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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
T1bbi Biyokimya
Doktora Tezi

BV2 MiKROGLIAL HUCRELERINDE LPS iLE INDUKLENEN iINFLAMASYONDA
OLUSAN SiTOKIN DEGISIMLERININ TESPIT EDILiP, CRP VE KININOGEN-
1’iIN DEIMINASYONUNUN WESTERN BLOT iLE ARASTIRILMASI

Gamze DEMIREL

Konya-2023

Norodejenerasyon; prevalansi hizla artan ve tedavide gligliikler yasanan bir¢ok norodejeneratif hastaligin
ortak 6zelligidir. Posttranslasyonel modifikasyonlardan biri olan deiminasyon (sitriilinasyon) inflamasyona bagl
olarak meydana gelebilir ve bu modifikasyondan Peptidil arjinin deiminaz (PAD) enzimleri sorumludur. Bu
calismada BV2 mikroglial hiicre hattina néroinflamasyon olusturmak i¢in LPS uygulamasi yapildi ve sitokinlerden
IL-1B’da anlamli artis gozlemlendi. PAD2, hedefledigimiz proteinler olan CRP ve Kininojen’deki degisimi
belirlemek i¢cin RT-PCR yapildi. PAD2 ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir diigiis gozlendi.
Fakat Kininojen ve CRP ekpresyonunda anlamli bir degisiklik olmadi. Deimine proteinlerin tanimlanabilmesi i¢in
F95 antikoru ile Western blotlama yapildi. CRP igin bekledigimiz bélgede bant saptandi ve CRP’nin deiminasyon
adaylarindan biri olabilecegi goriildii. PAD ekspresyon seviyesindeki diisiise ragmen ¢esitli protein gruplarinda

deiminasyon tanimlandi. Bu durum daha ¢ok enzimin aktivitesi ile baglantili olarak goriillmektedir.

Anahtar Kelimeler: CRP, Deiminasyon, Kininojen, Norodejenerasyon, Western blot.
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biochemistry
Medical Biochemistry
Doctoral Thesis

DETECTING THE CYTOKINE CHANGES THAT OCCUR IN LPS-INDUCED
INFLAMMATION IN BV2 MICROGLIAL CELLS AND INVESTIGATING THE
DEIMINATION OF CRP AND KININOGEN-1 BY WESTERN BLOT

Gamze DEMIREL

Konya-2023

Neurodegeneration; It is a common feature of many neurodegenerative diseases, the prevalence of which
is rapidly increasing and the treatment of which is difficult. Deimination (citrullination), one of the
posttranslational modifications, may occur due to inflammation, and Peptidyl arginine deiminase (PAD) enzymes
are responsible for this modification. In this study, LPS was applied to the BV2 microglial cell line to create
neuroinflammation and a significant increase in IL-1p, one of the cytokines, was observed. RT-PCR was
performed to determine the change in PADZ2, the proteins we targeted, CRP and Kininogen. A statistically
significant decrease in PAD2 expression level was observed. However, there was no significant change in
kininogen and CRP expression. Western blotting was performed with F95 antibody to identify deiminated proteins.
A band was detected in the region where we expected CRP, and it was seen that CRP could be one of the
deimination candidates. Despite the decrease in PAD expression level, deimination was identified in several

protein groups. This situation is mostly seen in connection with the activity of the enzyme.

Keywords: CRP, Deimination, Kininogen, Neurodegeneration, Western blot.
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi

Norodejeneratif hastaliklar giinlimiizde en ¢ok karsilasilan saglik sorunlarindan biridir.
Mikroglialarin neden oldugu néroinflamasyon, Alzheimer hastaligi (AH), Parkinson hastalig1
(PH), Amyotrofik lateral skleroz (ALS) fel¢ ve travmatik beyin hasar1 ve benzeri dahil olmak
tizere norodejeneratif bozukluklarin baslamasi ve gelismesinde kritik bir rol oynar (Vries ve
Schwaninger 2016). Norodejeneratif hastaliklarin erken evrede teshis segcenekleri azdir. Yeni
biyobelirteglerin kesfi néroinflamasyon ile meydana gelen bili¢sel bozukluk stirecini izlemek

icin hastalikta klinik miidahale yaklagimlarinin iyilestirilmesi i¢in ¢ok dnemlidir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Enflamasyonda; iltihaplanma sirasinda hiicreler tarafindan salinan maddelerdeki
degisiklikler hastaliklarin seyri hakkinda bilgi verebilir. Sitokin seviyesindeki artisin
norodejeneratif hastalik patojenezi ile ilgili oldugu tespit edilmistir (Oeckl ve ark. 2014). Ayni
zamanda patogenez silirecinde bazi protein gruplarinda posttranslasyonel degisim olan
deiminasyonun gozlendigi gortilmistiir. Bizim amacimiz; BV2 mikroglial hiicre hattina
lipopolisakkarit (LPS) uygulayarak inflamatuvar yanit olusturmak, sitokinlerden IL1-B’nin
inflamasyondan sonraki degisimini Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi
ile gosterdikten sonra, kompleman sisteminin Gyeleri olan C-reaktif protein (CRP) ve

Kininogen (KNG)’de olmasi muhtemel deiminasyonun tespitini ve dogrulanmasini yapmaktir.

1.3. Arastirmanin Onemi

Daha oOnce hicbir ¢alismada BV2 mikroglial hiicre hattinda CRP ve KNG-1
proteinlerinin deiminasyona ugrayip ugramadigi gosterilmemistir. Caligmamiz ndrodejeneratif
hastaliklarin ilerlemesini izlemek i¢in yeni biyobelirteclerin kesfini saglayip, klinik deneylerin

sliresini azaltabilir ve tedavi i¢in gereken maliyetleri ve zamani azaltmaya yardimci olabilir.

1.4. Arastirma Sorulari

BV2 mikroglial hiicreleri LPS ile indiiklenerek noroinflamasyon olusturuldugunda;
sitokinlerden interlokin-1 beta (IL1-p) iizerinde bir degisim gozlenir mi? Mikroglial hiicreler
nordinflamasyon sonucunda post-translasyonel degisiklik olan ve bir¢ok noérodejeneratif
hastalikla iliskilendirilen protein deiminasyonunun CRP ve KNG-1 proteini Gzerinde bir etkisi

var midir?






2. GENEL BILGILER

2.1. Norodejenerasyon

Norodejeneratif hastaliklar; néron ve glial hiicrelerde geri doniisii olmayan kayiplarla
ilerleyen periferik ve merkezi sinir sisteminde (MSS) gerceklesen harabiyetten kaynaklanir
(Neumann ve ark., 2009). Harabiyetin sonucu olarak MSS’de iskemi, bagisiklik aktivasyonu,
bagisiklik aracili bozukluklar ve nérodejeneratif hastaliklar 6rnek gosterilebilir (Amor ve ark.,
2010). Hastaliklarin baslangict ve ilerleme siireci epigenetik, genetik yapi ve gevresel
faktorlere bagl olarak degigsmektedir. Ayrica insanlarda ortalama yasam siiresinin uzamasiyla
dogru orantili olarak norodejeneratif hastaliklarin prevalansinda da artis goriilmektedir

(Kovacs, 2018).

Immun sistem aktivasyonu ndronal hasara neden olabildigi gibi, savunma amaci ile
MSS'deki bagisiklik tepkileri yaniti ile onarim ve rejenerasyona yardimci da olur (Neumann ve
ark., 2009). Ayn1 zamanda nekrotik hiicreleri uzaklastirmak ve norotropik viral enfeksiyonlar
sinirlamak icin de etkin olarak ¢alisan bir sistemdir. Bu nedenle, mikroglianin etkin rol oynadigi
durumlar igerisinde beyin homeostazinin koruyucusu ve nérodejenerasyonda hasarin baslaticisi

olmak gosterilebilir (Amor ve ark., 2010).

MSS'de hem adaptif hem de dogal inflamatuar yanitlarin meydana geldigi
goriilmektedir. Dogustan gelen bagisiklik sistemi, ilk savunma hatt1 olarak bilinir ve apoptotik
hiicreleri temizlemek i¢in ¢cok Onemlidir. Ek olarak dogustan gelen bagisiklik tepkileri,
mikroglia iizerinde ¢esitli kemokinleri ve sitokinleri salgilar ve bu sayede iki yap1 arasinda ortak
olarak bulunan uyarict molekiilleri uyararak adaptif bagisiklik sisteminin hiicrelerini toplama
gorevini de stlenir (Bsibsi ve ark., 2002; Schwartz ve ark., 2009). Inflamatuvar yanmit
olusturarak norodejenerasyonu hizlandiran faktorler arasinda mikroglialar ve astrositlerde
meydana gelen degisimler dikkat ¢ekmektedir (Gelders ve ark., 2018). Bu degisimler;
sitoplazmik organellerin yapisinda degisiklikler (6zellikle mitokondri ve lizozom Uzerinde
meydana gelen degisimler), hastalikta hedef olan hiicrelerde pargalanma, membranlarin
biitiinliiglinlin bozulmasi, hastaliklara 6zgii inkliizyon cisimciklerinin belirmesi (Lewy
inklizyon cisimcikleri, TDP-43 proteini, B-amiloid birikimi) gibi yapisal degisiklikler ile
seyreden farkli degisiklikler gozlemlenir (Mamura, 2000). Ek olarak; hiicrelerde yer alan néron

ve glial baglantilarda kesintiler, sinapslarda yikilma ve norofibriler yumak gibi islenememis



hiicresel atiklarin, hiicresel arasi alanda ¢ogaldig1 goriilebilmektedir. Bu degisikler zaman

icerisinde hiicre 6liimii ile sonug¢lanmaktadir (DeTure ve Dickson, 2019).

Norodejenerasyon; prevalansit hizla artan ve tedavide giicliikler yasanan bir¢ok
hastaligin ortak Ozelligidir ve insan sagligi icin tehdit olusturmaktadir. Norodejeneratif
hastaliklarin patofizyolojileri cesitlilik gosterir. Bazilar1 hafiza ve biligsel bozukluklara neden
olurken, digerleri kisinin motor yeteneklerini etkileyebilir. Norodejeneratif hastaliklarin her biri

cok farkli klinik tablolarla kendini gostermektedir (Abeliovich ve Gitler, 2016).

2.2. Norodejeneratif Hastaliklar
2.2.1. Alzheimer hastahgi (AH)
Bunamanin 6nde gelen nedenlerinden birisi AH’dir. Hastaligin klinik olarak

incelenmesinde ilk olarak biligsel ve davranis olarak bozulma goriiliir (Maiti ve ark., 2017).

Hastaligin prevalansi 84 yasin tizerindeki bireylerde yaklasik %47, 65-74 yas arasi
bireylerde ise bu oran %3’tiir. Yani, genetik yatkinligin Onemine ragmen, yasa bagh
mekanizmalar hastaligin ilerlemesinde en 6nemli risk faktorudir (Vigasova ve ark., 2021).
Buna ek olarak diyabet, hipertansiyon, serebrovaskiiler hastaliklar, hiperlipidemi, cinsiyet,
egitim diizeyinin diisiik olmasi, toksik metaller, bocek ilaglari, endiistriyel atiklar da risk

faktorleri olarak gosterilmektedir (Castellani ve ark., 2010; Maiti ve ark., 2017).

Giliniimiizde AH patogenezini agiklamak i¢in en ¢ok Amiloid Kaskadi hipotezi kullanilir
(Ju ve Tam, 2022). Hipotezde; beyin bolgelerinde, B-amiloid (A), hiperfosforile edilmis tau
proteini, katlanmamuis proteinler, ubikitinlenmis proteinler gibi ndrotoksisiteyi artiran hiicresel
yapilar belirtilir (Selkoe, 2001). Hiicre igerisinde fosforile edilmis tau proteininin yumaklar
halinde birikimi ve A peptidinin senil plakta amiloid dncii proteinden (APP) ayrilarak damar
duvarlarinda ve plaklarda birikimi hastalikla iligkilidir (Duyckaerts ve ark., 2008; Mineur ve
ark., 2005). AP 'den olusan amiloid plaklar ve tau proteini tarafindan olusan intrandronal
norofibriler yamaklar (NFT) hastaligin patolojik isaretleri olarak kabul edilmektedir (Audrain
ve ark., 2016; Y. W. Zhang ve ark., 2011). Ozetle; AH patogenezinde AP ve tau' nun iiretimi
ve birikimindeki fazlaligin birincil etki olabilecegi diisiiniilmektedir (Popugaeva ve ark., 2015).



AH iki farkli yapida goriilebilir: Sporadik AH ve ailesel AH. Ailesel AH’na genellikle
tic farkli gende meydana gelen mutasyonlar neden olmaktadir. Bunlar; APP ve presenilinleri
kodlayan genlerdeki mutasyonlar1 igerir (PS1 ve PS2). Bu tip hastalar, toplam AH hasta
oraninin %5-10’unu olusturmaktadir (Goate ve ark., 1991; Levy-Lahad ve ark., 1995). Sporadik
AH’de; Apolipoprotein E (APOE) genindeki polimorfizmin olugsmasinda 6nciil olan epsilon
dort alelinin AH olusumunda genetik bir risk faktorii olabilecegi belirtilmistir (Bu, 2009; Fu ve
ark., 2016). Norolojik arastirmalara verilen 6neme ragmen, AH patogenezinin molekiiler

mekanizmasinin detaylar1 hala tam olarak aydinlatilamamistir (Uwishema ve ark., 2022).

Gilinimiize kadar, AH iyilestirebilecek etkili bir ilag bulunamamistir (Ju ve Tam,
2022).Hastaligin karmasik mekanizmalar1 ve birden ¢ok faktor arasindaki etkilesiminin

anlasilabilmesi i¢in daha kapsamli arastirmalara ihtiyag¢ vardir.

2.2.2. Parkinson hastah@ (PH)

Ikinci en yaygm norodejeneratif hastaliktir (More ve Choi, 2015). PH'ye yol agan
mekanizmalara bakildiginda hem genetik ve hem de ¢evresel faktorlerin aralarindaki
etkilesimin 6nemli oldugu goriiliir. PH’de ilerlemis yas baslica risk faktorii olarak belirtilmistir.
Bunun haricinde cinsiyet, sigara kullanimi, metaller maruziyeti, egitim, pestisitler, toksinler,
solventler, komorbiditeler, viicut kitle indeksi (VKI), travmatik beyin hasar1, enfeksiyon, kafa

travmasi gibi birgok farkli bilesen risk faktori olarak goriilmektedir (Perifian ve ark., 2022).

PH, beyin hiicresinde 6zellikle substantia nigra'dan ¢ikan dopaminerjik noronlarin
dejenere olmasi ile karakterize edilir. Nigrostriatal dejenerasyon, motor kontroldeki diisiis ile

birlikte titreme, bradikinezi, katilik gibi durumlar ile sonuglanir (Stykel ve Ryan, 2022).

Kiimelenmis a-siniiklein, PH’nin patogenezinde 6nemli bir rol oynar. a-sSinlklein
kiimelerinin Lewy cisimciklerinde birikmesiyle birlikte, substantia nigra'da dopaminerjik
noronlarda kayiplar tespit edilir. Bu yiizden PH’da Lewy cisimciklerinin (a-sintklein, parkin
ve ubikitinlenmis protein birikimi gibi) ve distrofik noritlerin (Lewy noritleri) intrandronal

birikimi karakterizedir (Rajput, 1993).

PH’da a-sinlklein birikimine ek olarak; striatumdaki dopamin tiikkenmesi, orta beyin
dopaminerjik néronlarmin ilerleyici 6liimii ve klinik olarak belirti ve semptomlarin goriilmesi

de patolojik 6zellikler arasinda gosterilir (Alexander, 2022). Dopamin kaybi1; motor semptomlar
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olan, bradikinezi, istirahat tremoru, rijidite ve postural instabilitenin yan1 sira motor olmayan
semptomlar olarak bilinen; uyku bozukluklari, depresyon ve biligsel eksikliklerin ortaya

¢ikmasina yol agar (Rodriguez-Oroz ve ark., 2009).

Ailesel PH olgularmin yaklagik %10'u monogenik mutasyonlardan kaynaklanir.
Sporadik PH vakalar1 ise; PH goriilen kisilerin yaklasik %90'1n1 olusturur (Benitez ve ark.,
2016).

PH'nin ailesel formlarinda yapilan ¢alismalarda a-sintklein, LRRK2, DJ-1, Parkin,
PINK, UCH-L1 genleri hedeflenir. UCHL1, DJ-1, PINK1 ve LRRK2 genlerinde olan
mutasyonlar otozomal resesif ailesel PH'ye neden olur (Bonifati ve Kishore, 2007; Maraganore
ve ark., 1999; Saha ve ark., 2015; Valente ve ark., 2004).Hem ailesel hem de sporadik PH’da;
oksidatif stresin, hiicresel islevinin bozulmasina ve hiicre 6liimiine kadar giden siirece neden
olan mekanizma oldugu disiiniilmektedir (Brieger ve ark., 2012). Hastaligin tanimlama ve
tedavisindeki eksiklikleri giderebilmek icin molekiler anlamda daha ayrintili ¢alismalara

ithtiyag¢ vardir.

2.2.3. Huntington hastah@ (HH)

Psikiyatrik semptomlar ve davranigsal sorunlar ile karakterize edilen otozomal
dominant norodejeneratif bozukluklardan biridir (Kremer ve Group, 1996). Hastaligin
baslangicindan itibaren yaklasik 15 yil icerisinde, psikiyatrik bozukluk, bilissel islev bozuklugu
ve kontrol kaybi gibi yetilerde azalma goriiliir (Rook ve Southwell, 2022).

Hastalig1 etkileyen faktorler igerisinde; hiicre islev bozuklugu ve hiicre kaybina katkida
bulunan faktdrler, mitokondriyal islev bozuklugu, Huntington proteini (HTT) protein islevinde
artig, transkripsiyonel diizensizlik, eksitotoksisiteyi ve iltihaplanma gosterilir (Bakels ve ark.,
2022). HTT, hiicrenin fonksiyonlarini diizenlemek i¢in ¢alisan bir yap1 proteinidir ve yaklasik
olarak 400 proteinle etkilesime girebilir (Saudou ve Humbert, 2016). HTT geninde olusan
mutasyon ile degisken uzunlukta CAG niikleotid tekrarlarinin olugsmasina neden olur ve olusan
mutasyon ile fazla sayida uzun poliglutamin dizileri olusur. Bu ise; ndron hicrelerinde

fonksiyon bozukluguna hatta 6liime kadar gidebilir (Bates ve ark., 2015).



HH i¢in hastali§i modifiye edici tedaviler ve belirlenmis kesin bir tedavi segcenegi yoktur
(Rook ve Southwell, 2022). Beyin omurilik sivist (BOS) ve plazma biyobelirtegleri, hastaligin
erken saptanmasinda yol gosterici olarak kullanilmaktadir (Tabrizi ve ark., 2020). Glinimuzde
mutasyona ugramis HTT geninin seviyesini diisiirmek amaci ile denenmis ilaglar iizerine
caligmalar yapilmaktadir fakat hastaligin seyri iizerinde net bir fayda sagladigi kanitlanamistir
(Virlogeux ve ark., 2021). Hastaligin molekiiler agidan detayli arastirilmas1 ve HH'li bireylerin
viicut islevlerini ve yagam kalitelerini iyilestirmek icin risk faktorlerinin belirlenmesi hastaligin

siireci bakimindan faydali olabilir.

2.2.4. Motor noron hastahigi (MNH)
MNH veya ALS; motor noronlarda olusan hasar ile kaslarin gii¢siizlesmesine neden
olup, hizli ilerleyip 6liime kadar giden ndrodejeneratif hastaliklardandir. Goriilme g¢esidine

bagli olarak hem sporadik hem de ailesel olarak ayirmak miimkiindiir (Verber ve ark., 2019).

Hastaligin olusum siirecine iligskin; aksonal iletimde yer alan yanlis katlanmis proteinler
oldugu, RNA’nin anormal olarak islem gormesi, hastaligin prion benzeri yapilarla yayilim
gostermesi soylenebilir Norolojik olarak karsilasilan hastaliklarin miktarinin fazla olmasi, bu
hiicrelerin zayiflamasina yol agacak birgok faktoriin varligini akla getirmektedir. MNH
lizerinde yapilan genetik calismalara bakilarak, 6zellikle; eksitotoksisite, RNA’ nin eklenmesi
ve tasinmasi olaylari, mitokondrial fonksiyon sirasinda ve sonrasinda ayrica posttranslasyonel

degisiklikler gibi birgok faktorden etkilenerek olusabilecegi gosterilmektedir (Talbot, 2009).

Hastaligin tamisinda farkli biyobelirteglerden; viicut agirligi degisimi, solunum
fonksiyonu, miRNA tespiti, oksidatif stres belirtegleri, BOS’ta olusan protein miktarlarindaki
degisim, noroinflamasyon biyobelirtegleri gibi bir¢ok faktor kullanilmaktadir. Erken taniya

yardimci olacak ¢alismalara ihtiyag vardir (Verber ve ark., 2019).

2.2.5. Prion hastahig
Prionlar, insanlarda Creutzfeldt-Jakob hastaligi adi altinda norodejeneratif hastaliklara
neden olabilir. Prion hastalig1 olan kisilerde beyin ve sinir dokularinda dejeneratif degisiklikler

ve sonunda 6lum gozlenir (Babelhadj ve ark., 2018).



Prionlar, scrapie prion proteininden (PrPsc) olusur. Bu protein hiicresel prion
proteininin (PrPc) bir konformeri olarak bilinir. PrPsc, PrPc'nin kiimelenmesine neden olur, bu
da yanlis katlama ile PrPc'nin PrPsc'ye konformasyonel degisikligine neden olur. Patolojik
gorinum sinir dokularinda siingerimsi olusumlar seklindedir. Proteinler, MSS dokularini
enfekte eder. Daha sonra PrPc'nin konformasyonel doniismii indiiklenir bdylece MSS dokusu
icinde proteinlerin gecisi gerceklesir. PrPc'yi iceren enfekte beyin dokusunda gorinim

stingerimsi degisikliklerle karakterize edilen norotoksisite ile sonuglanir (Belay, 1999).

Prion hastalig1, sporadik, genetik veya bulasici bozukluklar olarak gortilebilir. Sporadik
Creutzfeldt-Jakob Hastaliginda vakalarin yaklasik tigte biri bas agrisi, halsizlik, vertigo, uyku
veya yeme diizeninde bozukluklar ve kilo kaybi gibi sikayetler ile hastaneye bagvurur
(Rabinovici ve ark., 2006). Ailesel Jakob-Creutzfeldt bozuklugunda motor anormalliklere ek

olarak hizli ilerleyen demans goriiliir (Kovacs ve ark., 2005).

Hastaligin tedavisi miimkiin degildir. Fakat farkli yontemlerle PrP seviyelerinin
diisiiriilmesi amaglanmaktadir. Ayrica konakg¢i bagisiklik tepkisini baslatarak farkli tedavi
secenekleri olusturulmaya calisilmaktadir (Minikel ve ark., 2020; Tsou ve ark., 2022).

2.2.6. Lewy cisimcikli demans (LCD)

PH’nin demansi ile karisabilen, zihinsel ve davranissal sorunlarla beraber hareketlerde
bozukluklarin goriildiigii ndérodejeneratif hastalik ¢esididir (I.McKeith, 2007). PH patolojisinde
yer alan a-sintikleinin Lewy cisimcikleri seklinde birikimi LCD patolojisinde de goriilmektedir
(1.G.McKeith ve ark., 2017; Fatima ve ark., 2015; Westergard ve ark., 2016). AH’den daha
erken 6lim ve daha fazla morbiditeye neden olur. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda
LCD’nin tiim demanslar arasinda goriilme sikligimnin %7,5 oldugu gosterilmistir (Jones ve

O’brien, 2014).

LCD prevalansi yasla birlikte artar, ayrica epidemiyolojik 6zellikler ve etnik koken de

hastaligin prevalansinda degisikliklerin goriilmesine neden olur (Goldman ve ark., 2020).

Hastalarin EEG’sinde yapilan 6l¢iimler ile bilicsel dalgalanma sidddetleri arasinda
baglantilar bulunmustur (Firbank ve ark., 2018). Biligsel dalgalanmalar bilgiyi isleme siirecinde
oldukc¢a yavaslama olmasina neden oldugu goriiliir (van Venrooij ve Pruijn, 2000a; VIagsma
ve ark., 2016).



Gelistirilen farkli belirtecler hastalik tan1 ve siddetine yardimci olmaktadir (D. R. Lee
ve ark., 2012). Viicut sivist ve doku temelli biyobelirteglerin gelistirilmesinde hizli ilerleme
kaydedilmistir, bireylerde olan faydalarimi gézlemlemek i¢in daha kapsamli arastirmalara
ihtiya¢ vardir (Scott ve ark., 2021). Aymi zamanda; LCD'nin karmasik genetik yapisini
arastirmak, yeni terapotik hedefleri belirlemek i¢in ¢oklu omik calismalar Onerilmektedir

(Watts ve ark., 2023).

2.2.7. Multipl skleroz (MS)
MSS’nin  otoimmiin aracili ndrodejeneratif bir hastaligidir ve inflamatuar
demiyelinizasyon ile karakterizedir (McGinley ve ark., 2021). Genetik gegmis disinda ¢evresel
faktorlerin de hastalik iizerine etkisi vardir. Ornegin; D vitamini, sigara, giines 15131, Epstein—

Barr virus (EBV), obezite bunlardan birkagidir (Ascherio, 2013).

Son 7 yilda MS’li kisi sayisina %30 oraninda artis tespit edilmistir. Artigin
Onlenebilmesinde erken teshis ve tespit edilme yontemlerindeki giivenilirligin artirilmasinin
yasam siiresinin uzamasina yardimet olabilecegi belirtilmektedir (Walton ve ark., 2020). Yeni
biyobelirteglerin ve terapotik hedeflerin gelistirilmesi igin glial hiicrelerin kullanilmasi yeni

yaklagimlardan biri olarak goriilmektedir (Schirmer ve ark., 2021).

2.2.8. Travmatik beyin hasar1 (TBH)

Beyin dokusunun fiziksel olarak yaralanmasidir. Insanlar1 etkileyen en yaygin
hastaliklar arasindadir ve beyin islevini gecici veya kalict olarak bozulmasina neden olabilir
(Parikh ve ark., 2007a). Hastaligin nedenleri arasinda arag kazalar1 ve ulasimda olusabilecek
kazalar, ozellikle yash ve kiiclik ¢cocuklarda diismeler, saldirilar ve spor faaliyetleri yer alir
(Nortje ve Menon, 2004). Beyin dokusunun hasar gérmesi sonucu beyin fonsiyonlari hizli bir

sekilde bozulabilir.

TBH, klinik ozelliklere bakilarak hafif, orta ve siddetli olarak smiflandirilmistir
(Silverberg ve ark., 2021). TBH modelleri incelendiginde her zaman mikroglial hiicrelerin
aktivasyonu goze ¢arpar. Ancak aktivasyonun ndéronal hasar1 siddetlendirip siddetlendirmedigi
veya noronal sagkalimi tesvik edip etmedigi net degildir. Ek olarak, adaptif bagisiklik
tepkilerinin de rol oynadig1 belirlenmistir (Hailer, 2008). Mikroglia; TBH na bagisiklik tepkisi
olarak transkripsiyonel ve yapisal degisikliklere ugrar (Witcher ve ark., 2018). Olusan

hasarlarin degerlendirilmesi ¢esitli goriintiileme yontemleri kullanilmaktadir, mikrogliada
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olusan hasarlarin belirlenmesinde de biyobelirtegler yol gosterici olabilir (Parikh ve ark.,
2007b).

2.3. Mikroglia
Mikroglia, bagisiklik yanitinda rol oynayan, hem MSS’de bulunan immun sistem
hiicreleri hem de nérovaskiiler birimin énemli bir bilesenidir. immiin uyaranlar ve beyin hasari
olusturan sebepler ile aktif hale gelir ve aktive olurken c¢esitli degisiklikler gecirdigi
gorilmistiir (Spindler ve Hsu, 2012). Aktivasyon sonucu ve degisiklikler ile ndroinflamasyon
olusur, noroinflamasyon ise kan-beyin bariyerinin (KBB) bozulmasinda ve birgok

norodejeneratif hastaligin ilerlemesinde 6nemlidir (Lassmann ve ark., 2012).

Mikroglianin, toplam glial hiicrelerin %10-15"ini olusturdugu goriilmiistiir. MSS'nin
dokuya yerlesik makrofajlari olarak isimlendirilir, fakat diger makrofajlardan farkli olarak; yolk

sak kesesinden koken alir ve MSS’nin biiyiik cogunlugunu doldurur (Ginhoux ve ark., 2010).

Eriskin beyninde makrofajlardan ve dendrtitik hiicrelerden farkli olarak parcalanmis
yapida ve kiiclik bir hiicre govdesine sahiptir ve homeostazis, MSS gelisimi ve sinir sistemi

hastaliklarinin birgcogunda fonksiyon gostermektedir (Nayak ve ark., 2014).

2.3.1. Mikroglianin fonksiyonlari

Mikroglia, beyin makrofajlar1 gorevini Ustlenir ve ndron aglarin bakimi, beyin gelisimi,
yaralanma sonrast onarimi diizenleyen hiicre grubu olarak gorev yapar. MSS i¢in tehlikeye
olusturabilecek protein agregalarinin, mikroplarin, 6lii hiicrelerin, yabanci partikullerin ortadan
kaldirilmasindan sorumludurlar. Ek olarak, ndroinflamasyonun 6nemli aracilar1 olarak gorev
yapma, hiicresel yanit1 indiikleme ve proinflmatuvar sitokinlerin birincil kaynagini olusturma

gibi fonksiyonlar1 vardir (Colonna ve Butovsky, 2017).

Mikrogliada; beyin gelisimi sirasinda ndrogenez ve mikrogliogenez gibi
mekanizmalarin birbirleri ile baglantili olmas1 muhtemeldir. MSS’de etkilesimlerin bozulmasi
Uzerinde ciddi bir olumsuz etkiye sahip olabilmektedir (Nayak ve ark., 2014). Homeostatik
fonksiyon diizenlenmesinde dogrudan noéronlar, kan damarlar1 ve astrositler ile iletisim kurar.
Mikroglia ¢esitli hasarlara cevap olarak aktif duruma gegerek inflamatuar fonksiyon hasarinda

ve infeksiyona hizli yanit vermesinde gorev alir. Mikroglia; dejenerasyon veya enfeksiyona

10



neden olan faktdrlerin belirmesi ile morfolojik dontigiimlere ugrar ve MSS’de olusan hasarlari

onarmak i¢in hizli bir sekilde yanit verir (Goldmann ve ark., 2013).

Norodejeneratif hastaliklar, inme, infeksiyon, beyin hasari, timorler gibi ndéropatolojik
durumlarda mikrogliada morfoloji ve fonksiyon doniisiimleri gozlemlenir. Bu hiicrelerin
caligmalarda, MSS’nin saglhiginin korunmasinda 6nemli bir rol oynadigini gostermistir

(Goldmann ve ark., 2013; Nayak ve ark., 2014).

2.3.2. Mikroglia ve norodejeneratif hastaliklar

Norodejeneratif hastaliklarda, mikroglia hiicresel morfolojisinde degisiklikler
gozlemlenir. Bu siire¢ 'reaktif mikroglioz' olarak adlandirilir. Gen ekspresyonu profillemesi,
mikroglia ontogenisinin incelenmesi, hicrelerin birbirleri ile olan baglantisinin tespiti gibi
bir¢ok arastirma mikroglianin geligimi, hastaliklar sirasinda siirecin incelenmesi ve hemostazin

saglanmasi gibi konularda bilgi edinilmesine yardimei olmustur (Colonna ve Butovsky, 2017).

Mikroglia aktif hale geldiginde baslangigtaki rolii noroprotektif olmasina ragmen,
sonraki donemlerde MSS'de kronik bir néroinflamatuar duruma doniisebilir. Mikroglia ve
ndron arasindaki iliskiden dolayi; mikroglia disfonksiyon ve hasarli néronlarin etken olmalari
nedeniyle norodejeneratif hastaliga yanit verebilir, hatta bazi durumlarda da hastalig

siddetlendirebilir.

Norodejeneratif hastaliklar herbirinde spesifik protein agregatlari ile karakterize edilir
(Nayak ve ark., 2014). AH’nda mikrogliada bol miktarda patolojik AP plaklar: tespit edilmis
ve insan beyni {izerinde yapilan -omik caligmalarinda, AH’de fonksiyonel ve transkripsiyonel
olarak bir¢ok farkli degisikligin meydana geldigi belirlenmistir. Ayn1 sekilde PH ve HH’de de
reaktif mikroglia ve hicresel farklhiliklar tespit edilmistir (B. Zhang ve ark., 2013).
Norodegeneratif hastaliklarda meydana gelen mutasyonlarin, ALS ve frontotemporal demansta
(FTD) gibi farkli hastalik gruplarinda da goriildiigli ve bu durumun mikroglia ile baglantili
oldugu vurgulanmistir (Bruijn ve ark.,, 1998). Son yillarda mikroglia biyolojisinin
anlagilmasimin hiicredeki gelisim ve mikroglianin patolojik durumlarda verdigi tepkinin

anlasilmasina yardimei1 olmustur.
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2.3.3. Mikroglia ve sitokinler

Sitokinler 8-30 kDa agirliginda bir grup kiigiik polipeptitten olusan ve farkli gorevlerde
kullanilan bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir. Genellikle diisiik konsantrasyonlarda etkinlik gosteren
sitokinler ¢esitli hiicresel aktiviteleri diizenlemek i¢in otokrin veya parakrin olarak haberlesme
yapar (Swardfager ve ark. , 2010). Sitokin seviyeleri hastalik, yaralanma, inflamasyona yanit
olarak artis gosterir ve 6zellikle patolojik durumlarda hiicre yenilenmesi, doku onariminda aktif
rol Ustlenirler. Periferik dokulardaki etkilerine gére proinflamatuar veya antiinflamatuar olarak
smiflandirilirlar (X. Y. Qin ve ark., 2016a).MSS patolojisi incelendiginde mikroglial yanitla
birlikte bagisiklik fonksiyonu baslatilir. Bu asamada sitokinler, fagositoz, antijen sunumu,
sitotoksik faktorlerin retimi de aktif olarak galisir. Proinflamatuar sitokinlerden interlokinler
(IL-1 ve IL-6), timor nekroz faktori-a (TNF-a) ve interferon-y (IFN-y) mikroglia ile yakindan
iliskilidir (X. Y. Qin ve ark. , 2016a). Proinflamatuar sitokinlerin (6zellikle 1L-1-, TNF-a ve
IFN-y) mikroglial salinimi ve bunlarin ndronal dejenerasyondaki rolleri tanimlanmaktadir

(Walter ve Neumann, n.d.; Zhou ve ark. , 2006).

2.4. Posttranslasyonel Modifikasyonlar (PTM)

PTM’lar; sentezden sonra proteinin belirli kisimlarinda degisiklige neden olan bir
surectir. Bilinen proteinlerin bircogu ¢eviri sonrast modifikasyonlara ugrar ve amino asitlerin
de birgogu bu degisiklige ugrayarak degistirilebilir (van Venrooij ve Pruijn, 2000b). PTM'lar;
protein-protein etkilesimleri, enzimatik aktivite, hiicre ve hiicre yapilarinin lokalizasyonu,
protein stabilitesi gibi protein ile ilgili bircok konuyu kontrol etmekten sorumludur (Garavelli,
2004).

Protein modifikasyonu; noroinflamasyon, bagisiklik fonksiyonu gibi bir¢ok fizyolojik
stireci her agidan kontrol eder. 450’den fazla farkli PTM tanimlanmigtir. Ayrica bir proteinin
birden fazla PTM’ye ugradig1 da gozlenmektedir (Beltrao ve ark., 2013). PTM tiirleri arasinda
fosforilasyon, metilasyon, asetilasyon, glikosilasyon, deiminasyon, ubiquitination gibi gesitleri
yer alir (Martin ve Zhang, 2005a).

En ¢ok calisilan protein modifikasyonlarindan biri fosforilasyondur. Enzim aktivitest,

proteinlerin stabilitesi, birbirleri ile olan etkilesimleri, hiicresel lokalizasyon, farkli substratlara

ve fosforilasyon bolgelerine gore belirlenir (Johnson, 2009).
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Protein metilasyonu; ¢ogunlukla proteinin arginin veya lizin kalintilarinda goriilenen
translasyon sonrasi modifikasyonlardan biridir. Arginin metilasyonu; RNA islemede, DNA
onariminda ve sinyal iletiminde bazi kanser tiirlerinde tespit edilmistir (D. Y. Lee ve ark.,
2005). Lizin metilasyonun ise; kromozom inaktivasyonu, heterokromatinin yapisal degisikligi,
protein siireglerinde susturma veya aktivasyon gibi hayati siireglerde rol oynadigi goriilmistiir
(Martin ve Zhang, 2005b).

Asetilasyon; genelllikle lizinde meydana gelir ve histon asetilasyonu ve histon olmayan
protein asetilasyonu olarak iki sekilde goriilir. Bu tip PTM’nin gen transkripsiyonu,
niikleazlarin enzim aktivitesi, protein yikimi, ¢esitli sinyal yollarinin diizenlenmesi ve hiicre

dongusu gibi birgok hticresel stireg tizerine etkilidir (Ruhlmann ve ark., 2019).

SUMOlasyon; 6karyotlarda yaygin olarak goriilen gen ekspresyonu, genomik biitiinliik,
hicre ici sinyal iletiminin dizenlenmesi gibi birgok alanda etkili olan translasyon sonrasi
protein modifikasyonu olarak calisilmaktadir. Ayrica; fosforilasyon, metilasyon, ubiquitination

gibi diger posttranslasyonel degisiklikleri ile de baglantis1 bulunmaktadir (Biggar ve Li, 2015)

Ubiqutinasyon; tersine cevrilebilir en 6nemli PTM'lerden biridir. Protein yikimu,
inflamatuar yanit, immiin yanit, hiicresel transformasyon ve diger hiicresel islevlerde ile de

iligkilidir (Goldstein ve ark., 1975).

Ozellikle néroinflamasyon gibi siireclerde rol oynayan posttranslasyonel degisiklik olan

deiminasyon son yillarda ilgi géren degisikliklerden biridir.

2.4.1 Deiminasyon

Deiminasyon; Peptidil arjinin deiminaz (PAD) enzimleri aracilig1 ile meydana gelir. Bu
enzim, otoimmun ve enflamatuar olaylarda anahtar rol oynayan proteinlerin epigenetik
diizenlenmesi ve modiilasyonu dahil ¢esitli fonksiyonlara sahip olan bir grup kalsiyum bagiml
enzimdir (Mohanan ve ark., 2012). Protein yapilarinin igerisindeki peptide bagli olarak bulunan
arginin kalintilar1 modifikasyona ugradigi zaman proteinin bir pargasi olarak kalir. Bu
kalintilarda sitriilin, peptidil sitriilin olarak goriilmiis olur (van Venrooij ve Pruijn, 2000a). PAD
tarafindan katalizlenen deiminasyon ile argininin sitriiline doniistiiriiliir. Bu degisim iyonik

etkilesimleri ve proteinlerin net pozitif yiikiinii azaltarak etki gosterir (Vossenaar ve ark., 2003).
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PAD mekanizmasi; enzimin Arg'nin guanidino grubuna saldirmasi, ortama amonyak
salinirken olusan eklenti bir su molekiiliiniin niikleofilik saldiris1 ile par¢alanmasi seklindedir.
Bu pargalanma ile Cys kalintist tretilir, keto grubuna ek olarak yeni bir amin olusumuyla
sonuglanir. Olusan reaksiyon deaminasyon olarak kabul edilir ¢linkii amino grubu baslangicta
saldirtya ugramistir. Tiim reaksiyon boyunca bir amino asitten arindirilmig bir amino asit
olusumu gorildigi igin reaksiyonun tamami deiminasyon olarak adlandirilir (Arita ve ark.,
2004).

Insanlarda tanimlanan bes PAD izotipi; tiim omurgalilarda ve g¢ogu organ, doku ve
hiicrede tespit edilmistir ayrica %59 -71 homoloji ile yiiksek oranda korunmaktadir (Senshu ve
ark., 1995). insanlarda goriilen 1p35-36'da tek bir lokusta bulunan bes gen, birbirinin izotipi
olan PAD1-4 ve PAD6 olarak adlandirilan farkli PAD’lar1 kodlamaktan sorumludur (Chavanas
ve ark., 2004).

PAD izotiplerinin agirlikli olarak bulundugu bolgeler degisiklik gostermektedir. PAD1
epidermis ve uterusta degisikliklere neden oldugu goriilmiis ve meme kanseri metastazinda ve
epitelyal-mezenkimal gegiste yeni rolleri tamimlanmustir; kas tipi PAD olan PAD2 iskelet
kaslarinda, beyinde, dalakta, salgi bezlerinde tanimlanmig ve hem PAD2 hem de PAD4
otoimmiin hastaliklar, kanser ile giiclii bir sekilde iliskilendirilmistir; folikiil tipi olarak bilinen
PAD3 kil folikiillerinde tanimlanmis ve cilt fizyolojisi ile iligskili oldugu kadar CNS
rejenerasyonu ve noronal hiicre ile de iligkili bulunmustur, PAD4 eozinofiller ve nétrofillerden
insan miyeloid 16semi hiicre dizisi, PAD6; PADG6 periferik kan 16kositleri, yumurtalik, oosit ve
erken bolinme evresinde bulunan embriyolarda yer almaktadir (Inal ve ark., 2022; VVossenaar
ve ark., 2003).

Deiminasyon sonucunda proteinlerin birincil, ikincil ve ti¢iinciil yapilarint degisebildigi
gorilmistir.  Yiiksek derecede deiminasyonun ise proteinleri denatiire edebildigi

belirtilmektedir (Tarcsa ve ark., 1996).

Protein yapisinda sitriilin, dogal bir amino asit olmadig1 i¢in bagisiklik yanitini
artirabilir. Norodejeneratif ve otoimmiin inflamatuar hastaliklarda deiminasyonun etkisinden
s0z etmek mimkiindir (van Venrooij ve Pruijn, 2000a). Deiminasyon; gen regilasyonu ve
hiicresel farklilasma olarak fizyolojik islevlerde, patolojik siireclerle ve multipl skleroz,
romatoid artrit, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, sedef hastaligi gibi bir¢ok onemli

hastalik ile iliskilendirilmistir (Chavanas ve ark., 2004).
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2.5. Kompleman Sistemi
Kompleman sistemi; alexin adi1 altinda, plazmada ve serumda bulunan molekiiller olarak
tanimlanmistir. Daha sonra Paul Ehrlich antikorlarin antimikrobiyal ektisini arttirtigi veya

tamamladigi i¢in gliniimiizde de gegerli olan kompleman ismi adinm1 almistir (Paul, 2012).

Kompleman sistemi dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik tepkileri arasinda bir gegis
bolgesi kabul edilir. Baslarda konakta bulunan enfekte bakterilerileri yok etmeyi amaclayan
litik bir kaskad olarak diisiiniilmiistiir. Dogustan gelen bagisiklikta ¢oziiniir proteinler ve
reseptorler ve diizenleyicilerden olusan bir basamaktir. Bu sistem hiicre yiizeyinde, plazmada,
dokularda ve hiicre i¢inde calisir. 40'tan fazla proteinden olustugu bilinmektedir. Sistem

proteinleri karaciger tarafindan tiretilir (Merle ve ark., 2015).

Gilinlimiizde ise kompleman sisteminin, inflamasyonda ve patojenlere kars1 savunmada
homeostazda rol oynayan immiin slirveyans sistemi oldugu kabul gérmiis goriisler arasindadir
ve sistemin akut ve kronik olabilen patolojik durumlara da dahil oldugunu géstermistir (Orsini
ve ark., 2014). Sistemin tepkisel yanitinin olugmasinda; astrositler, mikroglia ve néronlar
tarafindan gergeklestirilir. Mikroglialarin, noronlarin, astrositlerin, ve oligodendrosit gibi
yapilarin da kompleman proteinleri i¢in ¢esitli faktorleri, reseptorleri ve diizenleyicileri
sentezleyebildigini goriilmektedir (Veerhuis ve ark., 2011). Ornegin; mikroglia, ndronlar ve
astrositler kompleman sisteminden tiyeler beyinin farkli hiicreleri tarafindan 6zellesmis olarak
uretilebilir. Normal kosullarda, kompleman sistemi homeostaz ve beyin gelisimi sirasinda
aktiftir. Fakat beyin hiicrelerinde hiicresel hasar ve olusan bu hasarin devaminda kompleman
sistem elemanlarinda belirgin artislar goriilebilir ve olusan bu tepkinin doku hasarina katkida

bulunabildigi gosterilmistir (Woodruff ve ark., 2010).

Norodejeneratif hastaliklarda kompleman sisteminin prensibi; hiicresel bagisiklik
yanitlar ve MSS’de yer alan spesifik antijenlere kars1 T-hiicre miktarinda artis gézlenmesi veya
MSS'ye ek olarak ¢evre yapilarda da CD4 + ve CD8 + hiicre sayisinda degisiklikler goriilmesi
ile kanitlanmigtir (Huizinga ve ark., 2009). MSS’de; antijen sunan hiicrelere 6rnek olarak
astrositler, mikroglia ve endotelyal hucreler verilebilir. kemokinler, kompleman faktorleri,
cesitli sitokinlerin salgilanmasi bu hiicre gruplarimin immiin aktivasyonunu tetikleyebilir

(Ankeny ve Popovich, 2009).
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Cesitli dokulardaki kompleman sistem elemanlarinin sentezi ve kontrolsiiz kompleman
aktivasyonu; hastaliklarin kronik evrelerinin gostergesi olarak ortaya ¢ikan KBB’nde hasarlari,
lokal inflamasyona ve néron kaybina neden oldugu kanitlandigi i¢in 6nemlidir (Gasque ve ark.,
2000). Sistemin g¢alisma mekanizmasinin bilinmeyen yonlerinin anlasilmasi norodejeneratif
bozukluk belirmeye basladigt zaman kiimelenmis proteinlerin erken evrede ortadan

kaldirilmasi igin yararli olabilir (Bonifati ve Kishore, 2007).

2.5.1. C-reaktif protein (CRP)

Pentraxinler, kompleman sistemle birlikte gelisen ve omurgasiz canlilardan memelilere
kadar filogeni boyunca korunan molekulleridir (Martinez de la Torre ve ark., 2010). CRP;
pentraxinlerden biridir ve yaklasik 206 amino asit iceren iki anti paralel yap1 seklinde katlanmas,

kiresel protomerlerdir (Gill ve ark., 2004).

Daha ¢ok karaciger hiicreleri tarafindan, az oranda da makrofajlar ve vaskiiler diiz kas
hiicreleri gibi farkli hiicreler tarafindan da tretilen, inflamatuar ve enfeksiyoz sireclerde
proinflamatuar sitokinlere yanit olarak ortaya c¢ikan akut faz proteini olarak gorev yaparlar

(Luan ve Yao, 2018; Salazar ve ark., 2014).

CRP; yapisal olarak farkli formlarda bulunabilir. Bunlar; dogal pentamerik CRP (pCRP)
ve monomerik CRP (mCRP) farkli reseptor ve lipid yapilarina baglanabilirler ayrica birbirinden
farkli fonksiyonel 6zellikler gdsterebilirler. Konformasyonel degisiklik ile fosfokolin lipid bas
gruplar1 agikta kalir ve bunlar araciligiyla pCRP'nin hasarli hiicre zarlarina baglanmasi saglanir
(Zeller ve ark., 2023). pCRP, neoepitop olusumuna yol acan konformasyonel degisikliklere
(mCRP’ye doniismek gibi) ugrayarak yarali dokuya yerlesir ve bdylece aktive olmus olur.
Neoepitop olusumunda rol oynayan CRP kiimelenmeleri, iltithaplanma ile baglantili
bulunmustur. Bu CRP formlarini saptamak i¢in proteine 6zgii antikorlar kullanilir, fakat pCRP

ve mCRP arasinda ayrim yapamaz (Mihlan ve ark., 2011).

CRP’nin de igerisinde bulundugu bagisiklik sisteminin  aktivasyonunun
noroinflamasyonda kan-beyin bariyerinin bozulmasi gibi ¢esitli siireclerde aktive oldugu
goriilmistiir (Gill ve ark., 2004). Ayrica yaralanma gibi olaylarda hepatik sentezde artis olur ve
miyokard enfarktiisii ve iskemik beyin hasar1 gibi mevcut doku hasar1 kompleman aracili olarak
siddetlendirilebilir (Luan ve Yao, 2018). Buna bagli olarak noérodegeneratif hastaliklarda

mikrogliada CRP’nin kiimelenmesi, kompleman aktivasyonu gibi siireglerin, protein yapi
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degisikliklerinin ve molekiiller arasindaki baglantinin daha detayl arastirilmasi gerekmektedir

(Braig ve ark., 2017).

2.5.2. Kallikreinler

Kallikreinler, substratlarina yiiksek oranda afinite gosteren enzimlerdir ve insanlarda
bulunan serin proteaz enzim grubunun %32’sini olusturmaktadir. Proteinleri serin
rezidilerinden kestikleri icin serin proteaz enzim grubuna dahil edilirler. Diizenlenmeleri ise

steroid hormonlar ile olmaktadir (Stavropoulou ve ark., 2005).

Kallikreine ait olan Gyeler tikrik bezleri, hipofiz bezi, pankreas, prostat gibi vicutta
birgok dokuda ifade edilmekte olup; 15 farkli tiyeden olusmaktadir (Duffy 1996; Scarisbrick ve
ark., 2008a). Aile iiyelerinin ortak yapisal 6zellikleri olmasina ragmen dokulardaki ifade
diizeyleri farklilik gostermektedir. Ayni1 gen bdlgelerinde yer alan kallikreinlerin beraber
fonksiyon gosterdigi durumlar; hiicre biiyliimesi ve farklilasmasi, koagiilasyon, inflamasyon,

fibrinozis, sindirim ve apoptoz olarak bilinmektedir (Pignataro ve ark., 2005).

Kallikrein-kinin sistemi (KKS), prekallikrein ve kininojen arasindaki karmasik bir
etkilesimden olusur. KNG’ler, insanlarda KNG1 geni tarafindan kodlanir. Karacigerde
sentezlenen glikoprotein yapisinda bilesiklerdir. Cogunlukla kan dolasimida tespit edildigi
ancak diger viicut sivilarinda, bobrekler gibi organlarda ve nétrofiller gibi hiicrelerde de

goriilebilen ¢ok islevli yapilardir (Markaki ve ark., 2020a).

Kallikreinlerin biyolojik roll

Kallikrein ailesinin 15 Gyesinin 3 tanesinin spesifik biyolojik fonksiyonlar gosterdigi
belirtilmistir. insanlarda tespit edilen kallikreinler ilk olarak kallikrein 11’in (tripsin benzeri
serin proteaz olarak da bilinir) beyinden elde edilen doku cDNA’sindan f{iretildigi
bilinmektedir. Bu ilk kesiften sonra diger liyelerin de bulunmasi i¢in ¢caligmalar yogunlagmistir

(Yoshida ve ark., 1998).

Kallikrein 1, diisiik molekiil agirligi olan kininogenden lisilbradikinin salinimini
gerceklestirir. Gen diizeyinde eksprese edilmesinde farkliliklar oldugu igin, hiicre tiplerine gore
farkl1 gorevleri oldugu gézlenmektedir. Ornegin; pankreas, hipofiz bezi ve diger dokularda,
enzim aktivitesine ek olarak growth faktor ile peptid hormonlan ile etkilesimde oldugu

gorulmektedir (Scarisbrick ve ark., 2008b).
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Kallikrein 2 proteininin fizyolojik rolu incelenirken substrata yonelik spesifisite 6lgimi
yapilmis, Kallikrein 1 ve 2 arasindaki onemli fakliliklar bulunmustur. Iki proteinin farkli
substratlara sahip oldugu ayrica insan kallikrein 2’nin kallikrein 1’e gore kininogenaz aktivitesi
bakimindan daha diisiik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Charlesworth ve ark., 1999).
Kallikreinlerin enzimatik aktivasyonunun, dokulardaki bazi1 fonksiyonlar1 sonlandirma
bazilarin1 ise baglatma etkisi yaptigi belirtilmistir. Farkli etkilerin goriilmesinin growth
faktorler, hormonlar ve sitokinlerle beraber yuritilmektedir. Farkli kallikreinlerin ayn1 doku
tizerinde artarda ekspresyonunun gozlenmesi, kaskad ile etkilesim oldugunu ve bu
etkilesimlerin koagiilasyon, apoptoz, enzim yikimi, fibrinoliziz gibi hiicresel olaylarda beraber

rol aldiklarin1 gostermektedir (Chambers ve Matrisian, 1997).

KNG’den iki farkli protein iiretilir bunlar; Diisiik molekiiler agirlikli kininojen (LK) ve
yiiksek molekiiler agirlikli kininojen (HK)’dir. Plazmada bulunan kininojenlerin ¢ogunu LK
(~1,3 umol/L) olustururken, HK daha diisiik bir konsantrasyonda (~0,67 umol/L) oldugu bilinir
(Yen ve ark., 2016a).

Plazma baglantili kinin sisteminin en 6nemli parcalarindan biri olan HK’nin temel
gorevi kallikrein-kinin sisteminin diizenlenmesi, kanin pihtilagsmasidir ayni zamanda
proteinlere, yabanci yiizeylere ve patojenlere karsi uyarilan inflamatuar yanittan sorumlu
sistemin kofaktorii olarak da goérev yapmaktadir. Serin proteazlardan olusan FXII, kinin
baglantili sistemi aktive eder, bunu takiben plazma kallikrein tarafindan KNG pargalanir ve
ardindan proinflamatuar peptit hormonu olan bradikinin saliimi tetiklenir (Maas ve ark.,
2011). Bradikinin, proinflamatuar ve vazoaktif bir nonapeptittir ve miktari artisina bagh olarak
prostaglandin ve nitrik oksitin liretimini artirma, hipotansiyon, vaskiiler ge¢irgenligin artmasi,
diiz kas kasilmasi ve ates gibi birgok fizyolojik etkisi bulunmaktadir (Colman ve ark., 1989).
HK bolunmesinin miyokard enfarktist, iskemik inme gibi tromboenflamatuvar hastaliklarda,
otoimmiin hastaliklarda ve hiperlipidemi, sistemik lupus eritematozus, kanserler ve sepsis gibi
hastaliklarda meydana geldigi goriilmiistiir (Lalmanach ve ark., 2010). LK da, HK'ye benzer
sekilde trombosit agregasyonunu inhibe etmekten sorumludur. HK ve LK parcalanmast;
bakteriyel proteazlar da dahil olmak tzere nétrofil tirevli proteazlar ve doku kallikreininin
ayrica bradikinin ile ilgili kininleri serbest birakir (Kahn ve ark., 2009; Mandle ve ark., 1976).
Serbest kalan kininlerin alveolar makrofajlari uyardigi, nétrofilleri topladigi ve bu etkiler ile de

patojenlere kars1 konak tepkisini giiclendirdigi goriilmiistiir (Paegelow ve ark., 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanmn Tiiri

Calisma deneysel (in vitro) bir ¢caligmadir.

3.2. Etik Kurul Onay1
E-12866609-300-35056 numarali 07.04.2021 tarih ve 09/05 sayili karar ile kabul

edilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni Ve Orneklemi

BV2 mikroglia hiicre hattinda LPS uygulanan ve LPS uygulanmayan (kontrol) olmak
uzere iki grup olusturuldu. Sitokin degisimi, PAD, CRP ve KNG-1 gen ekspresyon degisimleri
PCR ile belirlendi, F95 antikoru ile deiminasyon olup olmadig1 gruplar arasinda karsilastirma

yapilarak degerlendirildi.

3.4. Veri Toplama Araclar1 ve Teknikleri
Arastirmada BV2 fare mikroglial hiicre hatti kullanildi. BV2 mikroglial hiicre hatti Dog.
Dr. Fatma Nihan CANKARA araciligi ile Izmir Genome Enstitisunde Prof. Dr. Hatice Giines

Ozhan Baykan hocamizdan saglanmistir.

Hiicre hatti norobilim arastirmalarina uygun olmasi nedeniyle tercih edilmistir,

Ozellikleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. BV2 Microglia hiicre hattinin 6zellikleri

Hiicre hatti BV2 Microglia

Organizma Mus Musculus

Doku Beyin

Hucre tipi Microglia

Kiiltiir 6zelligi Aderent halinde agregatlar olusturarak
Subkiiltiir orant 1:2-1:4
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3.4.1. Hucre kaltura

Hiicre kiiltiirii asamalarinda kullanilan kimyasallar Life Technologies/Gibco ‘dan temin
edilmistir. BV2 Microglia hiicreleri Eagle'in %10 FCS ile desteklenmis temel kiiltiir ortaminda,
%5 CO0z'ye dengelenmis nemli atmosferde 37°C'de biiyiitildii.

Hucre dondurma ve ¢dzdiirme prosedurd
BV2 hiicreleri, kontaminasyondan kaynaklanan kayiplar1 6nlemek, genetik degisimi en
aza indirmek ve hiicre stogu elde etmek i¢in dondurularak saklandi. Hiicre dondurma islemi
icin su adimlar izlendji;
e Hiicreler oncelikle kontaminasyon agisindan kontrol edildi.
e Hucreleri dondurmak igin %10 DMSO (dimetilsulfoksit) iceren complete medya ile
dondurma ortami hazirlandi.
e Hiicreler tripsinize edilerek flask tabanindan ayrilmasi saglandi. 1200 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek siipernatant atildi.
e Hiicre yogunluguna gore, pellet uygun miktarda dondurma ortami ile yeniden slispanse
edildi ve 2 mI’lik kryo tiiplere boliistiiriildii.
e Tupler 6nce -20 °C’de 2 saat bekletildikten sonra -80 °C veya sivi azot tanklarina
alinarak muhafaza edildi.
Hiicre ¢6zme islemi icin ise su adimlar izlendi;
e Sivi azot ya da -80 °C dondurucudan ¢ikarilan hiicreler 37 °C su banyosunda hizlica
cozduraldu.
e Hiicreler complete medya ile karistirilarak 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

e Siipernatant atild1 ve pellet besiyeri ile yeniden siispanse edilerek T25 flask’a ekildi.

Dondurulmus hiicreler 6ncelikle 37 °C’lik su banyosunda hizla eritildi. On dért ml’lik
falkon tlpe 10 ml medyum ilave edildikten sonra Uzerine, hicre solisyonu damla damla
eklenerek 200 x g de 5 dakika santrifiij yapilarak ¢oktiirtildii. Siipernatan kismi uzaklastirildi.
Hiicre pelleti steril 1x Phosphate Buffered Saline (PBS; Gibco®-Invitrogen, ABD) ile bir kez
yikandi ve tekrar ayni santrifiij kosullarinda ¢oktiiriildii. BV2 hiicreleri %10 fetal bovine serum
(FBS; Gibco®-Invitrogen, ABD), %1 L-glutamine ve %21 antibiyotikli (Penicillin-
Streptomycin 1:1; Gibco®-Invitrogen, ABD) DMEM (Gibco®-Invitrogen, ABD) kulttr
vasatinda, T25 kiiltiir flaskinda 37 °C’de %5 CO2’li etiivde yeterli doluluk oranina ulasincaya

kadar inkiibasyona birakilarak kiiltiire edildi.
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Yeterli doluluk oranina ulasan hiicreler yeni kiiltiir flasklarina aktarildi. Hiicreler flaskin
%80’ini kapladiktan sonra hiicre siispansiyonu 14 ml’lik tiiplere aktarildi ve ardindan 200 x
g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan kismi uzaklastirildi. Hiicre pelleti 1 ml kiiltiir
medyumu icinde ¢ozdiiriildii ve hemositometri laminda (Thermo, ABD) hiicre yogunlugu
sayisal olarak incelendi. Dondurulmadan 6nce mikroskopta hiicre goriintiisii Sekil 3.1. *da
verilmistir. Calismaya devam edilmeyen hcreler ise 1 ml dondurma medyumu (%5 DMSO
(Applichem, Almanya), %95 komplet medyum] igeren kriyo tiiplere alinarak -80 °C derin

dondurucuda stoklandi.

Sekil 3.1. Dondurulmadan 6nce hticrelerin mikroskobik gérintimu

LPS uygulama
Bir hiicre grubuna 24 saat boyunca LPS (1 pg/ml) (Lee ve ark., 2012)uygulandi, bir grup

kontrol grubu olarak tutuldu.

Hiicre canlilig1 deneyi

Hiicre canliligi, MTT (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromr) deneyi
ile degerlendirildi (S. M. Lee ve ark, 2012). MTT g¢alismasinda, ¢6ziinmiis MTT'nin
mitokondriyal dehidrojenazin formazan kristallerine doniistiirme 6zelliginden faydalanilarak
hiicre canlilig1 degerlendirilir. BV2 hiicreleri 96’11k plakalarin herbirine 2 x 10* olacak sekilde
yerlestirildi. Uzerine 0.5 mg/ml konsantrasyonda MTT ilave edildi ve 37°C'de 1 saat inkiibe
edildi. Plakalara DMSO eklendikten sonra 10 dakika ¢alkalandi. Mikroplak okuyucu (Bio-rad,
xMark) kullanilarak 570 nm'de absorbans Sl¢iimii yapildi. Hiicre canliligi ortalama olarak

belirlendi.
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3.4.2. ELISA testi
Shangai Coon Koon Biotect firmasinin ¢ift antikorlu sandvi¢ teknolojisi ilkesine
dayanan Mouse Interleukin 1 Beta ELISA kiti kullanilmistir. Hiicre kiiltiiriinden elde edilen

eluatlar kantitatif olarak tespit edildi.

Test prosediiriine gore; hiicre kiiltiliri siipernatani steril tiiplerle toplandi. 2000-3000
RPM’de yaklasik 20 dakika santrifiijlendi ve siipernatan dikkatlice toplandi. Sirasi ile asagidaki
islemler gerceklestirildi.

-Oda 1s1s1na getirilen standartlar ve 6rnekler totalde 50 pl olacak sekilde kuyucuklara aktarildi.
- Her kuyucuga 100ul HRP-konjugat reaktifi eklendi, ardindan sizdirmaz plak membrani ile
ortiildii, hafifce calkalandi1 ve 37 °C 60 dakika inkiibasyona birakildi.

-Yikama soliisyonu ile 5 kez yikama yapildi.

- Daha sonra her bir kuyucuga 50ul kromojen soliisyon A, 50ul kromojen soliisyon B eklendi.
Renk gelisimi icin 1siktan uzakta 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi.

- Reaksiyonu durdurmak i¢in her bir kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklendi.

- Her kuyucugun absorbansini (OD) tek tek 450nm dalga boyunda 6l¢iildii.

- Grafik kagidi ile standart egriyi olusturuldu. Sekil 1.2. ‘da verilmistir.

12
y = 0,0015x + 0,0237
1 R*= 10,9887
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w
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Sekil 3.2. ELISA testi standart egri
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3.4.3. RNA izolasyonu

Hiicre-Trizol siispansiyonu 1,5 ml’lik tiipe aktarildi ve pipetaj yapildi. Uzerine 200 pl
kloroform eklendi ve vortekslendi. 15 dk buzda inkiibe edildi. Daha sonra karisim +4 °C’de
12000xg’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi ve olusan karigimin iist kisimi alindi. Karisim
1,5 ml’lik bir diger tiipe aktarildi ve ftzerine 500 pl isopropanol eklendi. Karigim
vortexlendikten sonra 10 dakika buz iizerinde bekletildi. Siirenin sonunda, +4 °C’de 12000xg
devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 slipernatant uzaklastirildi ve pellete %70’lik
etanolden 1 ml eklendi ve +4 °C’de 7500 xg devirde 10 dakika boyunca tekrar santrifiij edildi.
Siirenin sonunda siipernatant tamamen alind1 ayn1 zamanda RNA pelleti kurumaya birakildi.
Etanol uzaklastirildiktan sonra RNA pelleti 50 pl Dietil pirokarbonat’li distile su (DEPC-
dH20)‘da ¢ozdiirildii.

RNA miktar: ve kalitesinin belirlenmesi

Her bir 6rnek i¢in U.V. Spektrofotometre ile 260 ve 280 nm’de (ACT Gene, ABD) RNA
miktar1 ve kalitesi dl¢iildii. Miktar tayini yapilan RNA 6rneklerinin kalitesinin belirlenmesi
amaciyla 1 pg/5pl RNA iizerine 6x yiikleme boyasindan 2 pl eklenerek %1°lik agaroz jelde
elektroforez sonrasi ethidium bromide (EtBr) ile boyanarak U.V. transliiminator goriintiileme
sisteminde (Bio-Rad, ABD) gozlemlendi. Jelde 28S ve 18S rRNA (ribozomal ribonukleik asit)
molekiiler agirliga sahip RNA bantlar1 gozlendi (Sekil 3.3.).

gDNA

28S rRNA

18S rRNA

5SS rRNA

Seki 3.3. RNA miktar1 ve kalitesini belirlemek i¢in RNA bant gértiiniimii
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3.4.5. Genomik DNA’nin uzaklastirilmasi

DEPC-ddH20 kullanilarak, elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 2 pg/10ul olacak
sekilde esitlendi. Olast genomik DNA (gDNA) kontaminasyonlarinin ortadan kaldirilmasi
amaciyla 1 pg/20 pl total RNA iizerine 1 ul DNAse-I reaksiyon karisimi ve 1 ul DNAse-I
enzimi konularak +37°C’de 15 dakika bekletildi. Enzimatik reaksiyon durdurulmasi i¢in 2 pl
50mM EDTA ilavesi ile 10 dakika +65°C’de inkiibe edildi (EURx, DNase |, RNase-Free,
Polonya protokolii uygulandi).

3.4.6. cDNA eldesi

cDNA firetimi i¢in, iki basamakli RT-PCR kiti (Vivantis, Malezya/Pr No: PL8881)
kullanarak 2 pg/10 pl total RNA’dan tek zincir kullanarak gerceklestirildi. Bir tiip igerisine oda
1s1sinda 2 ng RNA, 40 uM’den 1 pl oligo (dT) 18 primer, 50 ng/ul random hekzamerden 1 pl,
10 mM’lik ANTP karistmindan 1 pl ve 10 pl’ye tamamlayacak sekilde niikleaz icermeyen su
eklendi. Denatiirasyon i¢in Thermal Cycler cihazinda (Bio-Rad-T100, ABD) 10 dakika 65
°C’de inkiibe edildi. Siirenin sonunda karisima sira ile 2 pl 10x buffer M-MulV’den, 0,5ul 100
tinite Reverse Transkriptaz enziminden eklendi ve karisim toplam hacim 20 pl olacak sekilde
niikleaz icermeyen suyla tamamlandi ve tiip yavase¢a karistirildi. cDNA sentezi i¢in karisim 60
dakika 42 °C inkiibe edildi, ardindan random hekzamer kullanildig1 igin 10 dakika 25 °C
inkiibasyon yapildi. Siire sonunda karisim, enzim inaktivasyonu icin 85 °C 5 dakika inkiibe
edildi. Elde edilen cDNA, 1:6 ve 1:9 oraninda sulandirilarak kullanilincaya kadar -20 °C’de

muhafaza edildi.

3.4.7. Primerlerin segimi

KNG1, CRP, PAD2 ve GAPDH genleri icin ticari primerler Roche RT Ready Assay
(Roche-Almanya / Katalog No: 06720455001)’den temin edildi. Primerlerin ve amplikon
uzunluklariin 6zgiilliigli. %2 agaroz jel elektroforezi kullanilarak fragmentlerin ¢ogaltilmasi;
primerlerin amplifikasyon triinlerinin beklenen boyutta oldugunu ve primer dimerlerinin

olmadigimni gdstermistir.
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Primerlerin sulandirilmasi
Liyofilize primerler 3 dakika 3000 g hizinda santrifiij edildi ve niikleaz icermeyen su
icerisinde 10 pMol/ul konsantrasyon olacak sekilde ¢ozdiiriildii. Her bir genin forward ve

reverz primerinden alt stoklar hazirlanarak -20 °C’de muhafaza edildi.

3.4.8. Referans gen se¢imi

Sinyal yolagiyla ilgili literatiirde gecen ve siklikla kullanilan referans genlerden olan
Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) segilmistir. Bu, bir dizi gen arasindan farkli
biyolojik sartlar altinda en minimum degiskenlik gosteren; nispeten en stabil olan referans gen

olarak sec¢ilmistir.

3.4.9. Primer diliisyonlar1 ile primer etkinliginin belirlenmesi

cDNA havuzu 5’er pl 6rneklerin cDNA’larindan alarak olusturuldu. Daha sonra elde
edilen bu cDNA 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 oranlarinda sulandirildi. Her primer i¢in RT-PCR
(ROCHE, Modeli: Light Cycle 480 II, Almanya) yapildi. Diliisyonlarin Dongii-Logaritmik
konsantrasyon grafigi gizilerek gozlenen noktalardan lineer bir dogru olusturmaya en ¢ok
yaklastig1 bolgedeki beserli noktalardan grup olusturuldu Egimin kabul edilen degeri -3,0 ve -
3,6 arasinda ve R2>0,990 olmalidir.

25
24
Y= -3.3219x + 44.932
RZ=1
23
22
21
5.9 6.1 6.3 6.5 6.7 6.9 7.1 7.3

Sekil 3.4. Primer etkinligi grafigi ve denklemi

Grafikteki noktalara esit uzaklikta bulunan dogru denklemlerinden egimleri bulundu ve

10-(1/Egim) formiilii ile primer etkinligi degerleri hesapland1 (Sekil 3.4.).
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3.4.10. Real time kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

Gen ifadesi farkliliklarinin belirlenmesi amaciyla segilen genlerin primerleri, cDNA’lar
kullanarak RT-PCR’da ¢ogaltildi. Interkalasyon ajan olarak ¢ift iplik¢ikli DNA’ya
baglanabilen ve Roche ProbeMaster (Katalog No: 04707494001 / Roche-Almanya) kullanildi.
Roche RT Ready Assay primer lul, ProbeMaster Mix (Roche, Almanya)’den 10ul,
sulandirilmis cDNA’dan 5 pl eklendi ve toplam hacim 15ul olacak sekilde steril duble distile
su (ddH20) ile tamamlandi. Yar1 hacimde (7,5ul) hazirlanan reaksiyon da basaril1 bir sekilde
calismistir; bu sebeple analizlerin bir kismi yar1 hacimde yapilmistir. Reaksiyon steril 8’li RT-
PCR stripleri (Axygen, ABD / Katalog No: PCR-2CP-RT-C) i¢inde gerceklestirildi.
Reaksiyonun 1s1 profili +95 °C’de 10 saniye, 45 dongii (95 °C’de 15 saniye, 58 °C’de 30 saniye)
olacak sekilde ayarlandi. Optik Slglimler, her siklusun 58 °C’deki baglanma 1sisinin hemen
bitiminde, uzama safhasinda cihaz tarafindan otomatik olarak yapildi. Daha sonra 63 °C‘den
95 °C’ye kadar saniyede 0,1 °C olacak sekilde kademeli olarak 1sitildi ve analizi
gerceklestirildi. RT-PCR’de optik analiz sonucu elde edilen veriler Cq olarak kaydedildi (Sekil
3.5.). Negatif kontrol olarak non template control (NTC) olarak cDNA yerine ayn1 miktarda
ddH20 igeren karisim kullanildi. Elde edilen veriler uygun housekeeping gen se¢imine bagl

sekilde, normalizasyonlar1 yapilarak 2-AACt metodu kullanilarak analiz edildi.

Amplification Curves
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Sekil 3.5. RT-PCR’de optik analiz sonucu
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3.4.11 Western blot analizi
Protein izolasyonu

Western blot ¢alismasi i¢in kullanilacak proteinler, BV2 hiicrelerinden lizis tamponu
ticari kit (Fermentas, ProteoJETTM Mammalian Cell Lysis Reagent, #K0301, ABD)
kullanilarak izole edildi. Protein izolasyonlar1 yapilacak olan BV2 hiicre 6rnekleri 2 ml soguk
PBS soliisyonu eklenerek yikandi. Daha sonra, hiicreler mekanik olarak lizis ¢ozeltisi ile
birlikte. 4000 x g’de 15 dakika +4°C santrifiij islemleri gergeklestirilip slipernatant yeni bir
eppendorf igine aktarildi. Daha sonra tekrar 4000 x g’de 15 dakika +4°C santrifiij islemleri
gergeklestirilip, siipernatant ayr1 bir tiipe aktarilarak -80°C’de muhafaza edildi.

Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE analizlerinde kullanilacak olan jeller 10x10 cm’lik cam kaliplari
kullanilarak hazirlanmistir. Separating (ayirma) ve stacking (yiikleme) olmak tizere iki ayri jel
karisimi hazirlandi. Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore yiizdeleri ayarlanan ayirma jeli

icin protokoller asagidaki gibidir.

SDS-PAGE Elektroforezi Yiikleme tamponu olan 2x lammeli tamponu hazirlandi ve
her bir ornek ile birklikte esit hacimde kullanildi. Karisim vortekslendi ve -20°C'de muhafaza
edildi. Her gruptan izole edilen proteinler sepektrofometre (Eppendorf BioPhotometer
Spectrophotometer, Almanya) cihazinda konsantrasyonlar1 oOlgiildii. Daha sonra BSA
dilisyonlar1 kullanilarak hazirlanan standarda gore oOrneklerin konsantrasyon miktarlar
esitlendi. Her protein 6rnegine esit miktarda laemmli buffer eklendi ve vorteks yapildiktan

sonra 5 dakika 65°C'de inkibe edildi.

BV2 6rneginden 30 pg total protein % 4-12 gradiyant SDS-PAGE mini jeline yiklendi
ve 80 V’de 30 dakika ve 120 V’ de 2 saat yiirttiildii.

SDS-PAGE jel boyamast

SDS-PAGE cam kaliplarindan ¢ikarilarak dH20 i¢inde 10 dk siire ile yikand1 ve 1x
Coomassie Brilliant Blue (%50 metanol, %10 glasial asetik asit, % 0.1 Coomassie Brilliant
Blue R-250) sollisyonunda 2 saat boyunca boyanmaya birakildi. Jel dH20' da 10 dakika yikandi
ve ardindan yikama soliisyonunda (metanol-glasiyal asetik asit-dH20 4:1:5) boya

uzaklagincaya kadar yikama yapildi.
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Protein transferi ve bloklama

Cam kaliplar arasindan ¢ikarilan jel Trans-BlotR TurboTM Transfer sistemi (BioRad
Laboratories, Inc., #170-4155, ABD) kullanilarak 1,0 A elektrik akimi, 25 volt’da 30 dk
stiresince transfer tamponunda (3,03 g Tris, 14,4 g Glycin, 4 ml %10’luk SDS 1 litre i¢inde)
PVDF membrana (BioRad, Immun-Blot®, #1620177, ABD) protein transferi gerceklestirildi
(Sekil 2.9.). PVDF membran1 1x TBS-T (10xTBS: 30 g Tris, 88 gr NaCl, 49 1 ml Tween-20,
950 ml dH20, PH 7,6) soliisyonunda 3 kez 10’er dakika yikandiktan sonra %5'lik yagsiz siit
(BioRad, Non Fat Dry Milk, ABD) soliisyonunda (5 gr yagsiz siit tozu, 50 ml TBS-T) sollisyonu
icinde 55 rpm ajitasyonda yaklasik 2 saat boyunca bloklanda.

Protein immunoblotlama

Birincil antikorlar Anti-KNG1 [Affinity, DF: 6544], Anti-CRP [Affinity, DF: 6027],
F95 [Merc-MABN328] ve housekeeping antikoru (B-Actin, [Santacruz, 1615] son
konsantrasyonu 1:1000 (1 ug/ml) ve ikincil antikorlar donkey anti-mouse 1gG (Abcam-6802)
1:10000 (0,1 ug/ml) oraninda bloklama soliisyonunda sulandirildi. PVDF membrani 1x TBS-T
ile 3 kez 10'ar dakika yikandi ve 1 ug/ml birincil antikor soliisyonunda 50 rpm ajitasyonda gece
boyunca +4°C'de inkiibasyona birakildi. Diger giin birincil antikor soliisyonu uzaklastirilarak
membran 3 kez 10’ar dakika TBS-T ile yikandi. 0,1 ug/ml konsantrasyonlu ikincil antikor

soliisyonu i¢inde 2 saat boyunca 50 rpm ajitasyonda ve oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.

Immiinodeteksiyon

Hedef proteinin saptanmasi i¢in BioRad Clarity Western Blot Substrat kemiliiminesans
(Peroksidaz, Luminol ensahnsir #170-5060, ABD) soliisyonu kullanildi. Ikincil antikor
soliisyonu uzaklastirildiktan sonra 3 kez 10’ar dakika 1x TBS-T soliisyonu i¢inde yikand1 ve
ardindan substrat soliisyonu (1.8 ml : 1.8 ml) ile ajitasyonda oda 1sisinda 5 dakika boyunca

muamele edilerek tarama (Licor C-DiGit® Blot Scanner, ABD) cihazinda goriintiisii alindi.

3.5. Smirhliklar

Calismamizda BV2 mikroglial hiicre hatt1 iizerinde inflamasyonda olusabilecek
degisimlere baktik. Ozellikle Western blotlama ile ¢esitli bantlar tespit ettik ancak biitge
yetersizligi sebebi ile detayli protein tanimlanmasi yapamadik. Bunun i¢in LC-MS/MS
yapilmas1 gerekmektedir. Bu sayede bantlarda yer alan proteinler ile daha fazla veri alimi

saglanabilir. Ileri protein tanimlamalarini gelecek galismalarimiz igin planlamaktayiz.
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3.6. Verilerin Analizi

Veriler, li¢ bagimsiz deneyin ortalama + SD'si olarak sunuldu. Verilerin ortalama degerleri
arasindaki farklar tek yonliit ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilastirma testleri kullanilarak analiz
edildi. P < 0,05 veyap <0,01 oldugunda farklar anlamli olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR
BV2 mikroglial hiicre hatinda LPS uygulanip ndroinflamasyon olusturduktan sonra
MTT deneyi yapildi ve hiicrelerin canliligi mikroskop altinda degerlendirildi (Sekil 4.1.)

Sekil 4.1. LPS uygulamasindan sonra hiicre canliligi.

Sitokinlerden IL-1f seviyesindeki degisimin kiyaslanabilmesi i¢in hiicre kiiltiriinden
elde edilen proteinlere ELISA testi uygulandi. Kontrole kiyasla LPS uygulanan hiicre grubunda
IL-1PB seviyesi 5,8 kat artis gosterdi (sekil 4.2.)

700
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KONTROL LPS

Sekil 4.2. LPS kaynakli IL-1p seviyesinde kontrole kiyasla olan degisim. Sunulan degerler, ii¢ bagimsiz deneyin
ortalama + SD'sidlir.
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Mikroglial hiicre hattindaki PAD, CRP ve KNG ekpresyon seviyesindeki degisimleri
inceleyebilmek igin RT-PCR yontemi kullanildi. 3 kere tekrari yapilan verilerin analizleri
asagidaki sekillerde gosterilmistir (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.).

3 nispi mMRNA kspresyon nispi MRNA ekspresyon nispi MRNA ekspresyon
grafigi 10 grafigi 16 grafigi
2.5
g 1.4
2 1.2
6 1
1.5
0.8
1
1 0.6
0.5 2 0.4
=
0 0 0
KONTROL CRP KONTROL PADI KONTROL KNG

Sekil 4.3. CRP, PADi ve KNG1’in ekspresyon grafigi
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Sekil 4.4. RT- PCR verilerine gore genlerdeki ekspresyon seviyelerindeki degisim analizleri.

PCR etkinlik derecesi, E =-1+ 10”(- 1/slope) formulu ile belirlendi. Daha sonra nispi
gen ekspresyon analizi 2-AACt metodu kullanilarak hesaplandi. Once her bir grup igin hedef

gen ve housekeeping gen’den alinan Ct degerleri alindi. Act asagidaki formul ile hesaplandi:
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Act = hedef genlerin Ct degerleri - housekeeping gen Ct. Degerleri. Bunlarin ayr1 ayr1 2-AACt
‘si hesaplandi. Her bir grubun verileri elde edildi ve istatistik analizine gegilerek gruplar
arasindaki iligki arastirildi. Verilerin dagilimima gore parametrik veya nonparametrik testler
uygulanarak gruplar arasindaki fark karsilastirildi. Gruplar arasi farkliliklar ANOVA ve Brown
Forsythe testi ile degerlendirildi. P degerinin 0,05’den kiigiik olmasi istatistiksel agidan anlamli
kabul edildi. Biitiin istatistiksel islemler GraphPad Prism® V.6.00 (GraphPad software Inc. /
ABD) programi kullanilarak gergeklestirildi.

PAD ekpresyon seviyesindeki degisim istatiksel olarak anlamli kabul edilmis, fakat
KNG-1 ve CRP’deki degisim anlamli olarak kabul edilmemistir.

Deiminasyona ugramis proteinleri tanimlayabilmek igin izolasyondan sonra F95
antikoru kullanilarak Western blotlama yapildi. Kontrole kiyasla 25-250 kdal araliginda farkli
bantlar gbzlemlendi (Sekil 4.4.).

kDa
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Sekil 4.4. F95 ile Western blotlama ile tespit edilen sitrulinlenmis proteinler. Std: protein standart, 1: LPS
uygulanmayan kontrol, 2: LPS uygulanan hiicre grubundaki deiminasyona ugramis proteinler.
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Ozellikle 25 kdal ‘da gdzlemledigimiz bant CRP ile uyumlu tespit edildi, fakat KNG
deiminasyonuna dair bir veri bulunamadi. Proteinleri tam olarak tanimlayabilmek i¢in LC-

MS/MS analizini gelecek calismalarimiz i¢in planlamaktayiz.
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5. TARTISMA

Beyindeki kronik inflamasyon; AH, PH ve MS gibi nérodejeneratif hastaliklarda kritik
bir rol oynar. Beyinde glial hiicrelerin arasinda yer alan mikroglia ise patolojik slrece
bakildiginda ana efektor olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Tai ve ark., 2018). Mikroglialar; MSS
makrofajlart olarak da adlandirilan hiicre grubudur ve beyin hiicrelerinden noronlar,
oligodendrositler, astrositleriler gibi yapilarla etkilesim halindedir. Bu etkilesim o6zellikle
patolojik kosullarda degisiklik gdstermektedir. Normal mikroglia besin destegi saglarken,
aktive edilmis mikroglia ise noronlar1 onarma siirecinden ndronal islev bozukluguna gecer. Bu

durum birgok patolojik siire¢ ile baglantilidir (H. Wang ve ark., 2022).

Norodejenerasyonda hiicresel degisiklikleri belirlemek amaci ile bir¢cok ¢alismada BV2
mikroglial hiicre hatt1 kullanilmistir (Nguyen ve ark., 2021; Y. Qin ve ark., 2021; Y. Sun ve
ark., 2020; Tai ve ark., 2018).

Calismamizda 6nceki ¢aligmalarda gosterildigi gibi (Jin ve ark., 2023; Li ve ark., 2023;
M. Xu ve ark., 2023). BV2 mikroglial hiicre hattinin indiiklenmesinde siklikla kullanilan LPS

ile inflamatuvar yanit1 gozlemlemeyi amagladik.

Bakteriyel endotoksin LPS’nin gen ekspresyonunda degisikliklere yol agtig1
belirlenmistir. Mikroglial hiicrelerde LPS kaynakli inflamasyon olusturabilmek icin
aragtirmalarda kullanilmis ve deney hayvanlari tizerinde bircok ¢alismada LPS araciligi ile
sitokin degisimleri, iskemik beyin hasar1 ve doku iltihab1 olusumu gésterilmistir (Gill ve ark.,
2004; Lane ve ark., 2014; Dresselhaus ve Meffert, 2019). LPS'nin dopaminerjik néronlar
tizerindeki norotoksik etkisinin hiicreler tizerindeki enflamatuar yanittan kaynaklandigi
bildirilmistir (Dutta ve ark., 2008). Mikrogliada LPS etkisi ile meydana gelen hiicresel
inflamatuvar yanit, endojen ve eksojen uyaranlarla olusan beyin hasarinin ayrintili

mekanizmasini tanimlamak, nérodejeneratif hastaliklar i¢in yeni terapotik hedefler verebilir.

Norodejeneratif hastalik patojenezi incelendiginde sitokin seviyesinde artis oldugu
tespit edilmistir. Noronlarin yiizeyindeki reseptorler, enflamatuvar hiicrelerin uyarilmasi ile
aktive olup ve proinlamatuar sitokinlerin salindigi bilinir. NOrojenezin; sitokinler ve

enflamasyon nedeni ile dogrudan baskilandigi gosterilmistir (Kaneko ve ark., 2006).
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Reseptorlerin uyarilmasi ile farkli sinyal yolaklarinda da aktivasyon goriildiigii ve bu durumun

ndronal hasara neden oldugu belirtilmistir (Almolda ve ark., 2015).

AH, PH ve ALS’li hastalarin BOS’inda anormal sitokin seviyeleri bulunmustur (Oeckl
ve ark., 2014). Ozellikle sitokinlerden IL-1B seviyelerinde énemli seviyede artis goriilmiistiir.
(X. Y. Qin ve ark., 2016). Hiicre hatlarinda ve deney hayvanlarinda da néroinflamasyon
olusturarak sitokin degisiklikleri incelediginde hasta iizerindeki yapilan incelemeler
dogrultusunda IL-1p seviyelerinde artis belirlenmistir (Lu ve ark., 2009; Nam ve ark., 2018;
Norden & Godbout, 2013; Przanowski ve ark., 2014; Skelly ve ark., 2013).

Yasam siirecinde metilasyon, asetilasyon, glikosilasyon, fosforilasyon ve deiminasyon
gibi post-translasyonel modifikasyonlar proteinlerin islevi bakimindan ¢ok 6nemli rol oynar
(Fuster ve Esko, 2005). Protein deiminasyonu; nérodegeneratif hastaliklar, kanser, otoimmiin
hastaliklar dahil olmak iizere bir¢ok alanda ¢alisilmistir (Witalison ve ark., 2015). Deiminasyon
norodejeneratif hastaliklardan PH, AH ve Creutzfeldt-Jakob hastaligi (CJD) dahil olmak {izere
birgok norodejeneratif hastalik ile iligskilendirilmistir (Ishigami ve ark., 2005, 2014; Jang ve
ark., 2010, 2013; Nicholas, 2013; Nicholas ve ark., 2014).

Translasyon sonras1 modifikasyon olarak bilinen deiminasyonun, Ca?* bagimli PAD
enzimleri tarafindan katalize edildigi ve proteine bagli arginin'in sitriilline donistigi
tanimlanmistir. Bu modifikasyonun bir¢ok fizyolojik siirecte rol aldigi belirtilmistir (gen
ekspresyonu regiilasyonu, apoptoz ve merkezi sinir sisteminin plastisitesi gibi) (Yang ve ark.,
1920).

Norodejeneratif hastaliklarda artan protein deiminasyonu ve diizensiz PAD aktivitesi
gozlemlenmistir (Vossenaar ve ark.,, 2003b). Deiminasyon incelemek icin yapilan
arastirmalarda, norodejeneratif hastaliklarda PAD2’nin beynin farkli hiicre gruplarinda
yogunlastig1 gosterilmistir. PAD2 mRNA’simin monositlerde ifade edildigi, fakat genin daha
¢ok makrofajlarda islevsel aktivite yliriittiigii tespit edilmistir (Vossenaar ve ark., 2003c). Parisy
ve ark. (2007) mikroglia tizerinde yaptiklar1 morfolojik c¢alismalarda PAD?2
immiinoreaktivitesinin hem astrositlerde hem de mikrogliada etkili oldugunu bulmuslar, fakat

PAD2'nin esas olarak MSS’de yer alan astrositlerde yogunlastigini belirtmislerdir.
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Asaga ve ark., (2001) farkli beyin hiicre gruplarinda néroinflamasyonu takiben ¢ok
sayida deimine protein tespitinde bulunmuslar, fakat bu bolgelerde PAD2’nin makroskobik
olarak artisin1  gozlemlemediklerini  belirtmislerdir. Bu durumu enzim aktivitesi ile
iliskilendirmistir. Ayni arastirmaci daha sonraki yillarda 6zellikle mikrogliada inflamasyon
streci incelemis ve farkli giinlerde PAD2 seviyesini 6l¢gmiis; 1. giinde PAD miktarinin azaldigi
daha sonra 7. Giine kadar artis gosterdigi belirtilmistir. Burada, 1. glinde immiinoreaktif
PAD2’nin azalmasinin norodejeneratif siireci yansittigini tespit etmislerdir (Asaga ve ark.,

2002).

Calismamizda LPS ile uyarilan hiicre gruplarinda PAD2 ekspresyon seviyelerinde
anlamli derecede azalma tespit ettik. Bu durum diger c¢alismalarla uyumlu olarak

noroinflamasyonun PAD2 seviyelerinde degisiklige yol agtigin1 dogrulamaktadir.

Deiminasyonun hastalik gruplari ile baglantisini kurmak i¢in bir¢ok calisma yapilmistir.
Ve daha onceki calismalarda F95 antikoru deimine proteinlerin tespitinde kullanilmistir
(Criscitiello ve ark., 2019; Nicholas, 2013b). Ornegin; Parkinson hastalarinda, PH deney
hayvan modelleri ve hiicre kiiltiirii calismalarinda F95 antikor seviyesindeki yilikselme ile
deimine protein gruplari arasinda yakin iligki bulunmustur (Nicholas, 2013b; Sancandi ve ark.,
2020a).

Biitiin ¢alismalarda deiminasyona ugrayan proteinlerin proinflamatuvar yaniti artirip
norodejenerasyona neden olabilecegi i¢in bu proteinlerin tanimlanmasinin erken miidahelede
onemli bir yol gosterici olabilecegi belirtilmistir. Biz de calismamizda mikrogliada F95

varliginda deimine olan protein gruplarint Western blot ile belirlemeyi amacladik.

Kompleman sistemi hem dogustan gelen bagisiklikta hem de hiimoral yanitta rol alir,
bunun yaninda kronik enflamasyonda da rol oynamaktadir. PH’da 6zellikle kompleman sistemi
elemanlar: lizerinde yapilan galismalar 6nemli ¢alismalar yapilmistir (Carpanini ve ark., 2019;
Chao ve ark., 2014; Depboylu ve ark., 2011). Sun ve ark. (2019) PH’un erken donemleri ile

kompleman sistemi arasindaki baglantiy1 tespit etmislerdir

Cesitli protein gruplarinin deiminasyona ugramasi hastaliklar ile iligkilendirilmistir
(norodejeneratif hastaliklar, otoimmun hastaliklar ve kanser gibi) (Ansar ve Ghosh, 2013; Inal

ve ark., 2022b). CRP; iltihaplanma ve doku hasarina yanit olarak sentez edilen bir proteindir.
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Birgok ¢alismada AH, PH ve Hemorajik inme gibi bircok kronik inflamatuar ve nérodejeneratif
hastalikta CRP seviyesinde yiikselme goriilmiistiir (Taheri ve ark., 2017; Weinstein ve ark.,
2017). Akut inflamatuar yanitta CRP seviyesindeki yiikselmenin; kronik inflamasyon ve
inflamatuar yanittan kaynaklanan doku hasarini 6l¢gmek i¢in serumdan Slgiilebilen biyobelirteg
olarak kabul edilebilecegi tespit edilmistir (Sheriff ve ark., 2021). Morgan ve ark. (2019) AH’da

CRP’nin plazma miktarini ndroinflamasyon ile iligkilendirmistir.

Braig ve ark. (2017) hasarli olan dokularda lokalize olan CRP’nin yapisinda
degisiklikler oldugunu ve CRP’nin hasarli dokuda miktarin artmasinin CRP’de deiminasyon

ile baglantili oldugunu belirlenmistir.

Vossenaar ve ark. (2003) translasyon sonrasi deiminasyon ile protein yapisi ve
fonksiyonunda farkliliklar goriilebildigini, 6rnegin; CRP’nin yapisinda bulunan argininin,

PAD'lar ile geri doniisiimsiiz olarak sitriiline doniistiiriilebilecegini bildirmislerdir.

Daha sonraki yillarda yapilan calismalarda ise; CRP-1 ve CRP-II formlarinin her
ikisinde de arjinin mevcut oldugu, bu yiizden CRP’nin farkli formlarinda da deiminasyon
goriildiigiinii tespit edilmistir (Magnadottir ve ark., 2018). Dolasimda bulunan pCRP’nin
saglikl kisilerde proinflamatuar 6zellik gostermemesine ragmen, olusabilecek doku hasarina

bagli olarak kompleman sistemi tarafindan uyarilabilecegi gosterilmistir (Braig ve ark., 2017).

Bizim calismamizda CRP ekspresyon seviyelerinde degisiklik olmamis fakat yapilan

western blot ile CRP’nin deiminasyona ugradig: belirlenmistir.

Kallikrein-kinin sistemi MSS’de bulunur ve néroendokrin fonksiyonlart diizenlendigi
bilinmektedir (Scicli ve ark., 1984). Daha 0nceki calismalarda farkli hastalik gruplarinda
KNG’nin ekspresyon seviyesindeki degisimler gosterilmistir (J. Xu ve ark., 2018).

Y. Zhang ve ark. (2014) KNG protein sentezinin inhibe edilmesi ile nérodejenerasyonun
onlendigini belirtmislerdir. Bu durumu inflamasyonda KNG protein seviyesinde artis ile iliskili
bulmuslardir.  Langhauser ve ark. (2012) yapilan c¢alismalarinda; KNG’nin
norodejenerasyondaki yeri tanimlanmistir ve KNG'nin kinin sisteminin aktivasyonu ile

oOzellikle iltihaplanma, tromboz, kan-beyin bariyeri sizintis1 gibi yollar1 kullanarak néronlarda
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hasara yol agtigini gosterilmistir. KNG seviyelerindeki yiikselme sepsis, inflamasyon ve

oksidatif stres yollar1 ile baglantili bulunmustur (al Hariri ve ark., 2017; Hofman ve ark., 2018).

Suganya ve ark. (2015) otistik ¢ocuklarda yapilan bir ¢alismada, normal ¢ocuklar ile
karsilastirildiginda KNG-1 diizeyinde olduk¢a onemli bir artig tespit edildigini ve bunun
biyobelirteg olarak yararli olabilecegi belirtmistir. Sancandi ve ark. (2020) bagisiklik

hiicrelerinin uyarilmasi ile KNG-1’in deiminasyona ugradigini géstermislerdir.

Bizim c¢aligmamizda KNG gen ekpresyon seviyelerinde belirgin bir degisiklik
gbozlenmemistir, ayrica Western blotlama asamasinda deimine olduguna dair bir veri
almmamistir. Bu durum KNG’nin mikrogliada inflamasyon durumlarinda herhangi bir
degisiklige ugramadigin1 gostermektedir. Tam fonksiyonunun anlasilabilmesi i¢in hem diger

glial hiicrelerde hem de farkli hiicre gruplarinda ¢aligilmasi gerekmektedir.

Biz calismamizda BV2 mikroglial hiicre hattinda PAD2 ekspresyon seviyesinde anlamli
derecede diisiis tespit ettik. Fakat Western blot ile kontrole kiyasla deimine proteinlerde artis
gozlemledik. Bu durum diger yayinlarla uyumlu olarak PAD enziminin inflamasyon
durumlarinda astrositlerde yogunlastigini ancak var olan PAD enziminin aktivitesi ile deimine
proteinlerin  olusabilecegi  gosterilmistir. Ayrica diger yaymlarla uyumlu olarak
immunblotlamada 6zellikle bant gérmeyi bekledigimiz aralikta CRP protein deiminasyonunun
varhigimi gordiik. Bagisiklik sisteminde CRP’nin rolii, CRP isleyisinin deiminasyon gibi
modifikasyonlar ile diizenlenmesinin anlagilmasi patolojik sartlar altinda roliiniin anlagilmasina
imkan taniyabilir. Diger araliklarda yer alan deiminasyona ugramis protein tanimlamasini
yapabilmek i¢in LC-MS/MS analizi yapilmasi gerekmektedir. Proteinlerin PTM ile yapisal ve
fonksiyonel olarak gegirdigi degisimler arastirilip, proteinlerin aralarindaki etkilesimin ortaya

konmasi nérodejeneratif hastaliklar bakimindan umut verici olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug
Alzheimer, parkinson, diyabet gibi bircok hastalifin tanisinda proteinler
kullanilmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarda da etkili olabilecek spesifik proteinlerin

calisilip taniya yardimer olunmasi amaci ile bu ¢alismay1 planladik.

BV2 mikroglial hiicre hattina néroinflamasyon olusturmak i¢in LPS uygulamasi yaptik.

Noroinflamasyon olustugunu sitokinlerden IL-1f’daki anlamli artisla gézlemledik.

PTM’lerden biri olan deiminasyonda PAD enzimleri ¢alismaktadir. Ozellikle PAD2
beyindeki aktiviteden sorumludur. Calismamizda PAD2, hedefledigimiz proteinler olan CRP
ve KNG-1’deki degisimi gozlemlemek i¢in RT-PCR yaptik. PAD2 ekspresyon seviyesinde
istatistiksel olarak anlaml1 bir diigiis gozlemledik. Fakat KNG ve CRP ekspresyonunda anlamli
bir degisiklik yoktur.

F95 antikoru deimine proteinlerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Western blotlama
ile CRP deiminasyonu i¢in bant bekledigimiz bdlgede F95 antikorunu saptadik. Bu durum
CRP’nin noroinflamasyon ile deimine olabilecegini gostermektedir. PAD seviyesindeki diisiise
ragmen c¢esitli protein gruplarinda deiminasyon tanimladik. Bu durum daha ¢ok enzimin

aktivitesi ile baglantili olarak goriilmektedir.

6.2. Oneriler

Calismamizda posttransyonel degisiklik olan deiminasyonun mikroglialarda proteinler
tizerindeki etkisine baktik. Western blotlama ile ¢esitli bantlar tespit ettik ancak detayli protein
tanimlanmast i¢in LC-MS/MS yapilmas1 gerekmektedir. Detayli arastirmayr gelecek

caligmalarimiz i¢in planlamaktayiz.
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