve eksojen
antioksidanlar, ROT homeostazinin korunmasinda kritik rol oynayarak saglikli hiicresel
isleyisin siirdiirilmesine katki saglamaktadir. ROT iiretimi ile antioksidan tiiketimi
arasinda dinamik bir denge bulunmakta olup, bu dengenin korunmasi gereklidir. Ancak
patolojik durumlarda ROT f{iretimi, organizmanin antioksidan kapasitesini asarak hiicre
ve dokularda hasara yol agmakta ve hastalik progresyonunu destekleyen oksidatif stres
dengesizligine neden olmaktadir (39).

MSS’de ROT iiretiminde 6zellikle iki baslikta yogunlasilmaktadir: bunlardan ilki
dogustan gelen bagisiklik hiicreleri (6rnegin mikroglial hiicreler) ikincisi ise
mitokondriler olarak belirtilmektedir. Mikroglial hiicreler ilk savunma hatti olarak sitokin
araciligiyla noroinflamasyonu tetiklerken, ROT olusumunu da tesvik etmektedir. Ancak
kalic1 mikroglial aktivasyonun getirmis oldugu proinflamatuvar ve prooksidan ortamin
zararl oldugu saptanmustir. Mitokondriler ise elektron tasima zinciri reaksiyonunun bir
yan liriinii olarak ROT olusumuna sebep olmaktadirlar. Bu organeller ayn1 zamanda
dogrudan ROT hedefi olarak da bilinmektedir. Oksidatif stresle iliskili mitokondriyal
diizensizliklerin norodejeneratif hastaliklara da neden oldugu gosterilmistir (40). Son
zamanlarda “mitoinflamasyon” kavrami tiiremistir. Mitoinflamasyon yaklasimina gore;
mitokondri, patojen iligkili molekiiler orgiiler (PAMP’ler) tarafindan hiicre igi sinyal
yolaklarinda asagi yonlii bir diizenleme gosterirken, mitokondriyal hasarli iligkili
molekiiler orgiilerle’de (mtDAMP’ler) aktivasyon saglamaktadir. Mitoinflamasyon
sirasinda, mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri (mtROT), mitokondriyal DNA (mtDNA),
ATP, kardiyolipin ve mitokondriyal Ca**, sitozolde veya hiicre dis1 ortamda diizensizlik
olusturarak c¢cok sayida proinflamatuvar medyatoriin ekspresyonunu ve salinimini

tetiklemektedir (41).

2.1.4. Noroinflamasyona Eslik Eden Sistemik Biyokimyasal Bulgular

Noroinflamasyon, yalnizca MSS ile sinirh kalmayip periferik organlar, metabolik
stirecler ve biyokimyasal homeostaz iizerinde de etkiler olusturabilen kompleks bir
inflamatuvar yanit olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle LPS ile olusturulan deneysel
modellerde inflamatuvar mediyatorler ve oksidatif stres triinleri; karaciger, bobrek,
protein metabolizmasi ve elektrolit dengesi iizerinde degisikliklere yol acabilmektedir.
Bu nedenle serum biyokimyasal parametrelerinin incelenmesi, ndroinflamasyonun

sistemik etkilerinin degerlendirilmesi agisindan 6nemli kabul edilmektedir (42, 43).
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Kan iire azotu (BUN), protein metabolizmasi sonucu olusan iirenin kandaki azot
miktarint yansitan ve bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilan temel biyobelirteglerden biri olarak kabul edilmektedir (44). Kreatinin ise kas
metabolizmasit sonucu olusan ve glomeriiler filtrasyon hizinin degerlendirilmesinde
kullanilan temel renal biyobelirte¢lerden biri olarak bilinmektedir. Serum kreatinin
diizeyleri, bobregin filtrasyon kapasitesi hakkinda onemli bilgi saglamaktadir (45).
Aspartat aminotransferaz (AST), basta karaciger, kalp ve iskelet kas1 olmak {izere birgcok
dokuda bulunan ve aminoasit metabolizmasinda gorev alan onemli bir enzim olarak
bilinmektedir. Serum AST diizeylerindeki artisin, hepatoseliiler hasar, hiicresel yikim ve
metabolik stresin biyokimyasal gostergelerinden biri oldugu bildirilmektedir (46). Alanin
aminotransferaz (ALT), ozellikle hepatosit sitoplazmasinda yogun olarak bulunan ve
aminoasit doniisiim reaksiyonlarinda rol alan bir enzim olarak tanimlanmaktadir. Klinik
biyokimyada serum ALT diizeylerindeki yiikselme, karaciger hiicre hasar1 ve hepatik
fonksiyon bozukluklarinin degerlendirilmesinde duyarli belirtegclerden biri olarak
degerlendirilmektedir (47). Alkalen fosfataz (ALP), baslica karaciger, safra yollar1, kemik
ve bagirsak dokularinda bulunan; fosfat esterlerinin hidrolizinde gorev alan 6nemli bir
enzim olarak bilinmektedir. Serum ALP diizeylerindeki degisimlerin, ozellikle
hepatobiliyer fonksiyon bozukluklari, kolestatik siirecler ve kemik metabolizmasindaki
degisikliklerin degerlendirilmesinde klinik 6nem tasidigi bildirilmektedir (47). Total
bilirubin, eritrosit yikimi sonrast ortaya ¢ikan bilirubinin kandaki toplam
konsantrasyonunu ifade eden ve bilirubin metabolizmasi ile karaciger fonksiyonlarinin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan biyokimyasal gostergelerden biri olarak
bilinmektedir. Serum total bilirubin diizeylerindeki degisimlerin; hemolitik siirecler,
hepatik metabolizma ve safra eliminasyonundaki farkliliklarla iligkili olabilecegi
bildirilmektedir (48). Direkt bilirubin ise karacigerde konjugasyona ugrayarak suda
¢oziiniir hale gelen bilirubin fraksiyonunu ifade etmekte olup, 6zellikle hepatobiliyer
sistem fonksiyonlar1 ve safra akisinin degerlendirilmesinde 6nemli parametrelerden biri
olarak kabul edilmektedir. Serum direkt bilirubin diizeylerindeki artigin, hepatik
konjugasyon siirecleri ve safra sekresyonundaki bozukluklarla iligkili olabilecegi
belirtilmektedir (49). Total protein, serumda bulunan albumin ve globulin basta olmak
lizere tlim protein fraksiyonlarinin toplamimi ifade eden ve beslenme durumu,
inflamasyon, karaciger fonksiyonlari ile protein metabolizmasinin degerlendirilmesinde
kullanilan 6nemli biyokimyasal parametrelerden biri olarak kabul edilmektedir. Serum

total protein diizeylerindeki degisimlerin; inflamatuvar yanit, hepatik sentez kapasitesi ve
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metabolik homeostazdaki farkliliklarla iliskili olabilecegi bildirilmektedir (50). Albumin,
karacigerde sentezlenen ve plazma proteinlerinin biiyiik boliimiinii olusturan temel bir
tasiyict protein olarak bilinmektedir. Ozmotik basincin korunmasi, bir¢ok endojen ve
eksojen molekiiliin taginmasi ile antioksidan savunma mekanizmalarinda 6nemli rol
oynadig1 bildirilmektedir. Serum albumin diizeylerindeki degisimlerin; inflamasyon,
hepatik sentez kapasitesi, beslenme durumu ve sistemik metabolik yanit ile iliskili
olabilecegi kabul edilmektedir (51). Sodyum (Na"), potasyum (K"), klor (CI"), kalsiyum
(Ca**) ve magnezyum (Mg>"); hiicre i¢i ve hiicre disi sivi dengesinin korunmasi,
membran potansiyelinin slirdiiriilmesi, sinir iletimi, kas fonksiyonu, asit-baz dengesi ve
hiicresel sinyal iletimi gibi temel fizyolojik siireclerde gorev alan baslica elektrolitlerdir.
Sodyum ve klor daha ¢ok hiicre dis1 sivi dengesinde, potasyum hiicre i¢i membran
potansiyelinde, kalsiyum hiicresel sinyal iletimi ve norotransmitter saliniminda,
magnezyum ise enzimatik reaksiyonlar ve ndronal stabilitenin korunmasinda 6énemli rol

oynamaktadir (52, 53).

2.2. Lipopolisakkarit (LPS)

LPS, gram-negatif bakterilerin hiicre duvarmin 6nemli bir bileseni olmakla
beraber bakteriye hiicre biitiinliigii, canlilik ve ¢evresel strese karsi savunmak i¢in hayati
bir yetenek kazandirmaktadir. LPS, neredeyse tiim gram-negatif bakterilerde yliksek
oranda korunmustur ve giiclii bir inflamatuvar yanit indiikleyicisi olarak bilinmektedir.
LPS, ii¢ temel bolgeden olusan 1stya dayanikli amfifilik bir molekiildiir. Bu bolgeler;
hidrofobik lipid A, hidrofilik polisakkaritler (seker cekirdegi) ve O-antijeni olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Polisakkarit bolgesi ayrica i¢ ve dis ¢ekirdek olmak iizere iki
kisma ayrilmaktadir. Bu bolim genellikle ketodeoksioktonik asit (Kdo) kalintilari,
heptozlar ve fosfat molekiillerini (Sekil 2.3) icermektedir (54). LPS'nin lipid A kisminin
immiinostimiilator oldugu belirtilmektedir. Cesitli gram-negatif bakteriler iizerinde
yapilan ¢aligmalar, lipid A'nin yapisinin bakteri tiirleri arasinda farklilik gosterdigini ve
acil zincirlerinin (yag asidi) sayismin LPS'min immiinostimiilator kapasitesini
belirledigini gdstermektedir. Acil sayisinin fazla olmasmin tetiklenmeyi arttirdigi
belirtilmistir. Ornegin, Escherichia coli yiiksek derecede immiinostimiilatér olan hekza-

acile edilmis lipid A icermektedir (55).
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Sekil BioRender.com ile olusturulmustur.
Sekil 2.3. LPS yapisi.

LPS, ilk olarak Toll benzeri reseptor 4 (TLR-4) ligandi olarak tanimlanmustir (56).
LPS, orgii tanima reseptorleri (PRR'ler) olarak smiflandirilan Toll benzeri reseptorler
(TLR'ler) ve niikleotid baglayici oligomerizasyon alani igeren protein (NOD) benzeri
reseptorlerle etkilesime girmektedir. LPS'nin TLR4'e baglanmasi, LPS baglayici protein
(LBP) tarafindan kolaylastirilir ve bu da miyeloid farklilasma faktorii 88 (MyD88)
bagimli yolak araciligiyla TLR4-MD2 (miyeloid farklilasma proteini 2) kompleksinin
olusumuyla sonu¢lanmaktadir (57). Ayrica bu baglanma LPS baglayici protein (LBP)
araciligiyla kolaylastirilmaktadir. Reseptor aktivasyonunu takiben sitoplazmada MyD88
aracili sinyal iletim basamaklar1 aktive olmakta; interlokin-1 reseptor iliskili kinaz 4
(IRAK4), interlokin-1 reseptor iligkili kinaz 1/2 (IRAK1/2), TNF reseptor iliskili faktor
6 (TRAF6) ve doniistiiriicii biiylime faktorii-f ile aktive olan kinaz 1 (TAK1) {izerinden
IKK kompleksinin uyarilmasi gerceklesmektedir. Aktive olan IKK kompleksi, NF-
«kB’nin aktiflegsmesine neden olarak p65/p50 alt birimlerinin ¢ekirdege translokasyonunu
saglamaktadir. Cekirdekte NF-«kB’nin DNA {izerindeki hedef bolgelerine baglanmasi
sonucunda inflamasyonla iligkili genlerin transkripsiyonu artmakta ve TNF-a, IL-1p, IL-

6, IL-12 ile gesitli kemokinler gibi proinflamatuvar sitokin ve mediyatorlerin salinimi
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gerceklesmektedir. Bu slire¢ noroinflamatuvar yanitin  olusumunda temel rol

oynamaktadir (Sekil 2.4) (58).

Mikroglial membran

P

SITOPLAZMA

MyD88
BAGIMLI
YOLAK

<

NF-kB
aktivasyonu

!.’r inflamasyonla iligkili genlerin )
transkripsiyonu

LPS baglayici protein (LBP) yardimiyla mikroglial hiicre membraninda yer alan TLR4/MD2
kompleksine baglanmasi, MyD88 aracili hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmasini baglatmaktadir. Bu siirecte
IRAK4, IRAK1/2, TRAF6 ve TAK1 gibi ara sinyal proteinleri aktive olarak IKK kompleksini
uyarmaktadir. Ardindan NF-kB’nin aktiflesmesiyle p65/p50 alt birimleri ¢ekirdege tasinmakta ve
inflamasyonla iligkili genlerin ekspresyonu artmaktadir. Sonug olarak bu yolak, proinflamatuvar sitokin
ve kemokin sentezinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

Sekil 2.4. LPS'nin MyD88 bagimli inflamasyon yolagi.

TLR4 oncelikle mikroglialar lizerinde ifade edilmektedir. LPS ayrica KBB’ye
zarar vermekte, ndronal hiicrelerin apoptozunu uyarmakta ve NF-«kB sinyal yolu
aracilifiyla mikrogliay1 aktive ederek biligsel bozulma ve ndroinflamasyona da neden
olabilmektedir. LPS tarafindan mikroglianin kronik veya uzun siireli polarizasyonu
(aktivasyonu) noronal 6liime ve TNF-a, (IL)-1p, prostaglandin E2 (PGE2) ve nitrik oksit
(NO) gibi proinflamatuvar sitokinlerde, 6zellikle hipokampiiste bir artisa yol agmaktadir
(59). Yine LPS ile iligkili TLR4 aktivasyonu yaygin ndéronal hiicre Sliimiine neden
olmaktadir. LPS maruziyeti ROT ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) birikimini arttirmakta
ve bunun sonucunda proinflamatuvar diizenleyicilerinin aktivasyonuna neden olmaktadir.
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Dolagimdaki yiiksek LPS seviyeleri mikroglia ve astrositlerin hiperaktivasyonunu
tetikleyerek noronlarin, sinapslarin ve biligsel islevlerin bozulmasina, néroinflamasyona
yol agmaktadir (60). LPS'nin sistemik uygulamasi, TLR4/NF-kB sinyal yolagiyla hafiza
bozuklugunu da tetiklemektedir. Bu siire¢ ¢esitli proinflamatuvar sitokinler/kemokinler
dahil olmak tiizere inflamasyonla iligkili genlerin ve molekiillerin ekspresyonunun
artmasina neden olmaktadir (58).

Deneysel néroinflamasyon ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan LPS; akut ve
kronik inflamasyonun yani sira sepsis ve norodejenerasyon modellerinin
olusturulmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Uygulama rotas1 genellikle intraperitoneal
yol iizerinden ilerlese de dogrudan santral sinir sistemini hedefleyen
intraserebroventrikiiler enjeksiyonlar veya non-invaziv oral yaklasimlar da literatiirde
mevcuttur. Calismanin hipotezine bagli olarak tekil doz veya tekrarlayan doz
protokolleriyle optimize edilen LPS modelleri, néroinflamatuvar yanitin molekiiler

mekanizmalarini anlamak i¢in glivenilir bir deneysel zemin sunmaktadir (43).

2.3. Betiilinik Asit (BA)

Terpenler, (izoprenoidler veya terpenoidler) g¢esitli bitkilerde yaygin olarak
bulunan organik bilesikler olarak adlandirilmaktadir. 30 karbonlu terpenoidleri igeren
gruba triterpenler veya triterpenoidler denmektedir. Triterpenlerin en sik goriilen yapilari
pentasiklik ve tetrasiklik triterpenler olarak belirtilmistir (61). Birkag istisna disinda,
pentasiklik triterpenler genellikle bitki organlarinin kuru agirliginin % 0.1'inden daha
azin olusturmaktadr. Istisnalardan biri, % 34 oraninda pentasiklik bir triterpenoid olan
betulin iceren beyaz hus agaci kabugu olarak bildirilmistir (62). Betiilin (lup-20(29)-ene-
3B,28-diol) izopropiliden grubu ve bes iiyeli halka ile karakterize edilen bir lupane tipi
bilesik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Betiilin genis bir biyolojik aktivite spektrumuna
sahip olmasina ragmen, sulu c¢ozeltilerdeki zayif ¢oziliniirliigii terapdtik potansiyelini
onemli Olciide kisitlamigtir. Bu kisitlamayr asmak amaciyla, betiilinin oksidasyonu
sonucu elde edilen betiilinik asit iizerine odaklanilmistir. Betiilinik asit, betiiline kiyasla
daha elverigli farmakolojik Ozellikler sergilemesi nedeniyle klinik ¢aligmalarda daha
anlamli bir karsilik bulmus ve literatiirde daha yogun bir arastirma ilgisine konu olmustur
(63). Kimyasal formiilii (3B-hidroksi-lup-20(29)-en-28-oik asit) seklinde olan betiilinik
asit dogal olarak elde edilen ilaglar arasinda 6zel bir yere konumlandirilmistir (Sekil 2.5).
Betiilin iceren hus agaci kabugu, aktif bilesen ozellikleri nedeniyle yiizyillardir halk
hekimliginde ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir (64).
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Sekil 2.5. Betiilinik asidin agik formiilii (65).

BA, giiclii fizyolojik ve farmakolojik aktiviteleri nedeniyle arastirmalarda biiytik
ilgi gérmiistiir. BA'min antitimor, antienflamatuvar, antiHIV, antidiyabetik,
antibakteriyel, antiviral ve antimalaryal vb. gibi ¢esitli biyolojik ve farmakolojik etkilere
sahip oldugu bildirilmistir (66). NO’nun asir1 liretimi noroinflamatuvar hastaliklarin
olusmasina yol acabilmektedir. Betiilinik asidin NO’nun iiretimini baskilayabilecegi
gosterilmistir. BA, siklooksijenaz-2 (COX-2) aktivitesini de inhibe etmektedir ve
dolayisiyla PGE2 sentezini azaltmaktadir. PGE2 ates, agr1 ve trombosit agregasyonu gibi
inflamatuvar semptomlardan sorumludur ve bu nedenle PGE2 inhibisyonu anti-
inflamatuvar ilaglarin kesfi icin BA’y1 stratejik bir noktaya tagimaktadir. IL-1p, IL-6, IL-
8, IL-12 ve TNF gibi kritik proinflamatuvar sitokinlerin liretimi de BA tedavisiyle
azaltilmaktadir (67). Bir¢ok proinflamatuvar etkenin azaltilmasinda aslinda BA’nin NF-
kB inhibisyonuyla bunu sagladig: belirtilmistir. Normal sartlarda NF-«xB, inhibitor k-Ba
(Ix-Ba), p50 ve RelA kompleksiyle sabit bir sekilde sitoplazmada yer almaktadir. Ancak
bir inflamatuvar yanitta bu kompleks fosforile edilmekte ve proteazom aracilig ile
bozunma yasamaktadir. Boyle bir durumda NF-kB ¢ekirdege tasinmakta ve inflamatuvar
mediyatorlerin ekspresyonuna neden olmaktadir. BA’nin bu kompleksi inhibe ettigi

diistiniilmektedir (Sekil 2.6) (7).
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a) LPS uyarisi sonras1 TLR4 aracih sinyalizasyon ile IkBa fosforilasyonu ve proteozomal yikimi
gerceklesmekte, boylece NF-kB (p50/RelA) kompleksi ¢ekirdege tasinarak proinflamatuvar
mediyatorlerin ifadesini artirmaktadir. b) BA varliginda ise IKK aktivasyonu ve IkBa fosforilasyonu
inhibe edilerek NF-kB’nin ¢ekirdege gecisi baskilanmakta ve néroinflamatuvar yanit azalmaktadir.

Sekil 2.6. Betiilinik asidin ndéroinflamasyona etkisi.

BA’nin en dikkat ¢ekici farmakolojik 6zelliklerinden biri, apoptozu alisilagelmis
yolaklarin 6tesinde 6zgiin mekanizmalarla aktive edebilme yetenegidir. Literatiirde one
cikan bulgular, BA'nin dogrudan mitokondriyal membran potansiyeli gradyanini bozarak
kaspaz bagimli bir siireci baslattigin1 gostermektedir. Bu siirecte mitokondriyal
biitiinliigiin yitirilmesini takiben gerceklesen Cyt ¢ salimimi, apoptoz kaskadinin geri
doniisii olmayan bir sekilde aktive olmasini saglamaktadir (68).

BA’nin biyolojik etkinliginin degerlendirilmesinde, farmakokinetik 6zellikleri ve
merkezi sinir sistemine ulasabilme kapasitesi Onemli parametreler arasinda yer
almaktadir. Udeani ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 in vivo ¢aligmalarda, BA’nin
intraperitoneal uygulamayi takiben 11,5 ila 11,8 saatlik bir eliminasyon yar1 6mriine sahip
oldugu ve beyin dokusunda saptanabildigi (1 pg/g) gosterilmistir; bu durum, bilesigin
KBB gec¢ebilme potansiyeline dair ilk kantitatif kanitlar1 sunmustur (69). Literatiirdeki
kapsamli caligmalar, BA'nin KBB’yi penetre edebilme yetenegi sayesinde glioblastoma

gibi agresif merkezi sinir sistemi tlimorlerinde karsilasilan dnemli terapdtik engellerin
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asilabilecegini gostermektedir. Bu 6zellik, BA'y1 norolojik patolojilerin tedavisinde umut

vadeden bir ajan konumuna getirmektedir (70).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu doktora tezine ait deneysel ¢aligmalar Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim Merkezi (INUTF-DEHUM) ile inénii Universitesi Biyoteknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde yiiriitiildii. Tiim uygulamalar, Inénii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan 23/01/2023 tarihinde onaylanan
(2023/2-2 karar sayili ve 16870 HAYBIS numarali) etik kurul protokolii dogrultusunda
yapildu.

3.1. Kullamilan Kimyasal Malzemeler

Betiilinik Asit (Santa Cruz), LPS (Sigma), Ksantin oksidaz (Sigma), Sodyum
Kloriir (NaCl, Sigma), Nitrotetrazolium Blue Klor (Sigma), 2-Tiyobarbiitirik Asit
(Sigma), 5,5’-ditiyobis-2 nitrobenzoik asit (Sigma), Sigir Serum Albiimin (Sigma),
Agaroz (Sigma), Potasyum Kloriir (Merck), N-Butanol (Fluka), Trikloroasetik asit
(AppliChem), Sodyum Sitrat Tri-bazik Dihidrat (Sigma), Sodyum Asetat (Sigma),
Guanidin Tiyosiyanat (Sigma), Hidroklorik Asit (Sigma), Hidrojen Peroksit (Sigma-
Aldrich), Na-K-tartarat (Sigma-Aldrich), Ksantin (Sigma), Etilendiamintetraasetik Asit
(Sigma-Aldrich), 1,1,3,3-Tetramethoksipropan (Sigma-Aldrich), sodyum hidroksit
(Sigma-Aldrich), tri sodyum sitrat (Sigma-Aldrich), potasyum dihidrojen fosfat (Sigma-
Aldrich), Dipotasyum Hidrojen Fosfat (Sigma-Aldrich), Etidyum bromid (Fisher
Scientific), Sodyum Dihidrojen Fosfat (Riedel-de-Haen), Disodyum Hidrojen Fosfat
(Riedel-de-Haen), Fosforik Asit (Riedel-de-Haen). Caspase-3, Caspase-9, NF-xB, BAX,
BCL-2 ve Cyt ¢ ELISA kitleri BT LAB; RNA saflastirma kiti, cDNA sentez kiti, gPCR

master mix ve primerler ise QIAGEN firmasindan temin edildi.

3.2. Kullanilan Alet ve Gerecler

RT-qPZT analizleri i¢in Roche LC96 (Isvigre, Basel) model gercek zamanli RT-
qPZT sistemi kullanildi. Tartim islemleri Denver Instrument (ABD, Colarado) terazi ve
Ohaus hassas terazi (Isvigre, Nanikon) ile yapildi. Elektroforez uygulamalarinda Biorad
(ABD, Kaliforniya) giic kaynagindan yararlanildi. Doku homojenizasyonu Retsch
MMA400 bilyeli par¢alama cihaziyla saglandi. pH dl¢timleri Mettler Toledo EL20 (ABD,
Ohio) cihaziyla yapildi. Santrifiigasyon agamalarinda Hettich-zentrifugen 200 (Almanya,

Tuttlingen) model sogutmali masaiistii santrifiij ile Hermle Z216MK (Almanya,
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Wehingen) mikro santrifiij cihazlari kullanildi. Absorbans 6l¢timleri EpochBiotek (ABD,
Kaliforniya) marka spektrofotometreyle gerceklestirildi. Cozeltilerin hazirlanmasinda
Heidolph vorteks (Almanya, Schwabach) ve Heidolph manyetik karistirict kullanildu.
Deney ortaminin sogutulmasinda kullanilan buzlar Scotsmann (ABD, Vernon Hills)
marka buz makinesinden elde edildi. Kesit alma ve mikroskobik incelemelerde ise Leica

(Almanya, Weltzlar) marka mikrotom ve mikroskop cihazlarindan yararlanildi.

3.3. Gruplandirma ve Model Olusturulmasi

Calismada Sprague Dawley k1 7 haftalik erkek sican (ortalama agirliklart 150-
225 g) kullanildi. Yapilan power analizi sonucunda 1. Tip hata miktar (alfa) 0.05, testin
giicii (1- beta) 0.8 ve etki biiylikliigii 0.60 iken tek yonlii varyans analizi kullanilarak
uygulanan teorik gii¢ analizi islemine gore gerekli olan minimum 6rneklem biytkliigii
her bir grupta en az 10 olmak iizere toplamda 4 grup i¢cin minimum 40 hayvan olarak
hesaplandi. 4 deney grubu rastgele atama yontemiyle olusturuldu (71). Ancak kontrol
grubunda yer alan bir hayvan ¢alisma siirecinin ilk giiniinde eksitus oldugundan, deneysel
stire¢ Kontrol grubunda 9 (n=9), LPS grubunda 10 (n=10), BA grubunda 10 (n=10) ve
BA+LPS grubunda 10 (n=10) hayvan ile siirdiiriilmiis ve tamamlanmistir. Calismanin
tasarimi, uygulanmasi ve raporlanmasi slirecinde ARRIVE 2.0 (Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments) kilavuzu esas alinmis ve ilgili onerilere uyulmustur
(72).
Kontrol Grubu (Kontrol, n=9): Bu gruptaki sicanlara 28 giin boyunca, 3 giinde 1 defa
(toplam 10 kez) LPS ve BA’nin ¢6ziiciileri olan % 0.5 sodyum karboksimetil seliiloz ve
salin karsimi1 (CMC-Na/Salin) intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi (73).
Lipopolisakkarit Grubu (LPS, n=10): Sigcanlara 28 giin boyunca, 3 giinde 1 defa
(toplam 10 kez) 1 mg/kg viicut agirliginda LPS, i.p olarak uygulandi (74-76).
Betiilinik Asit Grubu (BA, n=10): Siganlara 28 giin boyunca, 3 giinde 1 defa 10 mg/kg
(toplam 10 kez) viicut agirliginda betiilinik asit, i.p olarak uygulandi (77, 78)
BA+LPS Grubu (n=10): Sicanlara 28 giin boyunca, 3 giinde 1 defa (toplam 10 kez), 10
mg/kg viicut agirliginda betiilinik asit ve 3 saat sonrasinda 1 mg/kg viicut agirhiginda LPS
1.p olarak uyguland1 (Sekil 3.1) (74, 79).

Deney siiresince yapilan tiim 1i.p. uygulamalarda enjeksiyon hacimleri,
hayvanlarin canli agirliklar1 dikkate almarak <10 mL/kg sinirin1 agmayacak sekilde
standardize edildi. 28 giinliik enjeksiyon periyodunun bitiminde, tiim gruplardaki si¢anlar

cerrahi yontemle kansiz birakilarak 6tanazi edildi. Sakrifikasyon prosediirii sirasinda,
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biyokimyasal ve molekiiler parametrelerin degerlendirilmesi amaciyla es zamanli olarak
intrakardiyak kan Ornekleri ve total beyin dokusu izole edilerek uygun saklama

kosullarina alindi.
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1. glin 5 28 giin

Sekil 3.1. Deney gruplar1 ve dozlarin uygulama siireci.

3.4. Biyokimyasal Analizler.

Sicanlardan toplanan kan 6rnekleri 10 ml’lik kan ayirma tiiplerine alinip 1.500 x
g’de, 10 dakika santrifiij edildi ve serumun ayrilmasi saglandi. Serum 6rnekleri mikro
santrifiij tliplerine ayrilarak analiz edilinceye kadar -80 °C’de saklandi. Serum
orneklerinin bir kismindan Inénii Universitesi Merkez Laboratuvari’nda Beckmann
Coulter AU5800 (ABD, Kaliforniya) cihaziyla albumin, albumin DG, direkt bilirubin,
total bilirubin, BUN, GGT, kalsiyum, klor, kreatinin, magnezyum, potasyum, sodyum,
total protein, AST, ALT ve ALP analizleri yapild.
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3.4.1. Malondialdehit Analizi (MDA).

Mihara ve Uchiyama yontemi, sican beyin doku Orneklerinin ¢alisiimasinda
kullanild: (80). Ornekler % 1.15 KCl ¢bzeltisinde % 10 konsantrasyonda olacak sekilde
1 dakika buz iizerinde, 15.000 x g’de ayarlanmis homojenizator kullanilarak pargalandi.

Homojenatlar dogrudan analiz i¢gin kullanildu.

Tablo 3.1. MDA analiz reaksiyonu tablosu.

Reaktifler Miktar
Homojenat 250 ul
% 1 Fosforik Asit 1500 pl

500 pl

% 0.6 (Tiyobarbiitirik Asit) TBA

Tablo 3.1°de belirtilen oranlara gore cam tiiplerde hazirlanan karisimlar
vortekslendikten sonra, tiipler en az 95 °C’de bir saat su banyosunda inkiibe edildi. Siire
sonunda sogutulan tiiplere 2 mL n-butanol ilave edilerek karigimlar en az bes dakika
boyunca vortekslendi. Faz ayriminin saglanabilmesi i¢in 6rnekler 1.500 x g’de en az 20
dakika santrifiij edildi. Elde edilen renkli iist fazin absorbans degerleri spektrofotometrik
olarak 520 ve 535 nm dalga boylarinda 6l¢ilildii. MDA konsantrasyonlari, 1,1°,3,3’-
tetrametoksipropan kullanilarak hazirlanan standart egrisi lizerinden hesaplandi ve

sonuclar nmol/gram yas doku (g.y.d.) olarak ifade edildi.

3.4.2. Bakir-Cinko Siiperoksit Dismutaz Analizi (Cu-Zn SOD)

Beyin doku 6rneklerinin SOD aktivitesi Sun ve arkadaslarinin yontemine gore
analiz edildi (81). Doku 6rnekleri, distile su kullanilarak % 10’luk konsantrasyon olacak
sekilde 15.000 x g hizindaki homojenizator ile buz iizerinde bir dakika boyunca
pargalanarak homojenize edildi. Homojenize edilen karisimlar mikrosantrifiij tiiplerine
aktaritlip 8.000 x g’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda elde edilen
slipernatantin {izerine, 3:5 oraninda hazirlanmis kloroform/etanol ¢ozeltisi esit hacimde
(1:1) eklenerek karisim tekrar 1.500 x g’de 20 dakika santrifiij islemine tabi tutuldu.
Islemin ardindan tiiplerin iist kisminda olusan berrak kloroform faz1 dikkatlice ayrilarak

CuZn-SOD analizlerinde kullanilmak {izere toplandi.
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Tablo 3.2. SOD analiz reaksiyonu tablosu.

Reaktifler Ornek Kor

Analiz reaktifi (0.3 mM/L ksantin,

0.6 mM/L Na;EDTA, 150 pmol/L NBT, 2.45 ml 2.45 ml

400 mmol/L Na;COs, 1 g/ BSA)

Siipernatant 0.5 ml -

Distile Su 0.5 ml -
0.05 ml 0.05 ml

Ksantin Oksidaz (167 U/L)

Tablo 3.2°de belirtilen tiim reaktifler eklendikten sonra karisim vortekslenerek oda
sicakliginda ve 151k almayan bir ortamda 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda, reaksiyonu sonlandirmak amaciyla tiiplere 1 mL CuCl. (0.8 mmol/L)
ilave edildi. Spektrofotometre distile su ile sifirlandiktan sonra 6rneklerin absorbanslari
560 nm dalga boyunda 6lciildii. Elde edilen degerler kullanilarak enzim aktivitesi, U/gr
protein cinsinden ilgili formiil lizerinden hesaplandi.

Absorbans (kér)—Absorbans (numune)

Absorbans (kor) x 100

% inhibisyon =

% inhibisyon

U/ml SOD = R
% 50 inhibisyon

3.4.3. Rediikte Glutatyon Analizi (GSH)

Sican beyin dokularinda glutatyon diizeyleri, Ellman tarafindan tanimlanan
yontem temel alinarak belirlendi (82). Doku numuneleri, distile su ile %10’luk
konsantrasyon olacak sekilde 15.000 x g hizinda ¢alisan homojenizator ile buz lizerinde
bir dakika boyunca mekanik olarak parcalanarak homojenize edildi. Elde edilen
homojenatlar, mikrosantrifiij tliplerine aktarilarak 4 °C’de 1.500 x g’de 15 dakika
santrifiij edildi. Ayrilan siipernatantlar, esit hacimde (%10) trikloroasetik asit (TCA) ile
1:1 oraninda karistirilip yeniden santrifiij islemine tabi tutuldu. Son santrifiij sonrasi elde

edilen siipernatant GSH tayini i¢in kullanildi.
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Tablo 3.3. GSH analiz reaksiyonu tablosu.

Reaktifler Ornek Kor
% 10’luk homojenat 500 pl -
0.3 M Na;HPO4 4 ml 4 ml
5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)-DTNB 500 pl 500
(4 mg DTNB+10 ml %1’liKk trisodyum sitrat)

- 500 pl

Distile Su

Tablo 3.3’te belirtilen GSH reaktif karisimlarina, 6rnekler ile ayn1 hacimde DTNB
ilave edildikten sonra karisimlar vortekslenerek oda sicakliginda ve 1sik almayan bir
ortamda 5-10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan elde edilen absorbans
degerleri 410 nm’de Olgiilerek hazirlanan glutatyon standart egrisi ile kiyaslandi ve

sonuglar pmol/gram yas doku (umol/gyd) seklinde ifade edildi.

3.4.4. Protein Tayini

Orneklerin protein diizeyleri, sigir serum albiimininin (BSA) standart olarak

kullanildig1 Bitiret analizi temel alinarak hesaplandi (83).

3.4.5. ELISA Analizleri

Sicanlardan elde edilen serum ve beyin dokusu Orneklerinde ELISA analizleri
yapildi. BT-LAB firmasindan temin edilen Caspase-3 (katalog no: E1648Ra), Caspase-9
(katalog no: E1898Ra), BCL-2 (katalog no: EO037Ra), BAX (katalog no: E0O034Ra), NF-
kB (katalog no: E0287Ra) ve Cytochrome-c (katalog no: E0627Ra) kitleri (tiim kitlerin
lot numarast 202410006), iiretici tarafindan belirtilen ortak “Sandwich ELISA”
protokoliine uygun olarak kullanildi. Beyin dokusu, PBS ile 1:9 oraninda seyreltilerek
homojenize edildi ve ardindan 5.000 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen
slipernatant analizlerde kullanildi. Serum ornekleri ise herhangi bir 6n isleme tabi
tutulmadan dogrudan caligmaya alindi. Analiz prosediirii su sekilde uygulandi: Standart
cozeltilerden 50 pL, numune Orneklerinden ise 40 pL kuyucuklara pipetlendi ve her
numune kuyusuna 10 pL spesifik antikor eklendi. Numune ve standart kuyularinin

tamamina 50 pL streptavidin-HRP ¢6zeltisi ilave edildikten sonra plak, sizdirmaz film ile
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kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda plak yikama
soliisyonu ile bes kez yikandi ve her yikama arasinda birer dakika beklendi. Ardindan her
kuyucuga 50 pL Substrat A ¢ozeltisi eklenerek plak yeniden kapatildi ve 37 °C’de 10
dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda kuyucuklara 50 uLL durdurma ¢ozeltisi eklenmis
olup mavi rengin sariya dondiigii gozlendi. On dakika bekleme siiresinin ardindan
absorbans degerleri 450 nm’de spektrofotometrik olarak dlciildii. Elde edilen 6lgiimler,
standart egrileri kullanilarak degerlendirilmis ve orneklerdeki hedef protein diizeyleri

hesaplandi.
3.5. Molekiiler Genetik Analizler

3.5.1. RNA Saflastirma

Beyin dokusundan RNA izolasyonu, QIAGEN RNAeasy Mini Kit (katalog no:
74104) protokolii uygulanarak yapildi. Doku 6rnekleri, % 10’luk homojenat elde edilecek
sekilde 1:10 oraninda B-merkaptoetanol ile hazirlanmig RLT lizis ¢6zeltisi iginde mekanik
parcalamaya tabi tutuldu. Homojenizasyon islemi, Retsch MM 400 cihazi kullanilarak 30
Hz frekansta 1 dakika siireyle gergeklestirildi. Elde edilen homojenatlar 15.000 x g’de 3
dakika santrifiij edildi ve olusan siipernatantlar yeni tiiplere aktarildi. Siipernatantlar,
hacimce esit miktarda (% 70) etanol ile karistirilarak spin-kolonlara yiiklendi ve kolonlar
8.000 x g’de 15 saniye santrifiij edilip alt haznedeki sivi atildi. DNA bulasini 6nlemek
amaciyla, kolon filtresi lizerine DNaz ¢ozeltisi uygulanarak 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Ardindan kolona 700 puLL RW1 ¢d6zeltisi eklenip 8.000 x g’de 15 saniye
santrifiij edildi ve dipteki siv1 kisim atildi. Bu islem sonrasinda kolona sirasiyla 500 pL.
RPE c¢ozeltisi eklendi ve 15 saniye santrifiij edildi; dipteki sivi dokiildiikten sonra ayni
hacimde RPE ¢ozeltisi tekrar eklenip 8.000 x g’de 2 dakika santrifiij edilerek kolon
tamamen yikandi. Yikama sonrasinda spin-kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve
filtre lizerine 3050 pL niikleaz igermeyen su damlatilarak 8.000 % g’de 1 dakika santrifiij
edilip RNA eliie edildi. Izole edilen RNA'nin konsantrasyonu Biotek Gen5 yazilimi
kullanilarak spektrofotometrik olarak ng/uL cinsinden belirlendi (Tablo 3.4) Son olarak,
elde edilen RNA ornekleri % 1°lik agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilerek safliklari

dogruland (Sekil 3.2).
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Tablo 3.4. Doku 6rneklerinden elde edilen toplam RNA 6l¢iim degerleri.

Beyin doku
Ornek No toplam RNA 2607280
Oram
(ng/pl)
1 177 2.02
2 217 2.01
3 214 2.05
4 430 2.02
5 228 2.02
6 223 2.02
7 227 2.01
8 383 2.00
9 528 2.02
10 587 2.03
11 421 2.02
12 521 2.01
13 443 2.03
14 464 2.03
15 688 1.96
16 352 2.02
17 715 2.02
18 373 2.01
19 619 2.00
20 384 2.01
21 412 2.03
22 338 2.02
23 548 2.01
24 373 2.00
25 222 2.03
26 196 2.08
27 321 2.03
28 689 2.02




29 339 2.01

30 507 2.02
31 389 1.98
32 722 2.01
33 51 1.95
34 527 2.02
35 461 2.03
36 413 2.02
37 379 2.01
38 493 2.03
39 547 2.02

283“‘—-———.;——‘0

Kontrol LPS BA+LPS

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS

Sekil 3.2. Gruplarin total RNA agaroz jel goriintiisii.

3.5.2. cDNA Sentezi.

Her bir 6rnek i¢in beyin dokusundan izole edilen toplam RNA’nin 750 ng’1
kullanilarak, ¢cDNA sentezi QIAGEN Quantitect Reverse Transcription Kit (Lot:
175027255) protokolii dogrultusunda yapildi. Her bir 6rnege 2 pL gDNA Removal Mix
eklendikten sonra, belirtilen konsantrasyonlara uygun sekilde RNA ve niikleazsiz su
eklenerek toplam hacim 15 pL’ye tamamlandi. Bu karigimlar 45 °C’de 2 dakika inkiibe

edilerek genomik DNA’nin uzaklastirilmas: saglandi. Inkiibasyon sonrasinda tiipler buz
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iizerine alinarak her reaksiyon karigimmna 1 pL Reverse Transcription Enzyme ve 4 uL
Reverse Transcription Mix ilave edildi. Sentez agamasi, termal dongii cihazinda sirastyla
25 °C’de 3 dakika, 45 °C’de 10 dakika ve 85 °C’de 5 dakika olacak sekilde yiiriitiildii.
Reaksiyon sonunda elde edilen cDNA ornekleri, analiz agamasina kadar —80 °C’de

muhafaza edildi.

3.5.3. Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Tepkimesi (RT-qPZT)

Analizi

CASP3, CASPY9, BAX, ACTB, Cyt ¢ ve BCL-2 genlerine ait ifadeler, cDNA
orneklert kullanilarak Roche LightCycler 96 RT-qPCR cihazinda QIAGEN
QuantiNova® SYBR® Green PCR Mix (katalog no: 77502015) ile analiz edildi.
Reaksiyon karigimi; 10 pL 2x QuantiNova SYBR Green PCR Master Mix, 1 pL primer
karigimi, 6 pL niikleazsiz su ve 3 pLL cDNA olacak sekilde toplam 20 pL hacminde
hazirlandi. RT-qPZT protokolii, polimeraz aktivasyonu icin 95 °C’de 2 dakika, ardindan
95 °C’de 15 saniye ve 60 °C’de 30 saniyelik adimlardan olusan 45 dongii seklinde
uygulandi. Tiim hedef genlerin relatif gen ekspresyon diizeyleri, ACTB geni referans
almarak Livak tarafindan tanimlanan 22CT yontemi ile hesaplandi (84). Analizde

kullanilan primer dizileri asagidaki tabloda sunuldu (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Primer bilgileri.

Ref. Uriin
Gen Primer dizileri Sekans  bilyiikliigii
Adi Numarasi (b¢)
F:5> TCTTCCAGCCTTCCTTCCTG 3°  NM 0311 139
ACTB  R:5> CACACAGAGTACTTGCGCTC 3° 443
F: 5 TTCCTGCTTACGGTGGGATT 3> NM. 0012 103
NF-kB R.5° CCCCACATCCTCTTCCTTGT3® 767112
F: 5 GGCAAGCATAAGACTGGACC 3° NM 0128 157
Cyte R: 5° GTCTGCCCTTTCTCCCTTCT 3° 39.2
F: 5 CATGCACATCCTCACTCGTG 3° NM 0129 108
CASPS R 5 CCCACTCCCAGTCATTCCTT 3° 223
F: 5> AACAACGTGAACTTCTGCCC 3> NM 0316 76
CASPY R 5 CCATCTCCATCAAAGCCGTG 3° 32.3
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F: 5> CTTCAGGGATGGGGTGAACT 3> NM 0169 102

BCL2

R: 5> ATCAAACAGAGGTCGCATGC 3’ 93.2

F: 5> TCATGAAGACAGGGGCCTTT 3° NM 0170 84
BAX

R: 5> CTGCAGCTCCATGTTGTTGT 3’ 59.2

Ileri primer (F), geri primer (R)

3.6. Histopatolojik Analizler.

Sicanlara uygulanan islemler sonrasinda nekropsileri yapildi ve beyin
dokularindan elde edilen 6rnekler, fikse edilmek tizere %10’luk PBS tamponlu formalin
icerisine alindi. Artan derecelerdeki alkol ve ksilol serilerinden geg¢irilerek dehydre edilen
dokular rutin islemlerin ardindan parafine gomiilerek bloklandi. Bu parafin bloklardan 5
pm kalinliginda kesitler alindi ve hematoksilen-eozin (H&E) ile boyanarak i1sik
mikroskobunda histopatolojik degerlendirmeleri yapilmak iizere incelendi. Gruplar

temsilen 1lgili mikroskobik alanlardan fotograflar ¢ekildi.

3.7. Istatistiksel Analizler.

Verilerin istatistiksel analizleri MedCalc Versiyon 20.104 ve IBM SPSS Versiyon
27.0 programlar1 kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile, varyans homojenligi ise Levene testi ile
degerlendirildi. Dagilim o6zelliklerine bagli olarak parametrik kosullar saglandiginda
ANOVA ve Tukey HSD post hoc testleri; parametrik olmayan durumlarda ise Kruskal—
Wallis testi ve Conover post hoc testleri kullanildi. Normal dagilim gosteren veriler
ortalama (X) = standart sapma (ss), normal dagilim gdstermeyen veriler ise ortanca (min—

maks) olarak ifade edildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi P < 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Serum Biyokimya Sonuclari.

Kontrol ve LPS gruplarinda BUN diizeyleri, BA+LPS grubuna kiyasla anlaml
derecede yiiksekti (P < 0.05). Total protein diizeyi LPS grubunda, BA ve BA+LPS
gruplarina gore anlamli derecede artmist1 (P < 0.05). Albumin degerleri incelendiginde,
Kontrol ve LPS grubunun BA grubuna kiyasla yiiksek albumin degerlerine sahip iken,
BA-+LPS grubu albiimin degeri LPS grubuna gore anlami derecede diisiiktii (P < 0.05).
Kreatinin diizeyleri acisindan ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi (P > 0.05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Serum BUN, Kreatinin, Total protein ve Albumin degerleri.

BUN Kreatinin Total protein Albumin
Gruplar
(mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (g/dL)
Rontrol 1 t047 032002 5.8 b 2
+0.47? S x0. LZ+0.12%
(n=9) < (2.9-3.07)®°
LbS 20.3 +1.96 0.3+0.02 6.0+0.11 0
3+1.96° 3x0. 0+0.11% a
(n=10) (2.9-3.1)
BA 2.87
19.6 = 1.6%° 0.3+0.04 5.7+0.15° .
(n=10) (2.7-3.2)
BATLPS 5108 032002 5.7+0.13" o
80, 3+0. 7 +0. .
(n=10) (2.8-3.0) >

Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). Kontrol grubu
(Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS. Veriler X + ss ve ortanca
(min-maks) olarak gosterildi. (BUN kan fire azotu, kreatinin, total protein seviyeleri icin ANOVA, Tukey
HSD post hoc testi, albumin seviyeleri Kruskal Wallis, Conover post hoc testi).

Total bilirubin diizeyleri, Kontrol ve LPS gruplarinda BA ve BA+LPS gruplarina
gore anlamli diizeyde daha diisiik saptandi (P < 0.05). Direkt bilirubin diizeyleri
incelendiginde, Kontrol ve BA gruplarimin LPS ve BA+LPS gruplarina kiyasla anlaml
derecede daha diisiik degerlere sahip oldugu belirlendi (P < 0.05). AST aktivitesi

bakimindan BA grubunda, Kontrol ve LPS gruplarina gore anlaml1 bir azalma tespit edildi
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(P < 0.05). ALT aktivitesi yoniinden ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi (P > 0.05). ALP enzim aktivitesi, Kontrol, LPS ve BA gruplarinda,
BA+LPS grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksekti (P < 0.05). Ayrica LPS grubu ALP
aktivitesi, Kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diisiiktii (P < 0.05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Serum Total Bilirubin, Direkt Bilirubin, AST, ALT ve ALP degerleri.

Total
Gruplar Bilirubi Direkt Bilirubin AST ALT ALP
111rupin
(mg/dL) (meidh) o e
0.13 0.020 168
Kontrol . 61+88 315+21°%
n (0.11-0.13) (0.01-0.03)*  (125-258)°
LPS 0.12 a 0.035 p 70+£19  272+29°
(n=10)  (0.10-0.16) (0.02-0.06)"  (120-206)°
BA 0.15 b 0.020 125 5345 288425
(n—lﬂ) (013-019) (001_004) a (97_170)b
BA+LPS 0.14 b 0.040 131 54+8  226+21°
(m=10)  (0.13-0.15) (0.03-0.05)° (113-192) *

Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). Kontrol grubu
(Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS. Veriler X + ss ve ortanca
(min-maks) olarak gosterildi. (Total bilirubin, direkt bilirubin ve AST degerleri Kruskal Wallis, Conover
post hoc testi, ALT ve ALP degerleri ANOVA, Tukey HSD post hoc testi).

Sodyum diizeyi, kontrol grubuna gore LPS ve BA gruplarinda anlamli derecede
arttig1 tespit edildi (P < 0.05). Potasyum diizeyi BA+LPS grubunda LPS grubuna kiyasla
anlamli 6l¢iide yiiksek bulundu (P < 0.05). Klor diizeyi, LPS ve BA+LPS gruplarinda
kontrol grubuna gdre anlamli derecede yiikselmisti (P < 0.05). Kalsiyum seviyeleri LPS,
BA ve BA+LPS gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli seviyede diisiik bulundu (P <
0.05). Magnezyum seviyelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (P > 0.05)

(Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Serum Sodyum, Potasyum, Klor, Kalsiyum ve Magnezyum degerleri.

Sodyum Potasyum Klor Kalsiyum Magnezyum
Gruplar
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mg/dL) (mg/dL)
Kontrol 144 6
103.1 £1.8*° 10.9+0.2° 2.4+0.1
(n=9) (140-145)"  (4.8-6.4)*°
LPS 146 54
105+1° 10.5+0.2° 23+0.1
(n=10) (144-147)° (4.6-6)*
BA 145 6
104.7+£09*  103+0.3° 24+03
(n=10) (142-146)° (4.5-6.7)*"
BA+LPS 144 6.2
105.1£1° 10.2+0.2° 2.3+8.38
(n=10) (142-145)*¢ (5.7-6.3)°

Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). Kontrol grubu
(Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS. Veriler X + ss ve ortanca
(min-maks) olarak gosterildi. Sodyum ve potasyum seviyeleri (Kruskal Wallis, Conover post hoc testi).
Klor, kalsiyum ve magnezyum seviyeleri (ANOVA, Tukey HSD post hoc testi).

4.2. Beyin Dokusu MDA, GSH Seviyeleri ve SOD Aktivitesi

Beyin doku orneklerinde analiz edilen MDA diizeyleri degerlendirildiginde,
BA+LPS grubunda Kontrol, LPS ve BA gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
artis saptandi (P < 0.05) (Sekil 4.1). GSH diizeyi ise LPS grubunda Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek olgiildi (P < 0.05) (Sekil 4.2). Beyin
dokusunda SOD aktivitesi incelendiginde, BA ve BA+LPS gruplarinda elde edilen
degerlerin LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu
belirlendi (P < 0.05) (Sekil 4.3) (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Gruplara ait beyin doku MDA, GSH seviyeleri ile SOD aktivite degerleri.

MDA GSH SOD
Gruplar
(nmol/gyd) (nmol/gyd) (U g/protein)
Kontrol (n=9) 884 246 + 5.6° 257 + 45,74
(71-112)*®
LPS 870
(n=10) ' 253 +£3.1° 289 +£30?
(73.6-108)?
BA 87.3
(n=10) ' 248 £ 5230 233 £24°
(59.8-112)°
BA+LPS
120 a,b b
(Il=10) 252 +£3.3% 240 + 23
(96-209)°

Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). Kontrol grubu
(Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS. Veriler X + ss ve ortanca
(min-maks) olarak gosterildi. (Indirgenmis glutatyon GSH ve siiperoksit dismutaz SOD seviyeleri ANOVA,
Tukey HSD post hoc testi, malondialdehit MDA seviyeleri Kruskal Wallis, Conover post hoc testi)
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Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS. Her bir
grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). (Kruskal Wallis, Conover
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post hoc testi).

Sekil 4.1. Gruplara ait beyin doku MDA seviyeleri.

a a,b a,b
== = == ==
| | | |
Kontrol LPS BA BA+LPS

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS.
Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). (ANOVA, Tukey
HSD post hoc testi).

Sekil 4.2. Gruplara ait beyin doku GSH seviyeleri.
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Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS.
Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). (ANOVA, Tukey
HSD post hoc testi).

Sekil 4.3. Guplara ait beyin doku SOD aktivitesi.

4.3. Doku ve Serum ELISA Analiz Sonuclari

Beyin doku 6rneklerinde ELISA yontemi ile dlgiilen BAX, BCL-2, Caspase-9 ve
NF-kB protein miktarlar1 gruplar arasinda anlamli bir fark gostermedi (P > 0.05).
Caspase-3 protein seviyesi BA grubunda Kontrol ve BA+LPS grubuna gore yiiksek
bulundu (P < 0.05). Cyt ¢ protein seviyesi ise BA+LPS grubunda Kontrol grubuna gore
artmist1 (P < 0.05) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Doku ELISA analiz sonuglari.

BAX BCL-2 Caspase-3  Caspase-9 Cytc NF-kB

Gruplar

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Kontrol 0.67

6.2+1.9 5.6+0.6 1.0+0.1 5.1£1%  3.6+0.3
(n=9) (0.61-1.16)*
LPS 0.81

7.9+1.6  5.240.3 1.1£0.1  6.0£1.1*  3.7+0.4
(n=10) (0.63-1.26) P
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BA 0.86

6.942.6 5.240.5 1+0.1 6.1£0.8%Y  3.3+0.3
(n=10) (0.53-1.17)®
BA+LPS 0.72

7.342.1  5.340.5 1.0+0.1  6.4+0.2° 3.2+0.4
(n=10) (0.53-0.87) 2

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS. Her bir
grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). (BAX, BCL-2, Caspase-
9, Cyt ¢ ve NF-kB ANOVA, Tukey HSD post hoc testi, caspase-3 ise Kruskal Wallis, Conover testi).

Sigan serum Orneklerinde ELISA yontemi ile 6l¢iilen BAX, Caspase-3, Caspase-
9 ve NF-«kB protein miktarlar1 agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi
(P > 0.05). BCL-2 protein seviyesi Kontrol ve BA+LPS gruplarinda LPS grubuna gore
anlamli derecede diistiktii (P < 0.05). Cyt c¢ protein seviyesi ise BA+LPS grubunda
Kontrol ve LPS grubuna gore yiiksek bulundu (P < 0.05) (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Serum ELISA analiz sonuglari.

BAX BCL-2  Caspase-3 Caspase-9 Cytc NF-xB
Gruplar

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Kontrol

5.1£1.6  4.4+0.8° 0.4+0.1 0.8+0.1 2.0£0.6* 2.3+£0.6
(n=9)
LPS

5417  5.6x1.0°  0.4+0.1 0.8+0.1  2.0+£0.5% 2.2+0.5
(n=10)
BA

43+1.5 4.7+£0.4*°  0.3+0.1 0.840.09 2.3£0.7%> 2.6+0.2
(n=10)
BA+LPS

4.2+1.9 43+£1.1°% 0.4+0.1 0.8+0.1 3.0£1.0°  2.7+0.7
(n=10)

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS. Her bir
grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). (ANOVA, Tukey HSD
post hoc testi).

4.4. Ger¢ek Zamanh RT-qPZT Sonuclarn

Beyin doku 6rneklerinden elde edilen cDNA’lar RT-qPZT yontemi ile ACTB, NF-
kB, Cyt ¢, CASP3, CASP9, BCL2 ve BAX genleri icin ¢ogaltildi (Sekil 4.4).

36



Cytc
300 -
3000 £ BCL2
700 NF-«kB
$ 2400
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Sekil 4.4. Beyin cDNA o6rneklerinden RT-qPZT ile ¢ogaltilan ACTB, NF-xB, Cyt
¢, CASP3, CASPY, BCL2 ve BAX egrileri.

Cogaltilan RT-qPZT iirlinlerinin primer 6zgiilliigliniin kontrolii i¢cin agaroz jel

elektroforezi ile yiiriitiilmiis ve her bir gene ait tek bant gézlenmistir (Sekil 4.5).

ACTB () ACTB (+) NF-kB (-) NF-kB (+) Cyt C (-) Cyt C (+) CASP3 (-) CASP3 (+) CASP9 (-) CASP9 (+) BCL2 () BCL2 (+) BAX (-) BAX (+)

Marker
—
——
-
=
oo
pm—
s
R
o

ACTB 139 bg
NF-kB 103 bg
CytC 157 bg

CASP3 108 bg

CASP9 76 bg
BCL2 102 bg % 1.5 Agaroz Jel, Bioron 50 bg Marker

BAX 84 bg

Sekil 4.5. ACTB, NF-«kB, Cyt ¢, CASP3, CASPY9, BCL2 ve BAX genlerine ait

cogaltilan tirlinlerin agaroz jel goriintiileri.

Beyin doku 6rneklerinde CASP3 gen ifadesi agisindan gruplar arasinda anlamli bir
fark tespit edilmedi (P > 0.05) (Sekil 4.6). NF-kB gen ifadesi LPS grubunda BA ve
BA+LPS grubuna gore yiiksek bulundu (P < 0.05) (Sekil 4.7). LPS ve BA+LPS grubu
Cyt ¢ gen ifadesi, Kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksekti (P < 0.05) (Sekil 4.8)
(Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Beyin dokusu NF-«B, Cyt ¢ ve CASP3 gen ifadeleri.

Cyt ¢/ ACTB CASP3/ACTB
Gruplar NF-kB /ACTB orani
orani orani
Kontrol 0.0042 0.253
0.000133+0.00001
(n=9) (0.0038-0.0063) (0.204-0.365)°
LPS 0.0054 0.197
0.000090-0.000005
(n=10) (0.0037-0.0064)" (0.151-0.261)"°
BA 0.0039 0.217
0.000200+0.00017
(n=10) (0.0024-0.0050)" (0.153-0.270)**
BA+LPS 0.0036 0.205°
0.000100+0.00001
(n=10) (0.0026-0.0145)"° (0.150-0.292)"°

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS. Her bir
grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). (NF-xB ve Cyt ¢ Kruskal
Wallis, Conover, CASP3 ANOVA, Tukey HSD post hoc testi).

0,0004 —

0,0003 —

0,0002 —

+ I

0,0000 I I I I
Kontrol LPS BA BA+LPS

CASP3 / ACTB Oram

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS.
(ANOVA, Tukey HSD post hoc testi)

Sekil 4.6. Gruplarda beyin dokusuna ait CASP3 gen ifade seviyeleri.
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NF-kB / ACTB Oram

0,002 —

0,001 —

0,000 T T T T
Kontrol LPS BA BA+LPS

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS.
Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). (Kruskal Wallis,

Conover testi).

Sekil 4.7 Gruplarda beyin dokusuna ait NF-xB gen ifade seviyeleri.

0.4
a
0,3 —
— a,b b
g —‘7
S b T
= l T T
i}‘-) 0,2 l
~
o i
5
0,1
0.0 T T \ T

Kontrol LPS BA BA+LPS

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS.
Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). (Kruskal Wallis,
Conover testi).

Sekil 4.8. Gruplarda beyin dokusuna ait Cyf ¢ gen ifade seviyeleri.
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Beyin doku 6rneklerinde CASPY ve BAX gen ifadeleri agisindan gruplar arasinda
anlamli bir fark tespit edilmedi (P > 0.05) (Sekil 4.9 ve 4.10). BA ve BA+LPS grubu
BCL?2 gen ifadesinin Kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu bulundu (P <

0.05) (Sekil 4.11) (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Beyin dokusu CASPY, BCL2 ve BAX gen ifadeleri.

CASPY9/ACTB BCL2/ACTB BAX/ACTB

Gruplar
orani orani orani

Kontrol

0.0048 +0.0017 0.0042 +£0.00122 0.0172 +0.0012
(n=9)
LPS

0.0054 + 0.0011 0.0034 + 0.0006 P 0.0150 £ 0.0016
(n=10)
BA

0.0040 = 0.0010 0.0028 + 0.0008° 0.0164 + 0.0026
(n=10)
BA+LPS

0.0038 = 0.0016 0.0029 + 0.0012° 0.0163 +0.0034
(n=10)

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS. Her bir
grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). (ANOVA, Tukey HSD
post hoc testi).
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0,007 -

0,006 — —‘7
0,005 — J

0,004 —

0,003 =

CASP9 / ACTB Oram
—

0,002 —

0,001 —

0,000 | | | |
Kontrol LPS BA BA+LPS

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS. (ANOVA,
Tukey HSD post hoc testi).

Sekil 4.9 Gruplarda beyin dokusuna ait CASP9 gen ifade seviyeleri.

0,02 — _

S

—

0,01 —

BAX /ACTB Orani

0,00 T T T T
Kontrol LPS BA BA+LPS

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS.
(ANOVA, Tukey HSD post hoc testi).

Sekil 4.10. Gruplarda beyin dokusuna ait BAX gen ifade seviyeleri.
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0,002 —

0,001 —
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Kontrol LPS BA BA+LPS

Kontrol grubu (Kontrol), lipopolisakkarit grubu (LPS), betiilinik asit grubu (BA) ve BA+LPS.
Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiksel olarak anlamlidir (P < 0.05). (ANOVA, Tukey
HSD post hoc testi).

Sekil 4.11. Gruplarda beyin dokusuna ait BCL2 gen ifade seviyeleri.

4.5. Histopatoloji

Mikroskobik muayenede, kontrol grubu deneklerde beyin dokusunun normal
histomorfolojik yapida oldugu gézlemlendi (Sekil 4.12, a). LPS uygulanan deneklerin
beyin dokularmin incelenmesinde, yangisal reaksiyona iligkin olarak meninkslerde
notrofil 16kositleri de iceren yangisal hiicre infiltrasyonu ve meninkslerde genisleme
gbzlemlendi. Yangisal infiltrasyona eslik eden 6dem, hiperemi ve bazi alanlarda kanama
bulgular1 dikkati ¢ekti. Bazi1 vakalarda olusan yangisal infiltrasyonun olduk¢a siddetli
seviyelere ulastigr gozlemlendi (Sekil 4.12, b). BA uygulanan deneklerde herhangi bir
histopatolojik degisiklige rastlanmadi (Sekil 4.12, c¢). BA+LPS grubunda yer alan
deneklerin beyin dokularinda dikkati ¢eken histopatolojik degisiklikler gozlemlenmezken
bazi vakalarda hafif hiperemi bulgularina rastland1 (Sekil 4.12, d).
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a) Kontrol grubu: Beynin normal histomorfolojik gériiniimii, b) LPS grubu: Meninkslerde yangisal hiicre
infiltrasyonu (siyah oklar), 6dem, siddetli hiperemi (beyaz oklar) ve kanama (siyah ok baslar), c) BA
grubu: Normal beyin histomorfolojisi ve d) BA+LPS grubu: Yangisal bulgular yok. Normal beyin
histomorfolojisi dikkati ¢ekmekte

Sekil 4.12. Beyin dokularina ait H-E boyanmis mikroskobik goriintiiler.
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5. TARTISMA

Bu tezde LPS ile indiiklenen sican noroinflamasyon modelinde betiilinik asidin
intrinsik apoptoz yolagi iizerine olan etkilerinin arastirildi. Bu amagla deney gruplarinda
serum ve beyin dokusundan biyokimyasal, molekiiler genetik ve patolojik analizler
yapild.

Kreatinin, glomeriiler filtrasyon hizinin degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilan temel biyobelirteglerden biri olup, bobrek fonksiyon bozuklugu ve renal hasar
durumlarinda serum diizeylerinde artis gostermesi beklenmektedir (85). Yapilan
arastirmalarda LPS uygulamasinin serum kreatininin degerleri lizerinde negatif bir etki
olusturmadig: bildirilmistir (86). Bu tezde arastirmalara paralel olarak gruplar arasinda
serum kreatinin seviyesinde herhangi bir fark tespit edilmemistir.

BUN, protein metabolizmasinin azotlu son iiriinii olan iirenin kandaki diizeyini
yansitan ve ozellikle renal fonksiyonlarin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan
onemli bir biyokimyasal parametre olarak bilinmektedir (87). Calismamizda LPS
uygulamasi ile yiikselen serum BUN diizeylerinin BA uygulamasi sonrasi azalmasi,
literatiirde bildirilen betiilinik asidin inflamasyon iligkili renal/metabolik bozukluklari
baskilayict etkileri ile uyumlu bulunmustur (88). LPS, TLR4/NF-kB yolaklarin1 aktive
ederek TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin salintmini artirmaktadir.
Gelisen oksidatif stres ve renal hasarin glomeriiler filtrasyonu azaltabildigi
bildirilmektedir. Bobregin {iireyi yeterince filtreleyememesi sonucunda ise BUN
diizeylerinde artis meydana gelmektedir (89). Literatiirde BA’nin, LPS’nin aktive ettigi
NF-«xB aracili inflamatuvar yaniti baskilayarak TNF-o, IL-1B ve IL-6 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini inhibe edebildigi bildirilmektedir (90).
Calismamizda LPS uygulamasiyla yiikselen serum BUN diizeylerinin ve degisim
gosteren renal biyokimyasal parametrelerin BA uygulamasi sonrasi normalize edilmesi,
literatiirde bildirilen betiilinik asidin antiinflamatuvar ve antioksidan 6zellikleri sayesinde
bobrek fonksiyonlarini iyilestirici etkileri ile uyumlu bulunmustur (91).

LPS uygulamas: ile artan serum total protein miktari, kronik LPS maruziyetine
yanit olarak akut faz proteinlerinin sentezinde bir artig nedeni ile ortaya ¢ikabilmektedir.
LPS, dolasimda TLR4 reseptorleri aracilifiyla karacigeri uyararak bu proteinlerin
tiretimini tetiklemektedir (92). Betiilinik asit uygulamasi sonrasinda serum total protein

diizeylerinde gozlenen azalmanin, Reiner ve arkadaslarinin fareler {izerinde
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gerceklestirdigi calismada bildirilen protein yikimini artirici etkilerle iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir. Normal kosullarda ubiquitin ile isaretlenen proteinler proteazom
sistemi araciligtyla pargcalanmaya yonlendirilirken, deubiquitinase (DUB) enzimleri bu
ubiquitin isaretlerini kaldirarak proteinlerin yikimini engelleyebilmektedir. S6z konusu
calismada betiilinik asidin DUB aktivitesini inhibe ettigi, buna baglh olarak c¢esitli
proteinlerin yikimint artirdigt ve inflamasyon/proliferasyon ile iligkili proteinlerin
baskilanmasina katki sagladig1 gosterilmistir (93).

Karaciger kaynakli 6nemli bir plazma proteini olan albiimin diizeyinin, kronik
inflamatuvar siireclerde artan globulin seviyelerine bagli olarak degistigi ve bu durumun
alblimin/globulin oraninda bozulmaya yol actig1 bildirilmektedir (94). Arastirmamizda
LPS grubunda gozlenen yiiksek albiimin diizeylerinin, BA ve BA+LPS gruplarina kiyasla
daha belirgin olmasinin; kronik inflamasyon siirecinde gelisebilen dehidratasyona bagh
plazma hacmi azalmasi ve buna eslik eden protein konsantrasyonu artis1 ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim literatiirde, kronik inflamatuvar siireclerde ortaya
cikan sivi kaybinin serum protein konsantrasyonlarinda artiglara neden olabilecegi
bildirilmektedir (95). LPS grubunda yiikselen serum ALP enzim aktivitesi, betiilinik asit
uygulamasi ile anlamli sekilde diigsmiistiir. LPS’ye bagli inflamasyon ve oksidatif stresin
hepatoseliiler hasar ile membran gecirgenligini artirmasi sonucu ALP diizeylerinde
ylikselme meydana gelebilmektedir. BA uygulamasi ile diisen ALP aktivitesi, BA’nin NF-
kB ve MAPK iligkili inflamatuvar yolaklar1 baskilayarak bu sistemik stres ve hepatik
inflamasyonu azaltmasi nedeni ile olabilecegi bildirilmistir (7, 96).

Genellikle LPS’nin, eritrosit yikimini artirmast ve karaciger fonksiyonlarini
bozmasi nedeniyle total bilirubin diizeylerini yiikseltme egiliminde oldugu bilinmektedir
(97). Ancak g¢aligmamizda total bilirubin diizeylerinin BA ve BA+LPS gruplarinda,
Kontrol ve LPS gruplarina kiyasla daha yiiksek oldugu saptanmustir. Literatiirde, betiilinik
asidin Nrf2/HO-1 yolagin aktive ederek biliverdinin bilirubine doniisiimiinii artirabildigi
bildirilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda gbzlenen bilirubin artisinin, LPS etkisinden
cok BA’nin bu yolak tizerindeki diizenleyici etkisi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir
(7). Direkt bilirubin diizeylerinin, LPS ve BA+LPS gruplarinda daha yiiksek bulunmasi,
LPS maruziyetinin karacigerde islenen (konjuge) bilirubin diizeylerini artirdiginm
gostermektedir. Bilirubinin karacigerde konjuge edilerek safra ile atilmasi normal hepatik
fonksiyonlarin 6nemli bir parcasidir. Bu nedenle LPS ve BA+LPS gruplarinda direkt
bilirubin diizeyinin yiiksek saptanmasi, LPS’nin hepatik konjugasyon mekanizmalari ile

safra akist ve bilirubin atilimi {izerinde olumsuz etkiler olusturabilecegini
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diistindiirmektedir. Nitekim literatiirde de LPS’nin hepatik homeostazi bozarak bilirubin
diizeylerinde artisa neden oldugu bildirilmektedir (98). Arastirmamizda, hepatoseliiler
hasarin 6nemli biyobelirteglerinden biri olan ALT diizeylerinde gruplar arasinda anlamli
bir degisiklik saptanmamustir. Literatiirde, inflamasyonun siddeti ve siiresine bagli olarak
deneysel LPS modellerinde serum ALT aktivitesinde her zaman anlamli bir degisiklik
meydana gelmeyebilecegi bildirilmistir (99). Bununla birlikte, degismeyen ALT
diizeylerine ragmen karaciger dokusunun inflamatuvar siireclerden etkilenebilecegi ve
inflamasyona bagli gelisen olas1 yapisal veya hiicresel degisikliklerin heniiz plazmaya
ALT enzimi salinimina neden olacak diizeye ulasmamis olabilecegi belirtilmektedir
(100). AST, karaciger, kalp ve kas gibi dokularda bulunan bir enzim olup, yiikselisi genel
doku hasarinin veya metabolik stresin bir belirteci olarak bilinmektedir (101). BA
grubunda AST aktivitesinin LPS grubuna gore diisiik bulunmasi, BA'nin genel olarak
doku stabilitesini artirarak veya sistemik stresi azaltarak enzim salinimini sinirlamasindan
kaynaklanabilir (101). ALP genellikle hepatik hiicrelerin ¢alismasi, safra isleyisi, kemik
metabolizmasi ve bazi doku onarim siire¢lerinin gostergesi olarak kullanilmaktadir. LPS
uygulamalarinda hepatik ve safra yolu hasar1 veya membran stabilitesi bozulmasi ALP’de
artisa neden olabilecegi gibi bazi kronik inflamasyon durumlarinda azaldigi da
raporlanmistir (102). Calismamizda BA+LPS grubunda ALP diizeylerinin LPS ve BA
gruplarina gore daha diisiik bulunmasi, BA’nin inflamasyon, metabolik islev bozuklugu
ve toksik stres durumlarinda diizenleyici/koruyucu etkiler gosterebildigini
disiindiirmektedir. Nitekim literatiirde de streptozosin ile indiiklenmis diyabet ve
kalp/bobrek disfonksiyon modellerinde BA’nin serum biyokimyasal parametrelerini
normalize ettigi ve ALP diizeylerini azalttig1 bildirilmektedir (103, 104).

Iyon dengesinin bulgularinda (sodyum, klor ve potasyum gibi) LPS ile indiiklenen
kronik inflamasyonun enzimatik aktivite ve iyon dengesi tizerindeki ¢ok yonlii etkilerini
gormekteyken BA’nin ise bu etkiler iizerindeki diizenleyici potansiyeli karsimiza
cikmaktadir. Bu iyonlarin dengesi, ndronal membran yapist i¢in kritik 6neme sahiptir;
sistemik bozulmalar MSS'yi dolayli olarak etkileyebilmektedir. Literatiirde betiilinik
asidin elektrolit diizeyleri tizerindeki etkilerini dogrudan inceleyen ¢aligmalar oldukga
sinirlidir. Sodyum, sinir iletimi ve membran potansiyelinin siirdiiriilmesinde gorev alan
temel bir elektrolit olarak bilinmektedir. Noroinflamasyon siireclerinde ise inflamasyona
baglt sodyum homeostazinin bozulabildigi ve bunun ndronal fonksiyonlari
etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (105). Calismamizda sodyum diizeylerinin LPS ve BA
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aracili stvi-elektrolit dengesini bozucu etkisi ile BA’nin elektrolit homeostazi tizerindeki
spesifik diizenleyici rollerinin bir yansimasi olarak degerlendirilmektedir. Nitekim
literatlirde, iirolitiyazis modeli olusturulan siganlarda BA uygulamasmin sodyum
diizeylerini arttirdig1 bildirilmekle birlikte (106); LPS kaynakli endotoksemi siirecinde
gelisen katabolizma, renal fonksiyonel sapmalar ve néro-hormonal yanitlarin da serum
sodyum seviyelerindeki bu ylikselisten sorumlu oldugu belirtilmektedir (107). Potasyum,
membran potansiyeli ve sinir iletiminin siirdiiriilmesinde gorev alan temel bir elektrolit
olarak bilinmekte olup, noroinflamasyon siire¢lerinde LPS’nin potasyum homeostazi ve
iyon kanallar iizerinde degisikliklere yol acarak noronal fonksiyonlar: etkileyebildigi
bildirilmektedir (108). LPS’nin bu etkisine karsin BA’nin ise oksidatif stres kosullarinda
azalan Na'/K*-ATPaz aktivitesini koruyarak iyon homeostazi iizerinde diizenleyici ve
koruyucu etkiler gosterebildigi bildirilmektedir (109). Calismamizda BA+LPS grubunda
potasyum diizeylerinin LPS grubuna gore daha yiiksek bulunmasi, BA’nin iyon dengesi
iizerindeki bu diizenleyici etkisini destekler niteliktedir. Klor, hiicre dis1 sivinin temel
anyonlarindan biri olup ozmotik denge, asit-baz diizeni ve noéronal membran
potansiyelinin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Noroinflamasyon siireclerinde ise
klor homeostazinda meydana gelen degisikliklerin GABA aracili inhibitor iletimi ve
noronal aktiviteyi etkileyerek norolojik fonksiyonlarda degisimlere neden olabilecegi
bildirilmektedir (110). Calismamizda saptanan yiiksek klor diizeylerinin, LPS ve
BA+LPS gruplarinda kontrol grubuna kiyasla belirginlesmesi, inflamasyon siirecinin
tetikledigi iyon homeostazindaki sapmalarla iligkilendirilmektedir. Nitekim literatiirde,
klor dengesindeki bozulmalarin néroinflamatuvar yanitlar, néronal ileti mekanizmalari
ve hiicresel su-elektrolit dengesi iizerinde dogrudan etkili oldugu bildirilmektedir (111).
Kalsiyum, hiicresel sinyal iletimi, ndrotransmitter salinimi, kas kasilmasi ve membran
stabilitesinde gorev alan temel bir elektrolit olarak bilinmekte olup, kalsiyum
homeostazindaki bozulmalarin néroinflamasyon ve ndrodejeneratif siireclerde hiicre ici
kalsiyum birikimini artirarak oksidatif stres ve ndronal hasara yol actig1 bildirilmektedir
(112). Calismamizda LPS, BA ve BA+LPS gruplarinda kontrol grubuna kiyasla diisiik
saptanan serum kalsiyum diizeylerinin; inflamasyon siireci ve bozulan iyon homeostazi
ile iliskili oldugu diisliniilmektedir. Literatiirde, LPS kaynakli endotoksemide artan
inflamatuvar sitokinlerin ve hiicre i¢i kalsiyum gecisinin serum kalsiyum seviyelerinde
diisiise yol actig1 bildirilmektedir (113). Ayrica BA’nin hiicre i¢i kalsiyum akisini artirict
etkisi caligmamizdaki BA ve BA+LPS gruplarinda gozlenen serumdaki diisiik kalsiyum

seviyesinin nedeni olabilir (114). Magnezyum, enzimatik reaksiyonlar, enerji
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metabolizmasi, sinaptik iletim ve ndronal membran stabilitesinde gorev almaktadir.
Arastirmamizda magnezyum diizeylerinin gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermemesi, hem LPS hem de BA uygulamalarinin serum magnezyum seviyelerini
belirgin sekilde etkilememesinden kaynaklanabilecegi gibi, viicuttaki toplam
magnezyumun biiyiik bolimiiniin kemik ve hiicre i¢i kompartimanlarda bulunmasi,
ekstraselliiler sivida yalnizca yaklasik % 1’inin ve serumda ise yaklasik % 0.3’{iniin yer
almasi nedeniyle serum magnezyum diizeylerinin total viicut magnezyumunu yeterince
yansitmamasina bagli olarak da agiklanabilir (115).

Oksidatif stres parametreleri, inflamasyon ve hiicresel hasarin saptanmasindaki
kritik rolleri nedeniyle bu ¢alismanin temel analiz basamaklarindan birini
olusturmaktadir. MDA, hiicre zarindaki yag asitlerinin oksidatif hasara ugramasi sonucu
olusan reaktif bir son {iriin olup, oksidatif stresin 6nemli biyobelirte¢lerinden biri olarak
kabul edilmektedir. Noroinflamasyon siireclerinde artan serbest radikal iiretimine bagl
olarak MDA diizeylerinin yiikseldigi ve bunun ndronal hasara katki saglayabildigi
bildirilmektedir (116, 117). Calismamizda beyin doku 6rneklerinden analiz edilen MDA
diizeylerinin, BA+LPS grubunda Kontrol ve BA gruplarina kiyasla anlaml diizeyde
arttig1 saptanmustir. LPS uygulamalarinin beyin ve periferik dokularda oksidatif stres
olusturdugu ve bunun bir gostergesi olarak MDA diizeylerinde artisa neden oldugu
bildirilmektedir. Bu durum, LPS’nin mikroglia aktivasyonunu ve ROT iiretimini artirarak
noroinflamasyona bagli oksidatif hasari tetikleyebildigini gostermektedir (118). Ayrica
BA’nin, apoptozu indiiklemek amaciyla ROT iiretimini artirarak prooksidan bir sinyal
molekiilii gibi davranabildigi bildirilmektedir (119). BA+LPS grubundaki MDA artiginin,
LPS’nin yol a¢tig1 oksidatif hasar ve BA’'nin ROT {iretimini artiric1 etkilerinin bir araya
gelmesiyle ortaya ¢iktig diistiniilmektedir. GSH hiicre i¢i en yaygin ve gii¢lii antioksidan
sistemlerden birisi olarak bilinmektedir. ROT ve RNT gibi oksidatif ajanlar1 enzimatik
olarak nétralize ederek (6rnegin GPx) hiicreleri oksidatif hasardan korumaktadir. Bu
antioksidan savunma mekanizmasi, yliksek oksidatif stres duyarlilig1 nedeniyle 6zellikle
beyin dokusunda biiylik 6nem tagimaktadir (120). Calismamizda LPS grubunun beyin
GSH seviyesinin diger gruplara gore daha yiliksek bulunmus olmasi organizmanin bu
endotoksine kars1 olusan néroinflamasyon ve hasara kars1 yaniti olarak diisiiniilmektedir.
LPS, NF-«xB gibi molekiiller araciligiyla sitokinleri tetiklerken ayn1 zamanda hiicre ici
oksidatif stresi artirmaktadir. Bu durum, beynin hiicrelerinde Nrf2 (Niikleer Faktor
Eritroid 2-Iligkili Faktdr 2) gibi transkripsiyon faktorlerini aktive etmektedir. Nrf2

aktivasyonu, hiicrenin hayatta kalmasini saglamak icin glutatyon sentezinde gorev alan
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enzimlerin (Gama-Glutamil Sistein Ligaz, GCL gibi) asir1 liretimine neden olmaktadir
(121). Literatiirde BA uygulamasinin, tiimor hiicrelerinde GSH seviyelerini diisiirerek
hiicresel redoks dengesini bozdugunu ve hiicreleri oksidatif hasara karsi savunmasiz
birakarak apoptozu tetikledigini belirtilmektedir (122). SOD, siiperoksit radikallerini
daha az reaktif olan hidrojen peroksite doniistiirerek hiicrenin temel antioksidan
savunmasini olusturan 6nemli bir enzim olarak bilinmektedir. SOD aktivitesindeki artig
ise hiicrenin oksidatif strese karsi savunma yanitini artirdigim1 gostermektedir (123).
Calismamizda LPS grubunda saptanan SOD aktivite artisi; LPS’nin TLR4 reseptoriinii
aktive ederek NADPH oksidaz gibi enzimleri uyarmasi ve buna bagl olarak siiperoksit
radikali Uretimini artirmasi sonucu gelisen oksidatif stres ile iliskili olabilir. Artan
oksidatif stresin ise hiicresel savunma mekanizmalarindan biri olan Nrf2 yolagini aktive
ederek basta SOD olmak iizere c¢esitli antioksidan enzimlerin transkripsiyonel
ekspresyonunda artisa yol actigr  dislniilmektedir (124, 125). BA’nin,
Nrf2/TXNIP/NLRP3 sinyal yolaklari izerinden inflamatuvar yanitt modiile ederek LPS
kaynakli oksidatif stresi baskilayabildigi bildirilmektedir (90). BA ve BA-+LPS
gruplarinda saptanan diisiik SOD diizeyleri, betiilinik asidin LPS aracil1 oksidatif stres ve
inflamatuvar yanit iizerindeki diizenleyici etkileri ile iligkili olabilecegini
diistindiirmektedir.

Bu tezde beyin dokusunda ELISA yontemiyle gerceklestirilen analizlerde, LPS ile
olusturulan noroinflamasyon modelinde BA’nin apoptoz ve inflamasyon siireglerini post-
translasyonel diizeyde nasil etkilediginin ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu kapsamda
intrinsik apoptotik yolakta gorev alan BAX, BCL-2, Caspase-9, Cyt ¢ ve Caspase-3
proteinleri ile temel inflamatuvar diizenleyicilerden biri olan NF-xB’nin toplam protein
diizeyleri incelenmistir. Yapilan analizlerde gruplarda BAX, BCL-2, Caspase-9 ve NF-
kB protein miktarlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. BAX (proapoptotik) ve
BCL-2 (antiapoptotik) proteinlerinin apoptoz sirasinda genellikle miktarlar1 degil,
aktivasyon durumlari ve subseliiler yerlesimleri (translokasyonlarini) degisebilmektedir
(126). Literatiir verileri 15181nda, Caspase-9'un fonksiyonel aktivitesinin protein sentez
miktarindan ziyade apoptozom olusumu ve kesilme siire¢lerine bagl oldugu, bu nedenle
toplam protein miktarinin aktivasyon durumu i¢in dogrudan bir gosterge kabul edilmedigi
diistiniilmektedir (127, 128). Aragtirmacilar, apoptotik yolak bilesenlerinin zamana baglh
dinamik degisimler gosterdigini ve 6l¢iim zamaninin elde edilen protein diizeylerini
onemli Olgiide etkileyebilecegini vurgulamislardir. Bu dogrultuda, c¢alismamizda

apoptotik protein diizeylerinde belirgin degisiklik saptanmamis olmasi, benzer deneysel
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modellerde bildirilen bulgularla uyumludur (129). Calismamizda Caspase-3 diizeylerinin
BA grubunda Kontrol ve BA+LPS gruplarina kiyasla daha yiiksek bulunmasi, betiilinik
asidin bilinen proapoptotik etkileri ile iligkili olabilecegini diistindiirmektedir (130). Cyt
¢ diizeylerinin BA+LPS grubunda Kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek olmasi, BA ve
LPS’nin mitokondriyal yolak iizerindeki ortak/interaktif etkilerinden kaynaklanabilir.
Betiilinik asidin tek basina mitokondriyal membran biitiinliiglinii etkileyerek sitokrom c
salmimint uyarabildigi, LPS kaynakli inflamatuvar siirecin ise mitokondriyal
disfonksiyon ve oksidatif stres araciligiyla Cyt ¢ kacisima katki saglayabildigi
bilinmektedir. BA ve LPS’nin birlikte uygulanmasinin, BA+LPS grubunda Cyt ¢
diizeylerinde sinerjistik veya additif bir artis olusturmus olabilir (129, 130).

Serum ELISA sonuglarinda da dokuya benzer sekilde bazi protein miktarlar
acisindan fark gozlenmemistir. Yapilan bir ¢alismada, LPS’nin deneysel modellerde
ozellikle beyin, karaciger ve akciger gibi dokularda belirgin inflamasyon ve apoptotik
yanit olusturdugu; ancak bu degisimlerin serum protein diizeylerine her zaman dogrudan
yansimayabilecegi bildirmektedir (131). Bu durumun Sitokin ve apoptotik proteinlerin
lokal dokuda sinirli kalmasi ve birgok proapoptotik proteinin hiicre i¢i lokal diizenleyici
olarak rol alip dolagima salinmamasi nedeni ile olabilecegi bildirilmektedir (5, 132).
BA’nin hiicresel kosullara bagl olarak NF-kB ve kaspaz aktivasyonunu modiile
edebildigi, buna bagl olarak bazi durumlarda proapoptotik siirecleri desteklerken bazi
durumlarda ise inflamatuvar yaniti1 baskilayici etkiler olusturabildigi belirtilmektedir.
Literatiirde, betiilinik asidin apoptotik mekanizmalar ve inflamatuvar sinyal yolaklar1
iizerinde ¢ift yonli diizenleyici etkilere sahip oldugu ve fizyopatolojik kosullara bagh
olarak farkli biyolojik yanitlar olusturabildigi bildirilmektedir (133). Serum BCL-2
diizeylerinin BA+LPS gruplarinda LPS grubuna kiyasla daha diisiik bulunmasinin farkl
mekanizmalarla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. LPS’nin, TNF-a ve NF-«xB
araciligiyla hem proapoptotik hem de anti-apoptotik sinyal yolaklarini1 aktive edebildigi;
ozellikle erken donemde artan BCL-2 ekspresyonunun hiicresel sagkalimin
stirdiiriilmesine katki sagladigr bildirilmektedir (134). Buna karsin BA+LPS grubunda
gozlenen diisik BCL-2 diizeylerinin, betiilinik asidin BCL-2 ekspresyonunu
baskilayici/proapoptotik etkileri ile iliskili olabilecegi degerlendirilmektedir. Nitekim
literatiirde BA’nin ¢esitli inflamasyon ve kanser modellerinde BCL-2 inhibitorii olarak
gbrev yapabildigi bildirilmistir (135). Serum Cyt c diizeylerinin BA+LPS grubunda
Kontrol ve LPS gruplarina kiyasla daha yiiksek bulunmasinin nedeni betiilinik asidin
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ile birlikte uygulanmasinin mitokondriyal stresi artirmasiyla iligkisi olabilir. Ayrica bu
kombinasyonun, hiicrelerin Cyt ¢ salinimi ile karakterize olan erken mitokondriyal
stres/apoptotik faza gecisini hizlandirmis olabilecegi degerlendirilmektedir (136, 137).
Bu tezde RT-gPCR bulgularimiz, CASP3, CASP9 ve BAX gen ifadeleri
bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigini ortaya koymustur. CASP9 un
apoptosom aracili dimerizasyonla, CASP3’lin proteolitik kesilmeyle (cleavage) ve
BAX’1mn mitokondriyal translokasyon ile aktive olmasi, apoptotik yanitin biiyiik 6l¢lide
post-translasyonel diizeyde diizenlendigini gostermektedir. Bu nedenle apoptotik
sireclerde meydana gelen fonksiyonel degisiklikler her zaman mRNA diizeylerine
yansimayabilmektedir (138, 139). Nitekim gecici fokal serebral iskemi modelinde
gergeklestirilen bir ¢alismada, belirgin doku hasar1 ve gelisen inflamatuvar yanita ragmen
CASP3 ve BAX mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir artis saptanmamuis; aragtirmacilar
bu durumu apoptotik yolaklarin yeni gen ekspresyonundan ziyade mevcut proteinlerin
aktivasyonu ile ilerlediginin bir gostergesi olarak degerlendirmistir (140). CASP9
aktivasyonunun, cogunlukla Cyt ¢, APAF-1 ve dATP/ATP’nin olusturdugu apoptosom
kompleksi araciligiyla gerceklestigi  bilinmektedir. Bu siirecte procaspase-9’un
apoptosom kompleksine katilmasi, dimerlesmesi ve katalitik aktivite kazanmasi
gerekmektedir. S6z konusu mekanizma; proteinlerin hiicre i¢i yeniden dagilimi ve
komplekslesmesi lizerinden ilerlediginden, yeni mRNA sentezine ihtiya¢ duymamaktadir.
Bu nedenle Caspase-9 aktivasyonu, mRNA diizeylerinde belirgin bir artis olmaksizin da
gerceklesebilmektedir (141). BAX, normal kosullarda hiicre sitoplazmasinda bulunan
proapoptotik bir protein olarak bilinmektedir. Apoptoz uyarist olustugunda ise BAX,
mitokondrinin dis zarina tasinarak burada kiimelenmekte (oligomerlesme) ve
mitokondriyal zar gegirgenligini artirmaktadir. Bunun sonucunda sitokrom ¢
sitoplazmaya salinmakta ve kaspaz kaskadi1 aktive edilerek apoptotik siireg
baslatilmaktadir. Arastirmacilar, bu mekanizmanin ¢ogunlukla yeni BAX sentezinden
ziyade mevcut BAX proteinlerinin hiicre i¢indeki yer degistirmesi (translokasyonu) ile
gerceklestigini bildirmektedir (142). BAX mekanizmasinin yeni protein sentezinden ¢ok
translokasyon iizerinden ilerlemesi, bu proteinin oksidatif strese kars1 hizli yanit verebilen
bir “erken uyar1 sistemi” gibi davranmasini saglamaktadir. Nitekim bazi ¢aligmalarda,
BAX’in hiicresel stres sinyallerine kisa siirede yanit verebildigi ve apoptotik siireci
transkripsiyonel aktivasyondan bagimsiz sekilde baslatabildigi bildirilmistir. Bu durum,
oksidatif yiik altindaki hiicrelerde yeni gen ifadesinin olusmasini beklemeden mevcut

BAX proteinlerinin aktivasyonu ile apoptozun tetiklenebilecegini diislindiirmektedir
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(143). NF-kB gen ifadesinin LPS grubunda BA ve BA-+LPS grubuna gore yiiksek
bulunmasi hipotezimizle tamamen uyumlu bir sonug icermektedir. LPS, TLR4 reseptorii
araciligiyla giiglii bir sekilde NF-kB yolunu aktive etmektedir. Boylelikle hem NF-xB
hedef genlerinin transkripsiyonunu hem de NF-kB bilesenlerinin diizenlenmesini
tetiklemektedir. MSS’de LPS uyarimiyla NF-xB artist birgok calismada gosterilmistir
(144). BA uygulanan gruplarda NF-xB gen ifadesinin LPS grubuna kiyasla daha diigiik
bulunmasi, betiilinik asidin NF-kB sinyal yolagin1 dogrudan veya dolayli mekanizmalar
araciligiyla baskilayabildigini diisiindiirmektedir. Nitekim literatiirde, BA’nin 6zellikle
IKK kompleksini inhibe ederek NF-xB aktivasyonunu ve buna bagl transkripsiyonel
stirecleri baskilayabildigi bircok calismada bildirilmektedir (13, 28, 145). Calismamizda
Cyt ¢ gen ifadesinin LPS ve BA+LPS gruplarinda Kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
oldugu saptanmistir. LPS grubunda gozlenen Cyt ¢ gen ifadesi artisinin, sitokrom c¢’nin
mitokondriden sitoplazmaya salinmasiyla iliskili intrinsik apoptotik yolagin
aktivasyonunu yansitabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim LPS’ nin; mitokondriyal stres,
membran potansiyelinde bozulma ve buna bagli sitokrom ¢ salinimi ile iligkili oldugu
beyin dokusu ve immiin hiicre modellerinde gosterilmistir (146). BA+LPS grubunda
saptanan Cyt ¢ gen ifadesi artisinin; LPS kaynakli mitokondriyal hasarin, betiilinik asidin
proapoptotik etkileriyle sinerjik olarak giliclenmesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Literatirde BA’nin, mitokondriyal membran biitiinliigiini bozarak membran
potansiyelinde kayba yol actigr ve bu yolla Cyt ¢ salimmmini tetikleyerek intrinsik
apoptotik kaskadi dogrudan aktive ettigi bildirilmektedir (147). Arastirmamizda BCL2
gen ifadesinin BA ve BA+LPS gruplarinda kontrol grubuna goére daha diisiik oldugu
gozlendi. BCL-2’nin, hiicresel sagkalimi1 destekleyen anti-apoptotik bir diizenleyici
protein oldugu bilinmektedir (127). Betiilinik asidin bir¢ok deneysel modelde BCL2 gen
ifadesini baskilayarak BAX/BCL-2 dengesini proapoptotik yonde degistirdigi ve boylece
apoptotik siirecleri destekledigi (135) ve ayrica BA’nin Nrf2/NF-xB iligkili sinyal
yolaklar1 tizerinden BCL2 transkripsiyonunu azalttig1 bildirilmistir (147).

Calismamizin histopatolojik bulgulari, kronik LPS uygulamasinin meninksler ve
beyin dokusunda belirgin inflamatuvar yanit ve vaskiiler bozulmaya neden oldugunu
gostermektedir. Beyin zar tabakasinda gozlenen nétrofil infiltrasyonu, 6dem, hiperemi ve
kanama bulgularmin; LPS’nin KBB’in gecirgenligini artirmasi ve lokosit gogiinii
tetiklemesiyle iligkili oldugu benzer sekilde baska ¢alismalarda da bildirilmistir (148).
LPS uygulamalarinin KBB biitiinliigiinii bozdugu, tight-junction proteinleri ve basal

lamina bilesenlerinin parcalanmasinda rol aldigi, endotel yapinin bozunumuna sebep
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oldugu ve parankimal/zar inflamasyonuyla iliskili olarak 6dem ve kanamaya yol agtig1
aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir (149). LPS’nin olusturdugu mikroglial/astrositik
aktivasyon ve nitrik oksit sentaz artis1 mikroskobik kanamalar meydana getirmektedir.
Bu bizim bulgularimizdaki kanama bulgulartyla ortiismektedir (150). LPS’nin bu
verilerine karsilik, tek basina BA uygulanan hayvanlarda histomorfolojik bir bozulmanin
goriilmemesi, BA’nin uygulanan doz ve protokol altinda ndrotoksik olmadigini ve doku
diizeyinde 1yi tolere edildigini gostermektedir. Nitekim literatiirde de BA’nin ¢esitli in
vivo modellerde noroprotektif, anti-inflamatuvar ve antioksidatif etkileri bildirilmistir
(151). Ogzellikle BA’nin mikroglia fenotipini proinflamatuvar M1 formundan
antiinflamatuvar M2 formuna kaydirabildigi, AMPK-bagimli yolaklar araciligiyla
inflamasyonu baskilayip doku hasarini azaltabildigi deneysel ¢alismalarda gosterilmistir.
Bu mekanizmalarin, BA+LPS grubunda goézlenen histolojik inflamasyon azalmasim

aciklayabilecegi diistiniilmektedir (79).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tezin;

Serum biyokimyasal bulgulari, LPS’nin sistemik inflamatuvar ve metabolik yaniti
artirabilecegini, BA’'nin ise bu yanit1 kismen baskilayarak homeostatik dengenin
korunmasina katk1 saglayabilecegini, ayrica gozlenen elektrolit ve protein diizeylerindeki
degisimlerin, dogrudan organ fonksiyon bozuklugundan ziyade inflamasyona bagl
biyokimyasal yanitlar1 yansitabilecegini,

Beyin dokusu antioksidan parametre bulgulari, LPS kaynakli noroinflamasyonun
oksidatif stres yanitin1 etkileyebildigini, BA uygulamasinin ise oksidatif stres belirtecleri
ve antioksidan savunma mekanizmalar1 {iizerinde diizenleyici etkiler olusturarak
noroinflamatuvar siirecte hiicresel homeostazin siirdiiriilmesine katki saglayabilecegini,

Doku ELISA bulgulari, LPS maruziyetinin beyin dokusunda protein miktar
diizeyinde belirgin bir apoptotik yanit olusturmakta sinirli kalabilecegini, buna karsin
BA’nin Caspase-3 ve Cyt ¢ artistyla intrinsik yolak {izerinden apoptozu modiile etme
kapasitesine sahip olabilecegini,

Serum ELISA bulgulari, LPS’nin apoptotik yanit1 sistemik diizeyde belirgin
bi¢imde aktive edemeyebilecegini; buna karsin betiilinik asidin apoptotik ve inflamatuvar
yolaklar iizerinde hiicresel kosullara baghh modiilator etkiler olusturabilecegini, BA’nin
anti-apoptotik bir belirte¢ olan BCL-2 diizeylerini baskilarken, mitokondriyal stres ve
sitokrom ¢ saliimu ile iliskili Cyt ¢ diizeylerini artirmasi; hiicre 6liim siireclerini daha
cok mitokondri odakli/intrinsik apoptotik mekanizmalar lizerinden etkileyebilecegini,

Gen ifade bulgulari, LPS’nin 6zellikle NF-kB aracili inflamatuvar yanit1i ve
mitokondriyal stres mekanizmalarini aktive etmis olabilecegini, betiilinik asidin ise NF-
kB sinyal yolagini baskilama, BCL2 transkripsiyonunu azaltma ve Cyt ¢ yanitini artirma
ile noroinflamasyon siirecinde hem antiinflamatuvar hem de mitokondri odakl
proapoptotik etkiler olusturabilecegini,

Histopatolojik bulgulari, kronik LPS uygulamasmin KBB {izerinde belirgin
bozulmalara yol agabilecegini; meninkslerde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, 6dem,
hiperemi ve vaskiiler hasar olusturabilecegini, buna karsin BA’'nin LPS kaynakli bu
patolojik degisiklikleri azaltic1 etki gosterebilecegini ortaya koyabilmektedir.

Elde edilen tiim veriler birlikte degerlendirildiginde, betiilinik asidin LPS kaynakl
ndroinflamasyonda  inflamatuvar  yamit1  baskilayabildigi, oksidatif dengeyi

diizenleyebildigi ve histopatolojik doku hasarmi azaltabildigi sdylenebilir. Ozellikle NF-
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kB aktivasyonunu inhibe etmesi ve mitokondriyal apoptotik yolak iizerinde diizenleyici
etkiler gostermesi, BA’nin noéroinflamatuvar siireglerde potansiyel ndroprotektif
Ozelliklere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, betiilinik asidin
biyolojik etkilerinin doz, uygulama siiresi ve hiicresel stres diizeyine bagli olarak
degisebilecegi g6z Oniinde bulundurulmalidir. Bu nedenle gelecekte yapilacak
caligmalarda farkli doz ve siire protokollerinin degerlendirilmesi, davranigsal ve
fonksiyonel analizlerin eklenmesi, ayrica protein diizeyindeki degisimlerin
immiinohistokimyasal ve ileri molekiiler yontemlerle desteklenmesi; betiilinik asidin
noroinflamatuvar siireclerdeki terapotik potansiyelinin daha kapsamli bigimde ortaya

konmasina katki saglayacaktir.
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EK-3. Primer Dizileri
1. ACTB

Sican ACTB geninin 1293 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin dizilimdeki
yerleri. Gen Bankas1 Kayit No: NM_031144.3

1 gtcgagtceg cgtccaceeg cgagtacaac cttcttgeag ctectcegte geeggtecac

61 acccgccacc agttcgecat ggatgacgat atcgetgege tegtecgtega caacggetee
121 ggcatgtgca aggecggett cgegggegac gatgetecee gggeegtcett cecectecate
181 gtgggccgec ctaggecacca gggtgtgatg gteggtatgg gtcagaagga ctectacgtg
241 ggcgacgagg cccagagcaa gagaggcate ctgaccctga agtaccccat tgaacacgge
301 attgtcacca actgggacga tatggagaag atttggcacc acactttcta caatgagetg
361 cgtgtggcece ctgaggagcea ceetgtgetg ctcaccgagg cecctctgaa cectaaggec
421 aaccgtgaaa agatgaccca gatcatgttt gagaccttca acaccccagce catgtacgta
481 gccatccagg ctgtgttgte cctgtatgee tetggtegta ccactggeat tgtgatggac
541 tccggagacg gggtecaccca cactgtgece atctatgagg gttacgeget cectcatgee
601 atcctgegte tggacctgge tggecgggac ctgacagact acctcatgaa gatcetgace
661 gagcgtggct acagcttcac caccacaget gagagggaaa tcgtgcgtga cattaaagag
721 aagctgtgct atgttgcect agacttcgag caagagatgg ccactgecge atcctcttee
781 tcectggaga agagetatga getgectgac ggtcaggtea tcactatcgg caatgagegg
841 ttccgatgee ccgaggctct cttccagect tecttectgg gtatggaate ctgtggeate

SSSSSSSSSSSSSSSSSSS>
901 catgaaacta cattcaattc catcatgaag tgtgacgttg acatccgtaa agacctctat
961 gccaacacag tgctgtctgg tggcaccace atgtaccecag geattgetga caggatgeag
1021 aaggagatta ctgccctgge tcctagecace atgaagatca agatcattge tcctectgag
1081 cgcaagtact ctgtgtggat tggtggctct atcctggect cactgtccac cttccageag
<LLLLLLLLLLLL LKL
1141 atgtggatca gcaagcagga gtacgatgag tccggeccct ccategtgea ccgeaaatge
1201 ttctaggegg actgttactg agetgegttt tacacccttt ctttgacaaa acctaacttg
cgcaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa

2. NF-xB

Sican NF-kB geninin 4062 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri. Gen Bankas1 Kayit No: NM_001276711.2
1 agtgggaatt tccagccagg aagtgagaga gtgagecgaga gaggacgaga gagaagtacc
61 gaggcgagee gggecaggaag aggaggtttc gccaccegag cageeceggcet gegegetgac
121 ggctteeegt geeetgegeg ceeeeggect geegeegecg cegeegecge ceteggecetg
181 ctcgegggece ggetccagea gegeaggeeg gagetcaggg ccececgecgeg cececggeccge
241 ccegegctte tecgeeegeg ccgeagecat ggegegeege tgagecgeeg geeggegeea
301 ggaccttact cgggcteeceg ccggtecacg ctgeceegea gegggageee geaggegegg
361 aaaggccgeg ccteacctee agggtacect cagaggecag aagagggtgt tggceceectg
421 taactggagc ttgaccgtcg tgagetgece catcttcaac atggcagacg acgatccttt
481 cggaactggg caaatgtttc atttgaatac tgctttgact cactccatat ttaatgcaga
541 attatattca acagatatac cactgtcaac agatggccca taccttcaaa tactagagcea
601 accgaaacag agaggatttc gattccgcta cgtgtgegaa ggeeegtece acggagggct
661 tceceggtgec tccagtgaga agaacaagaa atcttacccg caggtcaaaa tttgcaacta
721 tgtggggect gcaaaggtta tegttcagtt ggtcacaaat ggaaaaaata ttcacctgea
781 cgcccacage ctggtgggea ageactgtga ggacggeata tgcaccgtga cagecaggacce
841 caaggacatg gtggttggct ttgcaaacct gggaatactt cacgtgacta agaaaaaggt
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901 attcgaaaca ctggaagcac ggatgacaga ggcegtgtata aggggctata accctggact
961 tctggtgcat tetgaccttg cctatctaca ggcagaagge ggaggagace ggecaactcac
1021 agacagagag aaggagatca tccgccagge agetctgcag cagaccaagg agatggacct
1081 gagtgtggtg cgecteatgt tcacagectt cetecceegac agcacgggea gettcacteg
1141 gagactggaa cctgtggtgt cagacgecat ctatgacage aaagccccca acgegtccaa
1201 cctgaagatc gtaagaatgg acagaacagc aggcetgegte acgggagggg aagaaatcta
1261 tcttctetgt gacaaggtcc agaaagatga catccagatt cggttttatg aagaggaaga
1321 aaatggtgga gtttgggaag gatttgggga cttttcccee acggatgttc acagacagtt
1381 tgccattgtc ttcaaaacac cgaagtataa ggatgtcaac attacaaage cagcttccgt
1441 gtttgttcag cttcggagaa aatcggattt ggaaactagt gaaccgaaac cctttctcta
1501 ctaccccgaa atcaaagaca aggaggaagt acagaggaaa cgeccagaage tcatgeccaa
1561 cttctecgac agtttcggeg geggeagtgg agegggageg ggtegcggag geatgttcgg
1681 ctatggattt cctgettacg gtgggattgc attccatcce ggagecacta aatccaacac
SSSSSSSSSSSSSSSSSSS>
1741 aggcatcacc catggcacca taaacaccaa atttaaaaac gagcctagag attgtgccaa
1801 gagtgacgac agggagattc tgaatcceee tgagaaagaa acacaaggtg aggggcccag
1861 cctgttcatg geccageacca agaccgaage aattgeceeg geatccacca tggaagacaa
1921 ggaagaggat gtggggtttc aggataacct ctttcttgag aaggegcetge agetcgecaa
<LLLLLLLLLLLLLLL
1981 gcggcatgece aacgccctet tcgactacge ggttacggga gatgtgaaga tgetgetgge
2041 ggtacagcgc catctcaccg cggtgeagga tgagaacggg gacagtgtcce tacacttage
2101 catcatccac cttcatgecte agetcgtgag ggatctgeta gaagtgacat ctggttcgat
2161 ctctgatgac atcatcaaca tgagaaacga tctgtatcag acacctttge acttggeegt
2221 gatcaccaag caggaagatg tggtggagga cttgctgagg gttggggctg acctgagtct
2281 tctggaccge tggggcaact ctgtectgea cctagetgee aaagaaggac atgataaaat
2341 cctcggggtc ctactcaaga acagcaagge agcactcctt atcaaccace ccaacgggga
2401 aggtctgaat gccattcaca tagetgtgat gagcaacage ctgtcatgte tgeagetget
2461 tgtggctget ggggcagaag tcaacgetca ggageagaag tetgggegea cggeactgea
2521 cctggeegtg gagtacgaca acatctcgtt ggecggetge ctgetectgg agggtgacge
2581 cctegtggac agcaccacct acgatgggac gacacctcta cacatagcag ctggaagagg
2641 gtccaccagg ctggeagcte ttctcaaage agcaggagea gacceectgg tggagaactt
2701 tgagcctctc tatgacctgg acgactcttg ggagaaggct ggagaagatg agggagtagt
2761 gccaggceacc acaccectgg acatggetge caactggecag gtatttgaca tactaaatgg
2821 gaaaccatat gagccagtgt tcacatctga tgacatactc ccacaagggg acattaagca
2881 gctgacagaa gacacgagge tgcaactctg caagetcttg gaaattcetg atcccgacaa
2941 gaactgggcc actctggege agaagttagg tctggggata ttgaacaatg ccttccgget
3001 gagtccecgece ccttctaaaa ctcttatgga caactatgag gtetetgggg ggaccatcaa
3061 agagctggtg gaggccctge gacagatggg ctacacagag gecattgaag tgatccagge
3121 agcctteege accecggaaa ccacagectc cageceegtg accactgete aggeccactt
3181 gctgectcte tecgtectect ccacaagaca geacatagat gagetcecgag ataatgacag
3241 cgtgtgtgac agtggtgtgg agacatectt ccgecaaacte agettetcgg agtecctcac
3301 tggagatggce ccactgctat ctctgaacaa aatgectcac aattatggge aggatggacc
3361 tatagaaggc aaaatttagc ctgctggegg ttccccacac tgtaaaccaa agecctgaaa
3421 ggccatcata tcgttccgaa ggagaaggea aaaaacgeat cccaaggtge tggaaggtea
3481 ccggectgea gggtcaatet tgatgtcatt cgaggcecttc cgaatttgge ttectttett
3541 ggctctgaaa tgaaatttag ttgtcatata cagatggtgt ctagcaatca cggetgeact
3601 cggtgtggct tggggtatgg tegettgage ttttccaget getattggat tacacttget
3661 ttgtgttgtc actgetgtee ctetgetggg tecceegetgt cattaaggta tcgeagteec
3721 cacctggtgt tctttctage catctacagt acagtcatge actcaaatta agattaagga
3781 aaaagatatt tttaagtgag taacttcatg cgcaataaaa aaaagacatg gcetttttcta
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3841 atgtggttta tctgtgattt aaaaaaaaaa aagacatgaa cttaacaata tttaaaacct
3901 gctataatca gtgctgaaaa tagtattttc ccccttttct geattttact attgtaaata
3961 tgttttctaa atcaaatact ttaaaagaag aaatgttgga tttataaatg ctatttttta
4021 ttttactttt ataataaaag tacaagcaca ctgttgacct ca

3.0yt c

Sican Cyt ¢ geninin 1228 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin dizilimdeki
yerleri. Gen Bankasi Kayit No: NM_(012839.2
1 cttgggctag agagecgggac gteteectaa gagtctgate ctttgtggtg ttgaccagee
61 cggaccgaat ttaaaatggg tgatgttgaa aaaggcaaga agatttttgt tcaaaagtgt
121 geccagtgec acactgtgga aaaaggagge aageataaga ctggaccaaa cctccatggt
SSSSSSSSSSS>>
181 ctgtttgggc ggaagacagg ccaggetget ggattctett acacagatge caacaagaac
241 aaaggtatca cctggggaga ggataccctg atggagtatt tggaaaatce caaaaagtac
301 atccctggaa caaaaatgat cttcgetgga attaagaaga agggagaaag ggcagaccta
<CLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
361 atagcttatc ttaaaaaggc tactaatgaa taattccact gecttattta ttacaaaaca
421 aatgtctcat ggcttttaat gtataccata atttaattca tacaccaaat tcagatcatg
481 aatggctaac aatgtttttg ttggacagcc ccgatttaag taaaattgac ttgtcataaa
541 gtggatatga tcttttttaa agtaacactt ccaattgaat acatgttatc actgctttce
601 ctttctcaag ataagattgg acttaattag taatattttc ctttccataa atatgagggt
661 gtcgcctcaa acctattgaa tggttttata cttagattta tataactggg tatatgaata
721 tgttcaaatc ctgggaaaat tctgtcactg tctcagaaac aagaagactc accegtgctt
781 cagtgtgtgt aaactggect ctgacaggea atgctaaaca ccaggacgga actattettg
841 acagtgctgt tttaattaga attccctaca tcaatgatge tgectttcac cactgaaagg
901 catttactgt ggtttatgta tgatatcaaa taaagagtat ttaacacttc tttatagttg
961 atctacaagt taaaatgctt ttaagaacaa gttagccctt ttaaatcttc tcttatctaa
1021 gactaagctg taattcagaa ttgtccttaa atgeccattc ggaaagtcat aactggaatt
1081 tctgttcatg cctgattggg agtggtactc ttttctaact tactagatgg aaagatgaaa
1141 ataaaggaga taatttgtaa gttatcaaca gtcagaagat aattaaatca atcacaaatc
1201 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaa

4. CASP3

Sican CASP3 geninin 2481 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri. Gen Bankasi Kayit No: NM_012922.3
1 gatgcagtgt tggtgttggt gggatcaaag cttagtgtce tgaggtgegg agettggaac

61 gcgaagaaaa gtgaccatgg acaacaacga aacctccgtg gattcaaaat ccattaataa
121 ttttgaaaca aagactatcc atggaagcaa gtcgatggac tctggaatat atctggacag
181 cagttacaaa atggattacc ctgaaatggg cttgtgtata ataattaata ataagaactt
241 ccataaaagc actggaatgt cagctcgceaa tggtaccgat gtcgatgeag ctaacctcag
301 agagacattc atggccctga aatacgaagt caggaataaa aatgacctta ctcgtgaaga
361 aattatggaa ttgatggata gtgtttctaa ggaagatcac agcaaaagga geagttttgt
421 gtgtgtgatt ctaagtcatg gagatgaagg agtaattttt ggaacgaacg gacctgtgga
481 cctgaaaaaa ctaactagtt tcttcagagg cgactactge cggagtetga ctggaaagec
541 gaaactcttc atcattcagg cctgecgagg tacagagetg gactgeggta ttgagacaga
601 cagtggaact gacgatgata tggcatgcca gaagatacca gtggaggecg acttectgta
661 tgcttactct accgcacceg gttactattc ctggagaaat tcaagggacg ggtcatggtt
721 catccagtca ctttgcgeca tgctgaaact gtacgegeac aagetggaat tcatgcacat
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SSSSSS>S>>

781 cctcactcgt gttaaccgga aggtggccac ggaatttgag tecttctece tggacgecac
SSSSSSSSS>>
841 tttccatgca aagaaacaga tccegtgtat tgtgtcaatg ctcacaaaag aactgtactt
901 ttatcactaa aggaatgact gggagtgggg taggggcatg tttctgtttt ggtttttttt
CLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
061 tttggttttt gttttttgtt tttttttttt tatttgaatg ccaaatgaga aaactgtcag
1021 ggagactttt tttttccect ctcatttaaa tcaaatccga tgttccaggt cgtcattgaa
1081 caataccact gcctgcaatg cagecacaat acaatacctc agctttgata tcaggtagtt
1141 gaaatgaaat ttaattagga acaaataaat gtcaataatg gtacaaccat catagaagaa
1201 attggaaagt cacactttgg taattagaga gatttggtgc cactatgaat ttgaaattac
1261 gaagcagtga tgatcttata ccccctectc acatctagaa tgtcacttta gttttcgtta
1321 agcataggaa cgataatgtc aagtggtatg tcttagaact tgaatccacg agcagagtca
1381 aaggctggtt ttggaactga tctgtggaaa tgaagagttg gagcactgta gcacacatta
1441 tagctactgg ttttgtgaca gttgaccagg tcacatattt attatttaag acaaaagtcg
1501 tgttttatta ttggaacaaa aataacttta tatgagagga aaaccatgtg tgaacttggt
1561 tggcttgttg aaggctacca tccttcagtg gtggacatga cgacagggtg ctacgatcca
1621 ccagcatttg tttcttactt attcttatge aaatcagect aattttacag accagcaaaa
1681 tatctaaaga gcgattatge agcagcctca aattgttgac tattagaatg gaataaagga
1741 attctacagg aacagaccat aataccagct gtcagtcaga gecgtaaggaa aggagaggtg
1801 gcatctcctg tgattggaga gaagatggtt tgagecggag cagagecatg ggeacgtett
1861 cagaaaaggc ctgctagttg gacccacctt gtgagcactg gtctgtgtgg atgatgtcca
1921 agttaccaca tgagactgaa ccagatcaga agctcctgea aaaaggcttt cccagagtge
1981 tgagcatctc aagaaagttc actggactcc atgtacagag tctgtagcat getgactttt
2041 ctgttgaagt ttacaatgaa aggaaaatga tggtgatatt tgtaccgtca ctagaaatga
2101 agggcecectgg cacacgggac ttggaaagcea tccagcaata ggeecetgeag cccatgtgga
2161 ggagctgcag actggagtce accectecte cccatcaggg cgtetgtget ccaggettee
2221 ttaatcatgg aggtgctgag tcatcgetgg cteteectgt gggtecagea tttcccataa
2281 gcectecttat tgcacaaaga aaggaaggaa ctcacattat aactgatagt aggttettgt
2341 ttagactgga tttactgtta actcttttct aagtaaatac agcatgtggt ggtattttaa
2401 aatgtgttcc catgtgacaa ttttataaaa gtcagatatc ttgcattttt atttcaaaac
2461 ataaattcag atttaaaatt a

5. CASPY

Sican CASPY9 geninin 3036 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri. Gen Bankasi Kayit No: NM_031632.3
1 gaaccagggg tccagcaatc cgctagecat ggaggaggct gaccggeaac tectgeggeg
61 atgcagggta cgecttgtge gecgaactgea agtcgeggag ctgtgggacg ctetgetgag
121 tegtgagetc ttcacgegeg acatgatcga ggatattcag cgggeagget ctgggtcteg
181 gcgggatcag gecaggeage tggtcataga tettgagact cgagggagge aggeccttce
241 tegcttcatc tcctgettag aggacacagg ccaaggctct ctggcttcat tcttgcaaag
301 cagtgggcaa gcagccaage aggatccaga agetgttaca ccecctagacce acctggtgee
361 tgtggtectg ggaccaatgg gactcaaatc aaaggageag aaagtagtga agetggacce
421 atctcagcect gecttgggaa acctcaccee agtggtgctg gggecggaag agetetggec
481 tactcggctc aggecagagg ttctcacacc agaaacacce aggecggtgg acattggttc
541 tggcagagct catgatgtct gtactccagg gaagatcgag agacatgcag atatggcata
601 caccctggac tcggatcect gtggecactg cctcatcatc aacaacgtga acttctgece
SESSSSSSSSSSSSSSS>S>

661 ttcctcaggg ctcagcacac geattggete ccacgtggac tgtgagaage ttcageaccg
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721 cttctgetgg ctgcgettca tggtggaggt gaagaacgac ctgactgeta agaaaatggt
781 cacggctttg atggagatgg cgcaccgega ccaccgtgcce ctggactgcet tegtggtggt
<LLLLLLLLLLLLLLLLLLL
841 catcctctct catggetgee aggecageca cetecagtte ccgggtgetg tetatggeac
901 agatggatgc tctgtgtcca tcgagagaat tgtgaacate ttcaatggga ceggetgecc
961 cagcetggga gggaagecca agetgttett catccaggece tgtggtegte agcagaaaga
1021 ccatggcttt gaggtggcct tcacttccte tcaagacaag gecttcgaca gtgactctga
1081 gccagatget gtcccatace aggaaggecc aaggaccttg gaccagetgg acgeagtgte
1141 aagtttgcce accceccagtg acatecttgt gtectactee accttcccag gttttgtete
1201 ctggagagac aagaagagcg gttcctggta catcgagacc ttggatggtg tectggagea
1261 gtgggctcge teggaagacce tgeagtcect ccttetcagg gtegecaatg ctgtttetga
1321 gaaaggggtt tataagcaga ttcctggetg ttttaacttc ctccggaaga agetgttett
1381 taaaacttca tgagtcaggg getgctctet gectcatttt tctcccaaaa gecttcatgg
1441 cctggagtag gccaaggtca gaactgtcce gtgaagcaag gatttcgaac tggggcagge
1501 tgctcttcee cgttteccat gecagacagge tectageage ttccaggttg gaggagacgt
1561 gggacggtgg gaggggagga acagagtact gtggatgetg cetggecgcet tcatetgtgg
1621 ttagggactg tggcctggga cccccaggec tetetagaac agggcttete tgeccgatgta
1681 ccacggacac atgaggttgt gtaatcctgt catgggactg cceegtgtgt tgtagtgttt
1741 tgagctgtct ctggtctcca cetgageace cetectgagt tetgecaace agacatgtet
1801 tcaggcattg tcatgtgtgc cctgggggac attacagecac cccectecca gggecatcge
1861 ccacaggggt ctgtggctge agacaccagce atcactgctt cccagaccca cagtccaget
1921 ggcccagtgt gaatacctgg atctggactg cgtetcatca aagtttccag aagggttaat
1981 tcttccttga geacagtatt tatccttaaa caataaatct taggcaaaag gactgtettt
2041 tgcctgtatc atccccacce tecactetget cttectacaa tggagactag ctttttectg
2101 agtatttctc tgtgttccaa ggtctcggece tgageccagg agttgactga ggtgggagee
2161 agagtcceca ctgatcaagt ctectgtctg ttggttacee tagtggggac acctggacag
2221 tgtctcecag tgtettectt getaagtgag cetggtecte cagtggeagt gaccgggceaa
2281 cagtgacatg ttggcctcee ctgggaaggg taccatccee gtctttaaag ctgttetgac
2341 ttcattctgg tttcctetgg tetttgetgt gtgaacatte acttgaccgt agatggtaag
2401 ggtgccaagc cttgtttgtt tatttttgaa ccatgetctg actttgtage ccaggctage
2461 ctcaaagtct ccatcccact getcccgagt acagggatga tagettgtca ctgecgeagg
2521 ttgggccaca ggtgttgett ccagggecct ggttagggtg tcgggttaat aagacagacg
2581 catcccatgg tgtgattcct aagtcacttt attactgtgt cccttcegtg cgttcccaag
2641 gtgacagtca cagagatgcc tttgcttagt tctttgecaat cacctgcagg acacacagga
2701 gagtgacgtt aagctgaggg ctgagcactg agttcagtga cttctcaggg ccaagaggtg
2761 cggtcgceagt tttccectee tgtcaagaag ggtettggece cagagtectg cttgggegte
2821 aggcccggaa gecgggaate gattacaage caaatgtaca gatgggtote gttttttgat
2881 gtaatttgtt tctttgtttt tttttttctg agactgggtc teectgggta geettggetg
2941 tcttggaact caccacatag acgagactgg ccttgaactc acagagatce geetgecttt
3001 gcctetgagt actggtatta aaagtgtgea ccteta

6. BCL2

Sican BCL?2 geninin 1179 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin dizilimdeki
yerleri. Gen Bankas1 Kayit No: NM_016993.2
1 cctcatgaaa taaaaagcetg aaaggaattt gaataaaaat tttctgcate tcatgccaag
61 ggggaaacac cagaatcaag tgttcgtcat aactaaagac accccttcat ccaagaatgc
121 aaagcacatc caataaaagc getggattat aacttetttt ttctetettt cgggecgtgg
181 ggcgggagee gggacgegaa gtgctattgg tacctgeage ttetttccee ggaaggatgg
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241 cgcaagecegg gagaacaggg tatgataacc gggagategt gatgaagtac atccattata
301 agctgtcaca gaggggctac gagtgggata ctggagatga agactccgeg ccectgaggg
361 ctgceeccac cectggeatc ttetecttee agectgagag caaccggacg cecgetgtge
421 accgagacac ggctgecagg acgtegecte tacggececct tgtegecace getgggectg
481 cgctcagecc tgtgecacct gtggtecace tgacectecg cegggetggg gatgacttet
541 ctcgtegceta cegtegegac tttgcagaga tgtccagtea getgeaccetg acgeccttea
601 ccgcgagggg acgcetttgee acggtggteg aggaactctt cagggatggg gtgaactggg
SESSSSSSSSSSSSSSSSSS>
661 ggaggattgt ggccttcttt gagttcggtg gggtcatgtg tgtggagage gtcaacaggg
721 agatgtcacc cctggtggac aacatcgctc tgtggatgac tgagtacctg aaccggcatc
781 tgcacacctg gatccaggat aacggaggct gggatgcectt tgtggaacta tatggeccca
841 gcatgcgacc tctgtttgat ttctcetgge tgtetetgaa gacgetgete ageetggecee
LLLLLLLLLLLLL L L
901 tggtgggggc ctgcatcact ctgggtgcat acctgggeca caagtgaggt cagecagacct
961 gccccaaaca aatatgcaaa aggttcacta aagcagtaga aattatatge attatcaagg
1021 atggaccatg aaacaaagtt gtgatttttt tttaaagcag aacacacaca cacacacaca
1081 cacacacaca cacacacaca cacacacaca cattcaggcea aatggtcaaa tcagetattt
1141 actgccaaag ggaaatatca tttatttttt acattattt

7. BAX

Sigan BAX geninin 865 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin dizilimdeki
yerleri. Gen Bankasi Kayit No: NM_017059.2
1 cceegtgagg geegeacgte tgeggggagt cacgtgaccg gggegegeeg cageecgecgg
61 ggcgeacceg gegagaggcea geggeagtga tggacgggte cggggateat cteggaggeg
121 gegggeccac cagetetgaa cagatcatga agacaggggc ctttttgeta cagggtttca
SESSSSSSSSSSSSB>SS>>>
181 tccaggatcg agcagagagg atggetgggg agacacctga getgaccttg gagcageege
241 cccaggacgce atccaccaag aagctgageg agtgtctcag gegaattgge gatgaactgg
301 acaacaacat ggagctgcag aggatgattg ctgatgtgga tacagactcc ccccgagagg
L L L L L L L
361 tcttcttceg tgtggeaget gacatgtttg cagacggceaa cttcaactgg ggecgggteg
421 ttgccctttt ctactttget agcaaactgg tgctcaagge cetgtgeact aaagtgeceg
481 agctgatcag aaccatcatg ggctggacac tggacttcet ccgggagegg ctgettgtet
541 ggatccaaga ccagggtggc tgggatggece tectttecta cttcgggacce cccacatgge
601 agacagtgac catctttgtg gctggagtcc tcactgecte actcaccate tggaagaaga
661 tgggctgagg cttectgetg cettggactg tgtettttet tcataaatta tgacattttt
721 cctgggatga atggggaacg gggaaaggca tttttcttac ttttgtaatt attgggageg
781 gtgggaatgg tggcectgggg gaggtgccaa taaacctcag gteccactttg gaaaaaaaaa
841 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa
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    Absorbans    ( k ö r ) − Absorbans   ( numune )  Absorbans    ( k ö r )   x   100


    %   inhibisyon  %   50   inhibisyon



