T.C.
PAMUKKALE UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJI ANABILIM DALI

CAPPARIS OVATA’DAN ELDE EDIiLEN MSCOV, ALT
EKSTRELERI VE SAF BILESIKLERIN MULTIiPL SKLEROZ
UZERINE ETKIiLERI-MOLEKULER MEKANIZMALAR

DOKTORA TEZI

OZDEN OZGUN ACAR

DENIZLi, ARALIK - 2017



T.C.
PAMUKKALE UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJI ANABILIM DALI

CAPPARIS OVATA’DAN ELDE EDIiLEN MSCOV, ALT
EKSTRELERI VE SAF BILESIKLERIN MULTIPL SKLEROZ
UZERINE ETKIiLERI-MOLEKULER MEKANIZMALAR

DOKTORA TEZI

OZDEN OZGUN ACAR

DENIZLi, ARALIK - 2017



KABUL VE ONAY SAYFASI

OZDEN OZGUN ACAR tarafindan hazirlanan “CAPPARIS
OVATA’'DAN ELDE EDILEN MSCOV, ALT EKSTRELERiI VE SAF
BILESIKLERIN MULTIPL SKLEROZ UZERINE ETKILERI-
MOLEKULER MEKANIZMALAR” adli tez calismasmm savunma sinavi
01.12.2017 tarihinde yapilmis olup asagida verilen jiiri tarafindan oy birligi ile
Pamukkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali Doktora
Tezi olarak kabul edilmistir.

Juri Uyeleri Imza

Danigsman
PROF. DR. ALAATTIN SEN

Uye )
PROF. DR. GULACTI TOPCU

Uye
PROF. DR. BEKIiR UGUR ERGUR

Uye
PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN

Uye
YRD. DOC. DR. ASLI SEMiZ

Pamukkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi  Yonetim Kurulu’nun
................ tarth ve ................ sayili karartyla onaylanmistir.

Prof. Dr. UGUR YUCEL

Fen Bilimleri Enstitlisi Mudiri



Bu tez calismasi TUBITAK VE PAU-BAP tarafindan 1125187 ve
2014FBEO51 nolu projeler ile desteklenmistir.



Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yiiriitiilmesi, arastirmalarinin yapilmasi ve
bulgularimin analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet
edildigini; bu calismanin dogrudan birincil iiriinii olmayan bulgularin,
verilerin ve materyallerin bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini
ve alint1 yapilan ¢calismalara atfedildigine beyan ederim.

OZDEN OZGUN ACAR



OZET

CAPPARIS OVATA’DAN ELDE EDIiLEN MSCOV, ALT EKSTRELERI VE
SAF BILESIKLERIN MULTIPL SKLEROZ UZERINE ETKIiLERI-
MOLEKULER MEKANIZMALAR
DOKTORA TEZi
OzDEN OZGUN ACAR
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. ALAATTIN SEN)
DENIZLi, ARALIK - 2017

Multipl skleroz (MS) hala etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber
genetik ve ¢evresel faktorler tarafindan tetiklenen, immiin bozuklugunun neden
oldugu, merkezi sinir sisteminin kronik, enflamatuvar ve demiyelinizan bir
hastaligidir. Giiniimiizde MS tedavisi i¢in kullanilan mevcut ilaglarin kullanimlari
ile karsilagilan sikinti, tam tedavi etmeni olmamalar1 ve yan etkilerden dolayr MS
icin alternatif tedavi ajanlarinin saptanmasi ve ilag gelistirilmesi caligsmalari
devam etmektedir. Bu c¢alismada oncelikle Capparis ovata’dan elde edilen
MSCov ekstresinin deneysel MS modeli olan Deneysel Alerjik Ensefalomiyelit
(DAE) olusturulan C57BL/6 farelerde, hem klinik skorlama hem de saptanan MS
iliskili 20 genin ifade diizeylerine olan etkileri analiz edildi. MSCov ile tedavi
edilen DAE hayvanlarin hem klinik skorlar1 ve hem de molekiiler gen ifade
diizeyleri, hastaligin kontrol hayvanlarina benzer sekilde geri dondiigiinii teyit etti.
Daha sonra saptanan bu etkinin iliskili oldugu molekiil ya da molekillerin
tanimlanmas1 i¢in MSCov ekstresinin fraksiyonlanmasi siirecinde saflastirilan ve
tanimlanan bilesiklerin SH-SY5Y no6roblastoma, CCRF-CEM lenfoblastoma ve
fare primer oligodendrosit hiicrelerinde molekuler gen ifade degisiklikleri analiz
edildi. Capparis ovata bitkisinden ya da ana MSCov ekstresinden projede U¢ alt
ekstre ve yedi saf bilesik (sekonder metabolit) saflastirildi ve karakterize edildi.
Sonuglar izole edilen ve saflagtirilan bilesikler arasindan olean-12-en-28-ol, 3p-
pentakosanoat (3B-hidroksi-olean-12-en-28-ol, 3-p-pentakosanoik ester) (OPC) ve
stigmast-5,22-dien-3p-miristat (SDM) bilesiklerinin anti-néroenflamatuvar ve
miyelin olusumunu uyarici etkiler gostermesi nedeniyle; MSCov ile gdzlenen
etkilerden sorumlu olabilecek, ©6nemli terapOtik ajan potansiyeli tasidigini
gosterdi. Diger bilesiklerin MS igin etkin olma 06zellikleri olusturmadiklar
saptandi.

ANAHTAR KELIMELER: Multipl skleroz, MSCov, Capparis ovata, Saf bilesik



ABSTRACT

EFFECTS OF THE MSCOV, SUB-EXTRACTS AND PURE COMPOUNDS
OBTAINED FROM CAPPARIS OVATA ON MULTIPLE SCLEROSIS-
MOLECULAR MECHANISMS
PH.D THESIS
OZDEN OZGUN ACAR
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: PROF. DR. ALAATTIN SEN)

DENIiZLi, DECEMBER 2017

Multiple sclerosis (MS), though its etiology is still unclear but is known to be
triggered by genetic and environmental factors, is an autoimmune disorder with
inflammation and demyelination of central nervous system. Today, due to the
incomplete cure and side effects of current drugs used for the treatment of MS,
studies for the development of new and alternative therapeutic agents for MS is in
progress. In this study, first, the plant extract obtained from Capparis ovata
(MSCov) was tested in the experimental animal model of MS, that is the
Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) on C57BL/6 mice, by
studying both clinical scoring and the levels of the expression of 20 genes whose
expression levels were shown to be associated with MS. EAE animals treated with
the MSCov, the disease was ameliorated and returned almost back to normal
status which was confirmed by both clinical scoring and molecular gene
expression analysis. Then, in order to identify the molecule or molecules that are
responsible for these observed outcomes, the effect of the purified compounds
obtained during the fractionation of the MSCov extract on the gene expression at
the molecular level in SH-SY5Y neuroblastoma, CCRF-CEM lymphoblastoma,
and mouse primary oligodendrocyte cells were analyzed. Three sub-extracts and
seven pure compounds (secondary metabolites) were purified either from MSCov
or Capparis ovata plant parts and structurally elucidated. Results have shown that
olean-12-en-28-ol,  3pB-pentacosanoate  (3B-hydroxy-oleane-12-en-28-ol,  3-B-
pentacosanoic ester) (OPC) and stigmast-5,22-dien-33-myristate (SDM) which are
among the isolated and purified compounds analyzed exhibited anti-
neuroinflammatory, immune suppressive and stimulate the regeneration of
myelin. In conclusion, it is suggested that OPC and SDM were identified as being
potentially important therapeutic agents for MS treatment. On the other hand,
other compounds were found to be non-effective for MS treatment.

KEYWORDS: Multiple sclerosis, MSCov, Capparis ovata, Pure compound
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1. GIRIS

Multipl Skleroz (MS), merkezi sinir sisteminin (MSS), miyelinsizlestirilmesi
(demiyelinizasyon) ve enflamasyonunu igeren beyin ve omurilikte plaklarin
olusumuna neden olan bir otoimmiin (8zbagisiklik) hastaliktir. Ozellikle iilkemizde,
Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da MS goriilme siklig1 her gecen giin artmaktadir ve
norolojik engelliligin 6nde gelen nedenlerinden birisi haline gelmistir. MS sadece
hasta ve hasta yakinlarimin yasam kalitesini etkilemekle kalmayip ciddi sosyo-
ekonomik olumsuzluklara neden olan bir hastaliktir.

Cevresel faktorler tarafindan genetik olarak hassas olan kisilerde tetiklenen,
“karmasik karakterli” olarak kabul edilen MS i¢in hala tamamen etkin bir tedavi
yontemi yoktur. Giiniimiizde MS’in semptomatik tedavisinde kullanilan yedi adet
Amerikan Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis, hastaligi modifiye edici ilag
bulunmaktadir. Bununla birlikte, gincel MS tedavileri niksleri azaltmak ve
hastaligin ilerlemesini yavaglatma etkisine sahiptir, fakat bu tedavilerden higbirisi
fonksiyonu geri kazandirici ya da koruyucu etkiye sahip degildir. Bu durumda

maalesef MS halen 6nlenebilir ya da tamamen tedavi edilebilir durumda degildir.

Bu kapsamda hazirlanan bu doktora tezinin amaci Oncii ¢aligmalarimizda
deneysel MS modeli iizerinde koruyucu ve iyilestirici etkilerini gordiigiimiiz
Capparis ovata bitkisinin tomurcuk, ¢igek ve meyvelerinden elde ettigimiz ekstrenin,
alt ekstrelerinin ve bu ekstreden elde edilen aktif bilesenlerin; SH-SY5Y ve CCRF-
CEM hiicre hatlarinda ve primer fare oligodendrosit hiicrelerinde iyilestirici etkisinin
ne sekilde gergeklestigi, olast etkilesimleri ve etken bilesenlerinin detayli bir sekilde
tanimlanmasi1 ve saptanmasidir. Giliniimiizde bitki ve bitkisel bazli alternatif tedavi
urtnlere olan ilginin de oldukga arttig1 gz oniine alindiginda MS tedavisinde gii¢lii
bir alternatif veya tamamlayici tedavi ajani olarak yer alabilecek olan Capparis ovata
sulu ekstresinin (MSCov) dogru bir sekilde kullanimin1 saglayacak bilimsel veriler
bu tezde ortaya konulmustur. Ayrica uzun vadeli hedefler arasinda MSCov
ekstresinin hastaligin tedavisindeki etkinliginin icerdigi hangi bilesikten ya da
bilesiklerden kaynaklandiginin ortaya ¢ikarilmasi ve bu ajanin MS hastalig1 i¢in ilag

haline getirilmesi bulunmaktadir.



1.1 Multipl Skleroz (MS)

MS, beyin ve omurilikte lokal enflamasyon ve miyelin yikimi ile karakterize
edilen plaklarin olusumuna neden olan MSS’nin kronik ve heterojen bir otoimmiin
(6zbagisiklik) hastaligidir (Noseworthy ve dig. 2000; Steinman 2001). Ozellikle genc
eriskinleri etkileyen MS; MSS bozukluklari, gérme bozukluklart ve motor
bozukluklar ile karakterizedir (Mathew ve dig. 2013). MS ile ilgili ilk bilgiler,
Charles Prosper Ollivierd’Angers’in 1824 yilinda yaptig1 bildiriye dayanmaktadir.

2

MS ile ilgili ilk makroskopik degisiklikler ise, ‘“skleroz plak” tanimi Charcot
tarafindan 1868 yilinda bildirilmistir (Murray 2009). Charcot hastaligi tanimlamais ilk
patolojik siirecin miyelin yikimi ile ortaya ¢iktigin1 ve miyelin kaybi olan alanlarda
skleroz plaklarin olustugunu gostermis ve hastaliga *’La Sclerose en Plaques’” adini
vermistir. MS’in hayvan modeli olan Deneysel Alerjik Ensefalomiyelitin (DAE)
1932 yilinda gelistirilmesi ile birlikte MS’in immiin sistemin bir hastalig1 olduguna
karar verilmigtir. Multipl skleroz adi MSS’nde lokal enflamasyon sonucu olusan
karakteristik sklerotik plaklar1 ifade eder. Bu enflamasyon, beyin ve omurilige
l6kosit infiltrasyonundan kaynaklanmaktadir ve miyelin kilifinin hedeflenmis
yikimina neden olmaktadir. MSS’nde miyelin, oligodendrosit kaynakli hiicre
zarlarindan yapilmistir ve yalitim saglayarak aksonal iligkili noronal iletisimi
hizlandirir (Compston ve Coles 2002). Bu yalitim, aksiyon potansiyellerinin akson
boyunca hizli ve korunmali taginmasimi saglamaktadir. Hastalik ilerledik¢ce ve
oligodendrositlere olan hasar arttik¢a, ndronal aksonlarin demiyelinizasyonu daha da
kotiilesir ve akson kaybi ve noronal atrofi frekansi artar (Compston ve Coles 2008).
MS belirtileri demiyelinizasyondan etkilenen beynin boliimiine bagli olarak
degisebilir. MS hastaliginin klinik siniflandirilmasi biiyiik 6l¢iide hastaligin seyrine
dayanmaktadir ve genel olarak 4 tipi vardir (Stauffer 2006; Sekil 1).
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Sekil 1. MS tipleri ve zamansal seyirleri (Stauffer 2006).

1. Nukseden-lyilesen MS (Relapsing-Remitting MS - NIMS)

2. lkincil ilerleyen MS (Secondary Progressive MS - IIMS)

3. llerleyen-Nilkseden MS (Progressive Relapsing MS — INMS)
4. Birincil Ilerleyen MS (Primary Progressive MS - BIMS)

Genellikle ilk agama, birbirini takip eden ve kdtiilesen, yineleme ve iyilesme
(nuiks-remisyon) nobetleri ile karakterizedir (NIMS). Bunun sonucunda, ilerlemis
nérolojik dziirliiliik (IIMS- ikincil ilerleyici MS) ortaya ¢ikar. Kalan grup hastalar

birincil ilerleyen ve niikseden tipik hastalik seyrini gosterirler.

1.2 Multipl Skleroz’un insidans ve Prevalansi

MS dinya genelinde o6zellikle geng eriskinlerde norolojik oziirlillige neden
olan en yaygin nedendir. Ozellikle gelismis iilkelerde goriilme siklig1 daha yiiksek
olan bu hastaligin farkli toplumlardaki prevalans ve insidansini degerlendirmek,
MS’e katkida bulunan ¢evresel ve genetik faktorlerin ortaya ¢ikarilmasi

calismalarinda da yol gosterici olmaktadir (Kingwell ve dig. 2013).

Uluslararast MS Orgiitii ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 2008 yilinda
baglatilan ortak proje ile ilk dinya MS atlasi olusturulmaya baslanmigtir ve
dinyadaki MS hastalarinin yasam kalitesini artirmak i¢in ¢alisan farkli alanlardan
kilit bilgi agigin1 doldurmaya baslamistir (Browne ve dig. 2014). 2008 yilinda 2,1
milyon olan MS'li kisilerin tahmini sayist 2013 yilinda 200 bin kisi artarak 2,3
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milyona yikselmistir. MS’li kisilerin sayilarindaki degisikliklerin prevalansa gore
daha iyi bir 6l¢iim saglayan insidansin da arttig1 tespit edilmistir. Ortaya konulan bu

artis seyrinin yiikselerek devam ettigi diisiiniilmektedir (Browne ve dig. 2014).

Peopla per
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Sekil 2. 2013 yili diinya Multipl Skleroz prevalanst (Browne 2014).

Diinya capinda bu artis géz oniline alindiginda tilkemizde MS’1i kisi sayisiyla
ilgili hala net bir veri bulunmamaktadir. Orta Karadeniz Bolgesi’ni kapsayacak
sekilde yapilan bir ¢alismada 43.2/100.000 kisi olarak belirlenmistir. Istanbul’un
Maltepe ilgesinde yapilan MS prevalansi aragtirmasinda ise oran 101.4/100.000dir.
Calismalar yetersiz olmasma ragmen kiiclik bolgeleri kapsayacak sekilde yapilan
caligmalar Tiirkiye’deki niifusun orta derecede MS riski tagidigini diisiindiirmektedir

(Turk 2006; Akdemir 2017).

1.3 Multipl Skleroz’un Etiyolojisi

MS’in etiyolojisi belirsiz olmakla birlikte, karmagik bir genetik alt yap1 ve
cevresel faktorlerin birlikte hastaligin olusumuna katki sagladigi bilinmektedir.
Genetik faktorlerin hastaliga katkist MS’li ailelerde yapilan caligmalarla ortaya
cikartilmigtir. Tek yumurta ikizleri ve kardesler lizerinde yapilan ¢aligmalar genetik

faktorlerin MS fizerine etkinligini dogrular niteliktedir. Hastalarin birinci derece



akrabalarinda %5 yiiksek risk olmasi ve tek yumurta ikizlerinde %25-30 daha yuksek
oranda MS gortlmesi bu durumu desteklemektedir (Hafler 2004; Compston 2005).

Son yirmi yilda, MS’e duyarlilik/yatkinlik kazandiran genleri tanimlamak
icin pek ¢ok calisma yapilmistir. Yapilan tiim genom baglanti analiz ¢aligmalar ile
HLA smif I uzantili HLA-DRB5*0101, DRB1*1501, DQA1*0102 ve DQB1*0602
haplotiplerinin MS i¢in yaklasik %350 genetik risk olusturdugu tespit edilmistir
(Zheleznyakova ve dig. 2017). Tiim genom tarama c¢alismalari ile her ne kadar
etkileri ¢ok daha zayif olsa da HLA bdlgesi disindaki MS’e yatkinlik/duyarlilik
genleri de tespit edilmistir (Hafler ve dig. 2007; De Jager ve dig. 2009). Bu yeni
HLA olmayan genlerin ¢ogu immiin diizenlenmesinde rol oynayan interlékin- 2
reseptor o (IL-2RA) ve interlokin- 7 reseptor o (IL-7RA), interferon diizenleyici
faktor 8 (IRF8) ve tumor nekrozis faktor reseptor ailesi Uyesi 1A (TNFRSF1A),
interlokin 12 altiinite o (IL12A), G protein sinyal diizenleyici 1 (RGS1) gibi
proteinleri kodlayan genlerdir. MS ile iligkili bulunan genlerin ¢ogunun birincil
olarak immiin sistem iliskili olmasi hastaliin immiin aracili oldugunun kaniti
niteligindedir. Bu genlerin birgogunun genetik varyasyonlar1 ve fonksiyonel etkileri
heniiz tam tespit edilememistir (De Jager ve dig. 2009). Bunun yaninda klinik
heterojenlik ve tedaviye degisken yanit hastaligin kapsamli bir sekilde anlagilmasi ve

etkin tedavisi igin ek zorluklar ortaya ¢ikarmaktadir (Zheleznyakova ve dig. 2017).

Yapilan epidemiyolojik ve go¢ caligmalart MS olusumunda genetik etkinin
yani sira ¢evresel faktorlerinde rolii oldugunu ortaya koymustur. MS olusumu i¢in
yiiksek riskli olarak ifade edilen bolgelerden diisiik riskli bolgelere go¢ halinde MS
olusum riskinin azaldigi; tam tersi durumda ise arttig1 yapilan goc¢ calismalar ile
gosterilmistir (Milo ve Kahana 2010). Viral ve bazi mikrobik molekiiller hastalik i¢in
gerekli bir kosul olmamakla birlikte, MS risk faktorleri arasinda gosterilmektedir.
Ormegin Epstein-Barr virusii (EBV) seropozitifligi MS hastalarinda hemen hemen
evrenseldir ve bu nedenle MS olusumunda bir rol oynadigr kabul edilmektedir
(Awwad ve dig. 2017; Sundstrom ve dig. 2004). Bulasici olmayan risk faktorleri
arasinda, 25-hidroksivitamin D serum dlzeyi koruyucu bir etki olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle, dogum yeri ve ikamet yerinin yiikseltisi MS riskinin
6nemli bir belirleyicisidir (Munger ve dig. 2006). D vitamininin yani sira B-12
vitamini eksikliginin de MS gelisiminde etkisi olabilecegi goriisii son zamanlarda

Uzerinde durulan bir konudur. Cinkl B-12 vitamini, merkezi sinir sistemi
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fonksiyonunda, Ozellikle de metionin sentaz aracilt homosisteinin metionine
doniistiiriilmesinde temel rol oynar ve DNA ve RNA sentezi i¢in sarttir ve B12
vitamin eksikligi ciddi miyelin dejenerasyonlarina neden olur (Bagur ve dig. 2017;
Nemazannikova ve dig. 2017). Ekvatorda hastalik prevalansinin diisiik oldugu, buna
ragmen kutuplara dogru gidildik¢e prevalansin yiikseldigi bilinmektedir (Simpson ve
dig. 2011). Bir bolgedeki MS prevalanst ile bu bolgedeki giines 1sinlart orani
arasindaki ters orant1 enlemler ile MS prevalansi arasindaki baglantiy1 aciklayan en
onemli delildir (Sloka ve dig. 2011). Cocukluk ve ergenlik déneminde disarida
gecirilen zamanin MS riski iizerinde etkisi oldugu bilinmektedir: genclik
donemlerinde daha fazla agik havada bulunan bu nedenle daha fazla ultraviole B
(UVB) alan kisiler, daha sonra MS icin 6nemli Olclide daha diisiik bir riske
sahiptirler (Laursen ve dig. 2016a; Van Der Mei ve dig. 2006). Genel olarak
bakildiginda UVB ve MS riski arasindaki korelasyonun baglanti noktasinin D
vitamini oldugu ortaya ¢ikmistir. Vitamin D immiin diizenleyici etkiye sahiptir.
CD4* T hiicre proliferasyonunu ve pro-enflamatuvar sitokinlerin tretimini inhibe

ederken anti-enflamatuvar sitokinlerin {iretimini uyarir (Smolders ve dig. 2008a).

Sigara MS yatkinligi i¢in 6nemli bir baska c¢evresel risk faktorii olarak ortaya
cikmistir (Handel ve dig. 2011). Sigara ile viicuda alinan nitrik oksit (NO) ve karbon
monoksit (CO) gazlarmin bu yatkinliga neden oldugu yoniindedir. NO, yiiksek
konsantrasyonlarda ndronlara ve oligodendrositlere zarar verebilecek toksik ¢ozunir
bir gazdir. NO'den kaynaklanan lipid peroksidasyonu ve mitokondriyal hasar
oligodendrositlerde apoptoz, aksonal dejenerasyon ve demiyelinizasyona yol acabilir
(Dawson ve dig. 1993; Merrill ve dig. 1993; Mitrovic ve dig. 1995). MS patolojisine

etki eden faktorler Sekil 3’te gorsel olarak verilmistir.
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Sekil 3. MS patolojisinde en 6énemli ¢ faktoriin etkisi (Ransohoff 2010’dan revize
edilmistir).

Bunlara ek olarak MS risk faktorleri ile ilgili bagirsak gecirgenligindeki
degisiklikler son zamanlarda iizerinde durulan bir bagska konudur. Ortaya atilan bu
yeni spekilasyon, demiyelinizan hastaliklarin patojenezinde mikrobiyototik-
bagirsak-beyin ekseninin potansiyel rolu ile ilgili deneysel alerjik ensefalomiyelit
(DAE=deneysel MS modeli) ve MS'deki bagirsak gecirgenligi degisiklikleri {izerine
caligmalara neden oldu. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarla bagirsak
gecirgenliginin beyin fonksiyonlar1 lizerindeki etkisi biiylik 6l¢iide kanitlanmustir.
Calismalar DAE olusumundan 6nce artmis bir bagirsak gegirgenligi oldugunu ve
hastalik ilerledikce siki baglant1 (tight junction) yapilarinin da bozuldugunu ortaya
cikarmistir (Nouri ve dig. 2014; Buscarinu ve dig. 2017). Bu sonuglar bagirsak
mukozasinda pro-enflamatuvar Th1-Th17 hiicrelerinin prevalansinda meydana gelen
dengesizlik ile iligkili goriilmektedir (Nouri ve dig. 2014). Ayrica, son yapilan
caligmalarda, hastaligin niiksetmesi sirasinda insan bagirsaginin Clostridium
perfringens B tipi bakterinin kolonize oldugunu géstermistir. Clostridium perfringens
B tipi bakterinin, néronal ve oligodendrosit hasariyla iliskili kan-beyin bariyerinin
(KBB) bozulmasina neden olan bir toksini (¢ toksin) iirettigi ve hastalikla iligkili
olabilecegi diisiiniilmektedir (Mete ve dig. 2013; Finnie ve dig. 1999; Bhargava ve
Mowry 2014; Rumah ve dig. 2013). Buradan yola ¢ikarak MS mikrobiota arasindaki
iliski varhiginin tespiti diyet MS iligkisini de géz oniline koymaktadir (David ve dig.
2014; Saresella ve dig. 2017).



1.4 Multipl Skleroz Patojenezi

MSS beyaz ve gri cevher dokularmin immiin hiicre infiltrasyonu ve
sitokinlere bagh iltihaplanmasi, MS'de olusan hasarin baglangi¢ nedenidir. Yapilan
pek cok calisma T lenfositler ve antijen sunan hiicrelerin (APC) etkilesimi ile olusan
miyelin spesifik CD4" T yardimci (Th) hiicrelerinin MS’in  baslamasi ve
ilerlemesinde kritik rol oynadigini gdstermistir. Bununla birlikte sadece bu hiicreler
hedef alinarak yapilan tedavi ¢alismalar etkili degildir (Gandhi ve dig. 2009; Kasper
ve Shoemaker 2010). Bu nedenle MS’in hayvan modeli olan DAE ve MS’li kisiler
lizerinde yapilan ¢alismalar interlokin 17 tireten Th 17 hiicreleri, B hiicreleri, CD8" T
hicreleri ve hem CD8" hem de CD4" T hiicreleri tzerinde arastirmalar
yogunlastirilmis ve bu hiicrelerin de MS patojenezi ile iligkili oldugu bulunmustur
(Kasper ve Shoemaker 2010). Th 17 (Th17) hucreleri MS patofizyolojisinde énemli
immiinolojik katilimeidir. Th17 hiicreleri tarafindan IL-17 ve IL-22'nin anormal
uretilmesi ve KBB’yi ge¢cmesi MSS’nde ndroenflamasyonun aktivasyonu yoluyla
sinirsel iletime mudahale eder. Ayrica B hiicreleri de antikorlarin, sitokinlerin
anormal diizenlenmesi ve antijen sunumuyla bu siirece katki yapar (Qureshi ve dig.

2017).

Patojenle iligkili molekiiller APC'lerdeki toll benzeri reseptorlere baglanir ve
IL-12, IL-23, IL-4 gibi spesifik sitokinlerin {iretimi uyarilir ve bu sitokinlerde CD4 *
T hiicrelerinin 6zel baz1 sitokinleri salma yetenegine sahip olan Thl, Th2 ve Th17’ye
farklilasmasini indiikler. Ornegin enflamatuvar sitokinler olan interferon gamma
(IFNy), timor nekrozis faktér alfa (TNF-a) Thl tarafindan salinirlar ve Th2
farklilagsmasini1 baskilayarak enflamasyona tesviki saglarlar (Schoenborn ve Wilson
2007). Th2 hucreleri ise anti-enflamatuvar sitokinler olan IL-4 ve IL-13 saliniminm
saglar (Zhu ve Paul 2008; Minty ve dig. 1993). Th17 diger bir CD4" T hiicresidir ve
enflamatuvar sitokinler olan 1L-17, IL-21, 1L-22, IL-26’y1 indiikler (Wynn 2003;
Quyang ve dig. 2008).

MS patojenezi ile iliskili diger faktorler arasinda B lenfositler ve onlarin
sitokinleri vardir. B lenfositleri tarafindan salinan transforme edici biliylime faktorii
beta (TGFpB) enflamatuvar etki gosterirken baska bir sitokin olan ve yine bu

hicrelerden Uretilen 1L-10 anti-enflamatuvar etkiye sahiptir. Dolayisiyla B



lenfositleri MS patojenezinde hem pozitif hem negatif etkiye sahiptirler (Duddy ve
dig. 2007).

Bunlara ek olarak MS lezyonlarinda CD8" T hiicreleri (sitotoksik T hicreleri)
de bulunabilir (Kouchaki ve dig. 2014). Bu hicreler perforin sitolitik proteinlerin
uretimi yoluyla, CD4" T hiicrelerinin baskilanmasina ve inaktivasyonuna aracilik
eder. Ayrica bu hiicreler vaskiiler gegirgenligin artmasina neden olurken glial
hiicrelerinde Oliimiinii saglar. MS patojenezindeki en 6énemli olaylardan bir tanesi
miyelin tabakasi yapimindan sorumlu olan oligodendrosit hiicrelerinin oliimiidiir.
Oligodendrosit hiicrelerinin 6lmesi ile birlikte miyelin yapim siireci bozulmus olur
(Kasper ve Shoemaker 2010) (Sekil 4).
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Sekil 4. MS patojenezinde rol oynayan immdan htcreler ve sitokinleri (Ghasemi,
2017°den revize edilmistir).

Sonug olarak aktif hale gelen CD8" T hiicreleri, farklilasmis CD4" yardimci
Th1 ve Th17 hiicreleri, B hiicreleri ve dogal bagisiklik hucrelerinin, KBB bozulmasi
ile MSS’ne infiltrasyonu gergeklesir ve infiltre olan hiicreler enflamasyon ve doku

hasarina yol acar (Bielekova ve dig. 2004; Goverman 2009; Henaka ve dig. 2014).

KBB biitiinliigiiniin bozulmasiyla birlikte MSS’ne infiltre olan T hiicreleri
burada mikroglia ve makrofajlarla etkilesime girerek sitokin ve kemokin salimini
uyarir ve ndrodejenerasyonu baglatir (Steinman 1996; Kreutzberg 1996; Raivich ve

Banati 2004a; Stevens ve dig. 1994).



MS’in bir otoimmiin hastalik oldugu hipotezi, temelde MS ve hayvan modeli
(DAE) arasinda gozlenen benzerlikten kaynaklanmaktadir. DAE proteolipid protein
(PLP), miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG) veya miyelin temel protein
(MBP) gibi miyelin tiirevli proteinler (veya peptidleri) ile hayvanlarin immiinize
edilmesiyle indiklenir ve biylk 6lctide miyelin spesifik CD4" T hiicreleri tarafindan
yiiriitiiliir. Miyelin spesifik otoreaktif T hiicreleri, hiicre yapisma molekiillerinin de
katkisi ile KBB ile etkilesimlerini artirir ve MSS’nde miyeline kars1 bir enflamatuvar
yanit1 tetikler. Boylelikle hayvanlar, MS’e benzer sekilde patolojik olarak MSS
enflamasyonu ve demiyelinasyonu ile karakterize olan nukseden-diizelen veya
kronik-ilerleyici hastalik seyri gelistirirler (Friese ve dig. 2006; Constantinescu ve
dig. 2011). MS hastalarinda, reaktif T hiicrelerinin periferal sistemde nasil aktif hale
geldikleri hala tartisma konusudur. Bu noktada; kendinden olmayan epitoplara (viral
veya mikrobiyal antijenler) kars1 olusturulan T-hticrelerinin bir molekiler benzerlik
sonucu kendi miyelin epitoplarina ¢apraz reaksiyon gostermesi genel kabul edilen bir
mekanizmadir. Ayrica servikal lenf nodlarinda siirekli olarak miyelin antijenlerinin
bulunmasi ile T-hiicrelerinin aktivasyonu da bir diger potansiyel mekanizma olarak
ileri stirdImektedir (Wucherpfennig ve Strominger 1995; Zhang ve dig. 2008; Minz
ve dig. 2009; Comabellaa ve Khouryb 2012). Hastalik, periferde olusan bu otoreaktif
T-lenfositlerin ~ adezyon  molekdlleri, sitokinler, kemokinler ve matriks
metalloproteinazlarin (MMP) sirali ve komplike bir mekanizma ile aracilik ettigi
KBB’ini gegisi ve MSS’ne gocii ile gergeklesir. Bu nedenle, bu proteinler de MS

immiinopatolojisinde ¢ok 6nemlidirler (Holman ve dig. 2011).

1.5 Multipl Skleroz Tedavisinde Kullanilan FDA Tarafindan
Onaylanmus ilaclar

Cevresel faktorler tarafindan genetik olarak hassas olan kisilerde tetiklenen
“karmasik karakterli” olarak kabul edilen MS i¢in hala tamamen etkin bir tedavi
yontemi yoktur. Bununla birlikte, ginimizde MS’in semptomatik tedavisinde
kullanilan yedi adet FDA tarafindan onaylanmis, hastalifi modifiye edici ilag
bulunmaktadir. Hastalik i¢in yapilan tedavilerin ¢ogunlugu esas olarak bagisiklik
sistemini baskilayan uzun vadeli tedaviler olmakla birlikte, bu bagisiklik sistemini

baskilayici tedaviler enfeksiyonlar ve kanser icin artmig riskler ortaya koymaktadir
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(Inglese ve Petracca 2015). Alternatif tedavi secenekleri ise, interferonlar, glatiramer
asetat (GA), monoklonal antikorlar ve sfingozin-1-fosfat reseptor modulatorleri gibi
hastalik modifiye edici terapileri icerir. Bu tedaviler atak sayisini azaltmis ve hastalik
ilerlemesini yavaslatmis olsa da kesin tedavi saglamamaktadir (Inglese ve Petracca

2015).

Interferon beta (IFNB) son 20 yilda NIMS tedavisi i¢in en yaygin olarak
kullanilan ajan olmustur. IFNB beyindeki pro ve anti-enflamatuvar sitokinlerin
ifadelerini dengeleyerek kan beyin bariyerini asan hiicrelerin sayisini1 azaltarak
noronal sag kalimi artirir. Bu ilagtan beklenen etki; niiks orani, siiresi ve ciddiyetini
azaltmas: iken IFNP bu ihtiyaclara tam anlamiyla karsilik vermemektedir. Yani
sakatlik-engellilik olusumunu azaltmasi agisindan uzun vadeli faydasi tartismalidir

(Mitsdoerffer ve Kuchroo 2009; Inglese ve Petracca 2015).

GA, MBP yapisindaki 4 aminoasit olan L-glutamik asit, lizin, alanin ve
tirozin iceren bir peptitdir. GA, baslangicta DAE’yi indiiklemek yani hastalik
olusturmak i¢in tasarlanmistir ancak DAE’yi baskiladigi ortaya c¢ikmistir. Tedavi
etkinligi ortaya c¢ikinca MS hastalar tarafindan kullanilmaya baglanmistir. GA
hastaliga bagl oziirliiligiin ilerlemesi tizerinde uzun vadeli etkinlikte herhangi bir
iyilesme gostermese de, NiIMS’de hastalik semptomlarin1 ve yeni lezyonlarin
gelismesini % 30'a kadar azaltmistir (Wolinsky ve dig. 1995; Wolinsky ve dig. 2007;
Neuhaus ve dig. 2001; Ragheb ve dig. 2001). GA, minor (ates, titreme) ile daha ciddi
(kardiyovaskiiler, sindirim sistemi, kas, solunum sorunlari) yan etkilere neden

olabilmektedir (Johnson ve dig. 1995).

Kullanilan diger bir ila¢ fumarik asitin metil esteri olan bagisiklik tepkilerini
module eden ve 2013'te FDA tarafindan onaylanan oral ilag dimetil fumarat (DF)’tir
(Gold ve dig. 2012). Noronlarin glutatyon seviyesini arttirarak ve enflamatuvar
sitokinleri baskilayarak oksidatif stresten koruyucu etki gosterdigi savunulmaktadir.
Yan etkileri arasinda diyare, karin agrisi, mide bulantisi, azalmis lenfosit sayilart ve
anormal karaciger enzim seviyesi sayilabilir. Ancak ¢ok yeni olmasi nedeniyle yan
etki ve tedavi etkinligi i¢in yapilan caligmalar disinda bagimsiz kullanicilar

tarafindan tiretilmis yeterli veri yoktur (Albrecht ve dig. 2012).

Teriflunomid bir immin supresif ilagc olan ve romatoit artrit tedavisinde
kullanilan leflunomidin aktif bir bilesenidir (Palmer 2010). DNA sentezini inhibe
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ederek T ve B hcrelerinin proliferasyonunu bloke eder. Teriflunomid enjeksiyon
uygulama yerine oral kullanim avantaji saglar ve niiks oran1 IFNf ve glatiramer
asetata benzer etkilere sahiptir (O’Connor ve dig. 2011; Miller ve dig. 2012). Yan
etkileri arasinda, azalmis 16kosit sayisi, hepatik etkileri, mide bulantisi, diyare, el ve
ayaklarda uyusma, alerjik reaksiyonlar, solunum sorunlar1 ve artmis kan basinci

sayilabilir.

Fingolimod 2010 yilinda FDA tarafindan onaylanmis Isarias inclairii
mantarindan izole edilmis MS tedavisinde kullanilan ilk oral ilagtir. Fingolimod lenf
nodlarindan lenfosit ¢ikmasini engelleyen sfingozin 1-fosfat (S1P) reseptorini
modiile eder, dogal sfingozinin yapisal bir analogudur. S1P, enflamasyon ve
onarimda 6nemli rol oynayan dogal bir bioaktif sfingolipittir. Fingolimod lenfositler
Uzerindeki S1P reseptorlerini baskilayarak, lenf nodlarindan lenfositlerin ¢ikigini
Onler. Bu da otoreaktif T ve B-lenfositlerinin MSS gibi enflamasyon bdlgelerine
gocunu engeller (Massberg ve von Andrian 2006; Mehling ve dig. 2011). Hastalarda
niiks oran1 Yyaklasitk %50 azalmistir ve engellilik ilerlemesini yavaslattig
bildirilmektedir (Kappos ve dig. 2010). Kalp krizi riski, yiiksek karaciger enzim
diizeyleri, hipertansiyon ve cilt kanseri 6nemli yan etkileridir (Kappos ve dig. 2010;

Cohen ve dig. 2010).

Mitoksantron ilk olarak belirli kanser tedavileri i¢in kullanilmaya
baslanmistir. Kanserli hiicrelerde DNA sentezini ve DNA tamirini bozan tip-1l
topoizomeraz inhibitoriidiir, ancak normal hiicreleri de etkilemektedir (Lenk ve dig.
1987; Huang ve dig. 2012). Bunun yaninda T, B hiicrelerini ve makrofajlar1 ve pro-
enflamatuvar sitokinlerini (IFN-y, TNF-a ve IL-2) azaltan giiglii bir bagisiklik
sistemi baskilayicisidir. Ikincil ilerleyen MS (IIMS) hastalarinda 2 yila kadar
intraven6z enjeksiyonunun hastalik ilerlemesini ciddi oranda azalttigi rapor
edilmistir. Ancak yan etkileri arasinda kardiyotoksisite ve 16semi olusumu gibi ciddi
durumlarin varligr ilacin kullanimi hakkinda ciddi soru isaretleri ortaya koymustur

(Hartung ve dig. 2002; Martinelli ve dig. 2009).

Bir monoklonal antikor olarak dretilen natalizumab, buglne kadar nikseden
iyilesen MS (NIMS) tedavisi igin bulunan en etkili tedavi ajam1 olmustur.
Natalizumab, lenfositlerin KBB’den MSS’ne ve diger dokulara gocii i¢in gerekli olan

a4B1 ve oa4P7 integrinlerinin Onemli bir bileseni olan a4-integrin altbirimine
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baglanir. Natalizumabin, ayda bir kez intravendz olarak kullanimi (Rice ve dig.
2005), MSS'nde aktive olan T hiicrelerini azaltir ve bdylece anti-enflamatuvar yanit
ve noroprotektif etki saglar (Yong ve dig. 2007). ilag MSS’nde lezyon olusumunda
ve hastalik ilerlemesinde azalma gostermistir (Pucci ve dig. 2011). KBB genelinde
lenfosit trafigini devre disi1 birakmanin O6nemli bir yan etkisi olarak, firsat¢i
enfeksiyonlar ortaya cikmistir. Bunlarin en Onemlileri arasinda 6zellikle John
Cunningham (JC) viriisii yer alir. Ayrica natalizumab tedavisinde NIMS hastalarinda
progresif multifokal 16koensefalopati (PML) ciddi yan etki olarak ortaya ¢ikmistir.
2012 Mays itibartyla, natalizumab ile tedavi edilen 100.000 hastada 212 PML
olgusu rapor edilmistir (Bloomgren ve dig. 2012). Bu olduke¢a ciddi bir yan etki

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Ayrica, kortikosteroidler bazen atak sirasinda bagisiklik baskilayici olarak
NIMS i¢in kullanilmaktadir. Su anda onaylanmis tiim MS terapilerinin bir sekilde
bagisiklik diizenleyici etkisi vardir ve bagisiklik aracili miyelin yikimin1 engelleme
odaklidir. Halbuki ndrodejenerasyonu Onlemeye veya onarimi arttirmaya Ozgiin
herhangi bir tedavi yontemi halen mevcut degildir. Buradan yola ¢ikarak su ana
kadar kullanilan ilaclar arasinda etkinligi iyi olup yan etkisi az olan bir ilag halen

yoktur (Coles 2015).

1.6 Multipl Skleroz Tedavisinde Kullanilan Alternatif Yontemler

MS hastaliginda ilag tedavisinde karsilasilan yan etkiler ve ekonomik
nedenler hastalarin alternatif ve tamamlayic1 tip arayislarina yonelmesine neden
olmaktadir. Kullanilan tibbi ilaglarin yaninda yapilan bilimsel ¢alismalar MS
hastalarinin ciddi oranlarda bitkisel ve alternatif Grinlere yoneldiklerini ve
kullandiklarimi gostermektedir. Bitkisel tedaviler arasinda Capparis ovata, berberin,
curcumin, tifol, A-tetrahhidrakannabinoid, ginseng, kannabinoidler sayilabilir. Diger
alternatif tedaviler olarak ise mineral (Zn, Ca, Fe, Mg, Se) ve vitamin takviyeleri (E,
A, Bl1, B2, B6, C, D, Folik asit), morinak yag1 ve balik yagi gibi yaglar ve an
sokmasi gibi yontemler sayilabilir (Apel ve dig. 2005; Leong ve dig. 2009; Shinto ve
dig. 2009; Yadav ve dig. 2010; Bowling; 2011; Ozgun-Acar ve dig. 2016).
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Ozellikle kannabinoidler, iifol ve berberinin MS semptomlarini azaltici etki
gosterdigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Ma ve dig. 2010; Zajicek 2011; Dutra
ve dig. 2012). Kannobinoidlerin anti-enflamatuvar ve noéroprotektif etkileri MS
(Baker ve dig. 2001; Moreno Torres ve dig. 2014), Alzheimer, Parkinson
(Fernandez-Ruiz ve dig. 2015a) gibi hastaliklarda gosterilmistir. Endokannobinoid
sistem; G protein bagli kannabinoid 1 ve 2 reseptorlerine (CB1 ve CB2) sahiptir.
Kannabinoidler ayrica G protein bagh reseptor 55 (GPR-55) ve bazi adenozin
reseptorleri ile de etkilesim kurabilir (Ryberg ve dig. 2007; Begg ve dig. 2002). CB1
reseptorleri MSS’nde en yaygin bulunan G protein bagl reseptorken, CB2 reseptorii
de bagisiklik sistemi hiicrelerinde bol bulunur (Galiegue ve dig. 1995). DAE’de
yapilan ¢alismalar kannabinoidlerin CB1 ve CB2 reseptorleri aracilikli mekanizmalar
ile semptomlar1 azalttig1 ve remiyelinizasyonu destekledigini gostermistir. Bununla
birlikte, bircok kannobinoidin terapotik etki potansiyeli, CB1 reseptorlerinin aracilik
ettigi psikotrop etkileri nedeniyle sinirlidir. Ayrica psikiyatrik yan etki potansiyeli ve
sizofreni potansiyeli olusturmasi dolayisiyla kullaniminda soru isaretleri ortaya
koymaktadir (Rog ve dig. 2005; Fernandez-Ruiz ve dig. 2008; Klein ve Newton
2007; Ibeas ve dig. 2015). Yapilan ¢aligmalarda kannabinoid tedavisinin aktif DAE
siddetini azalttig1 bildirilmesine ragmen hastaligin aktif fazi {izerine etkisiyle ilgili

bilgi stnirlidir (Kozela ve dig. 2011; Gonzélez-Garciaa ve dig. 2017).

Berberin 6zellikle geleneksel Cin tibbinda kullanilan bir saf bilesikdir
(Kumar ve dig. 2015). Yapilan ¢aligmalar berberinin enflamasyonu baskilar
ozellikler gosterdigini ortaya ¢ikarmistir (Dinesh ve dig. 2017; Liu ve dig. 2016).
DAE fareler {izerinde yapilan ¢alismada berberinin semptomlar1 azaltici etki
gosterdigi ve bu etkileri fingolimod benzeri etki ederek sfizgozin 1 fosfat

reseptorlerini inhibe ederek gerceklestirdigini gostermistir (Luo ve dig. 2017).

Ozellikle Tiirkiye’de MS hastalarinin tedavi igin en ¢ok tercih ettigi bitki de
Capparis ovata’dir.
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1.7  Capparis ovata (Kapari)

Halk arasinda gebere, gebre otu, karga kavunu, deve dikeni, gevil,
bubusebellah gibi isimlerle bilinen kapari (Capparis ovata Desf.) Ege ve Akdeniz
bolgelerinde yaygin olarak yetisen, ¢cok yillik ¢calimsi yapida, yatik veya yar1 yatik
yapida biiyiiyen bir bitkidir (Akgiil 1996; Anonim 1995 ve 1998; Inocencio ve dig.
2006; Olmez 2011). Kapari, Capparidaceae familyasinin en genis iki cinsinden biri
olup, dinya tzerinde 350 tir ile temsil edilmektedir. Tirkiye’de Capparis ovata ve
Capparis spinosa turleri bulunmaktadir. Arkeolog Kriigerin arastirmasina gore, 7800
yildan beri bu bitki bilinmektedir. Aristo ve Hipokrat zamanlarida da (M.O. 384-
322, M.O. 400), bu bitkiden séz edilmektedir. Kapari Akdeniz mutfagiin mevsimsel
malzemelerinden olup 6zellikle Ispanya, Fas ve Italya tarafindan ihra¢ edilmektedir.
Son yillarda Tirkiye’den de Avrupa iilkelerine kapari {iriinlerinin ihracati
baslamistir. Halk arasinda analjezik, diiiretik, yara iyilestirici ve hiicre yenileyici
olarak kullanilan kapari bitkisinin tomurcuk ve yapraklari da ila¢ ve kozmetik

sanayide kullanilmaktadir (Bagc1 ve Simsek 1998).

Kaparinin tomurcuklarinda lipid, alkaloid, baz1 glukozinolatlar ve antioksidan
0zelligi bulunan flavonoid ve diger polifenoller bulunur. Rutin ise en sik rastlanan
flavonoiddir. Ayrica yapilan g¢alismalarda metanolik ekstrelerinin de antioksidan
ozellikleri gosterilmistir (Tesoriere ve dig. 2007). Kapari ile yapilan ¢aligmalarda yan
etki olarak epikondilit nedeni ile cilt Gzerine Capparis spinosa soliisyonundan 1slak
kompres yapan bir kadinda alerjik kontakt dermatit olustugunu bildiren bir olgu
sunumunun haricinde herhangi bir yan etki veya toksisiteye rastlanmamistir (Ghule

ve dig. 2006; Angelini ve dig. 1991).

Yapilan caligmalarda kapari ekstrelerinin hidrojen dondrii olarak gérev yaptigi,
lipid radikallerle reaksiyon vererek antioksidan ozellik gosterdigi kanitlanmuastir.
Ayrica metanolik ekstrelerin demir oto-oksidasyonunu artirarak ferréz demiri ferrik
hale doniistiirerek hidroksil radikal olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir ve
antioksidan 6zelliginin igcerdigi fenollere baglh oldugu diisiiniilmektedir (Germano ve
dig. 2002). Bunun yanisira Kapari ekstresinin anti-enflamatuvar 6zellikleri ¢esitli

caligmalarda kanitlanmistir (Al Said ve dig. 1988, Ozgun-Acar ve dig. 2016).
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1.8 Tezin Amaci

Glinlimiizde MS tedavisi i¢in oral olarak kullanilabilen ilaglarin dahi
gelistirilmesi ancak, mevcut ilaglarin kullaniminda karsilasilan yan etkilerden ve
bunun yaninda ekonomik nedenlerden dolay1 halen yeni ilag arastirma ve gelistirme
calismalar1 devam etmektedir. Bunun yaninda yukarida belirtildigi gibi giincel MS
tedavileri niiksleri azaltmak ve hastaligin ilerlemesini yavaslatmada etkilidir. Ancak
su ana kadar kullanilan hi¢bir tedavi tiim MS formlar1 i¢in noroprotektif veya
remiyelinizasyon 0zelliklerine sahip degildir. Bu nedenledir ki MS tedavisinde
temelde var olan ihtiya¢ noroprotektif etkiye sahip, bunun yaninda gelismis etkinlik
ve gilivenlik profilleri gosteren yeni ajanlardir. Bu noktada 2011 yilinda KOSGEB
projesi [KOSGEB Proje No: 2011/1-3] kapsaminda gelistirdigimiz MSCov
ekstresinin C57BL/6 deney hayvanlarinda olusturulan DAE modelinde etkinligini
saptadigimiz koruyucu ve iyilestirici etkisinin tiim yonleriyle detayli bir sekilde
ortaya konmasi amaglanmigtir. Tespit edilen koruyucu ve iyilestirici etkinin ne
sekilde gerceklestigini anlamak i¢in molekiiler diizeyde MS olusumu ve
ilerlemesinde rol alan genler iizerine etkileri tespit edilmistir. Bununla birlikte, elde
edilen ekstrenin gosterdigi etkiden sorumlu fraksiyon yada etken bilesenlerin de
ortaya ¢ikarilmasi temel bir amactir. MS hastalig1 bilindigi lizere karmagsik karakterli
bir hastaliktir; noronlar, T hiicreleri ve oligodendrositler hastalik patojenezinden
dogrudan etkilenen hiicrelerdir. Buradan yola ¢ikarak segilen hiicre hatlarindan elde
edilen sonuglarin DAE olusturulan hayvanlardan elde edilen sonuglarla karsilastirilip
MS caligmalari i¢in uygunlugunun tespit edilmesi diger bir amagtir. Bu tezde, 3 farkl
hiicre tiirii ile ¢alisildi. Bunlardan SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hatti, CCRF-
CEM insan lenfoblastoma hiicre hattidir. Bunun yani sira primer hiicreler olan fare
oligodendrosit hiicreleri kullanildi. Boylelikle, MSCov ekstresinin, alt ekstrelerinin
ve ekstreden elde edilen saf bilesiklerin MS hastaliginda alternatif {iriin olarak

kullanim1 ve bu etkinin kaynagi ortaya ¢ikarilmaya c¢aligiimistir.
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2. MATERYAL VE METHOD

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco), Miyelin oligodendrocyte
glycoprotein peptide fragment 35-55 Rat-Mouse (Anaspec, 60130-5), Pertussis toxin
from Bordetella pertussis (Sigma, P7208), Freund’s adjuvant complete (Sigma,
F5881), Fetal dana serumu (Sigma-Aldrich, F9665), Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich,
T4049), Modified eagle medium: nutrient mixture F-12 (DMEM:F-12) (Sigma,
D6421), Roswell park memorial institute 1640 medium (Sigma, R8758), Penisilin-
Streptomisin (Sigma-Aldrich, P4333), Mouse oligodendrocytes primary cell culture
serum free media (Celprogen, M11004-02), Mouse oligodendrocytes primary cell
complete media w/serum (Celprogen, M11004-02S), Mouse oligodendrocytes cell
culture extracellular matrix 6 well plates (Celprogen, M11004-02-6well), Sodyum
fosfat monobazik (Riedel, 04269), Sodyum fosfat dibazik (Sigma, S9390), Sodyum
klorir (NaCl, Sigma, 13423), Qiagen RNeasy lipid tissue mini kit (74804), Qiagen
RNeasy plus universal cit (73404), Easy Script plus cDNA sentez kiti (ABM, G236),
RT2 First strand kit (Qiagen, 330401), GM SYBR gPCR kit (QPSY01), 100 bg
DNA ladder (Fermentas, SM0323), 1 kb DNA ladder (Fermentas, SM0311), 6X
DNA izleme boyast (10 mM Tris-HCL, % 0,03 Bromfenol Blue, % 0,03 Ksilen
Siyanol FF, % 60 Gliserol, 60 mM EDTA ile 10 ml olacak sekilde hazirlandi),
Agaroz (Sigma, A9539), DEPC (Sigma, D5758), Ethanol (Riedel, 071029) (% 70
konsantrasyonunda etanol kullanilmistir), Etidyum bromir (Sigma, E8751),
Ketamin, Kloroform (Sigma, C2432), Ksilazin, Bromfenol mavisi (Sigma, B6131),
Trizma base (Sigma, A2264), Ksilen siyanol FF (Sigma, X4126), EDTA (Sigma,
03620), Kloroform (Sigma, C2432), Dimetilsulfoksit (DMSQO) (Sigma, D4550),
Kristal viyole (Fluka, 61135), Sodyum sitrat (Sigma, S1804), Hidroklorik asit (HCI)
(Riedel, 7102), Rutin hidrat (95%, Sigma-Aldrich).
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2.1.1 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Agaroz jel elektroforez aparati (Thermo, EC320), CO> inkibatori (Nuaire,
NU-5510E), Gergek zamanli PZR cihaz1 (Bioneer, Exicycler 96), Gii¢ kaynagi
(Thermo, EC250-90), inverted mikroskop (Best scope, BS2090), Laminar flow
kabini (ESCO, Class2 BSC), Bitki ekstraksiyon cihazi (Gerharth), Liyofilizator
(Labconco, 7382020), Nano spektrofotometre (Maestrogen, MN913), PZR cihazi
(Bioneer, My Genie 96); Santrifiij (Sigma 1-15K ve Sigma 3-30K), Terazi (Precisa,
XB 220A ve Mettler Toledo, PB 602-L), Is1 blogu (Biosan, TDB-100), UV jel
goruntilleme kabini (DNR, LB 0605, Israil), Vakumlu etiiv (Binder, VD23), -80°C
buzdolabi (Nuaire, NU-6382E).

2.2 Method

2.2.1 Capparis ovata Su Ekstresinin (MSCov) Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan Capparis ovata meyve, tomurcuk ve cicek materyali
Asct Murat Kapari Tath Dondurma Tursu Iml. ve Ihr. Ltd. Sirketi tarafindan
saglandi. Bu bitkisel iiriinler 2014 ve 2015 yillarinda May1s ay1 baslangicindan Eyliil
sonuna kadar ki siiregte hem dogal ortamlardan hem de bitkinin tarimi yapilan
arazilerden toplanmistir. Toplanan ornekler Dr. Mehmet Cicek tarafindan teshis
edilmis ve Pamukkale Universitesi Biyoloji Boliimii Herbaryumuna kayit edilmistir
(PAMUH 2012000006300). Kapari su ekstresinin hazirlanmasi Tirkiye Patent
Enstitiisii, PT 2012/04 093 belge de tanimlandigi sekilde yapildi. Higbir kimyasal
kullanmadan, insanlarin kullandig1 sekliyle %100 dogal ekstre hazirlandi.
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2.2.2 Capparis ovata Su Ekstresinin (MSCov) Fraksiyonlanmasi

2.2.2.1 Capparis ovata Su Ekstresinin (MSCov) ve Bundan
Organik Cozucilerle Tuketilerek Geri Ekstraksiyon Yolu

ile Diger Ekstrelerin Hazirlanmasi

Calismanin MSCov fraksiyonlama ve saf bilesik izolasyonu kismi1 1125187
numarali TUBITAK projesi kapsaminda Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik
Fakiiltesinde Prof. Dr. Giilagti TOPCU’nun laboratuvarinda gerceklestirildi.

MSCov ekstresi hazirlandiktan sonra bu ekstreden geri ekstraksiyon
yontemi ile hekzan, diklorometan, etilasetat ve n-bitanol ekstreleri hazirlandr (Sekil

5) ve bu ekstrelerden saf maddelerin izolasyonu yapildi.
Capparis evata tiim bitha su ekstresi (MSCOV)

n-hekzzn e ayuma
hunismde tilketme

! }

Hekzan ekstresi (MSCOV-H) Su ekstresi

Diklorometzn e zyvuyma

hunizinde titketme

]

Su ekstrezsi  Diklorometan ekstresi (MSCOV-D)

Etilzzstat ile
titketme
Suekstresi Etilasetat ekstresi (MSCOV-E)
n-Butznol ile
titketme
Su ekstresi n-Butanol ekstresi (MSCOV-B)

Sekil 5. MSCov ekstresinden geri ekstraksiyon yontemiyle alt ekstrelerin eldesi.
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2.2.3 Hayvan Deneyleri

2231 MS Modeli (DAE) Calismalar

C57BL/6 farelerde deneysel hayvan modeli olan deneysel alerjik
ensefalomiyelit (DAE) olusturmak igin %95 safliktaki Miyelin Oligodendrosit
Glikoprotein 35-55 aminoasit peptid (MOG35-55), Mycobacterium tuberculosis (1s1
inaktive edilmis) toksini ve Freund adjuvan kullanildi. Freund adjuvant ile emiilsifiye
edilmis 250 pug MOG 35-55 ve 400 pg 1s1 inaktive edilmis Mycobacterium
tuberculosis toksini karigimi, her hayvanin deri altina enjekte edildi. Bu islemden
hemen sonra ve 48 saat sonra 400 ng pertussis toksin karin bosluguna enjekte edildi.
14 giin boyunca deney hayvanlart her giin kontrol edildi ve farelerin gosterdikleri
davraniglar 5 basamakli bir 6l¢ek kullanilarak belirlendi ve video ile kayit edildi.

Kullanilan 6l¢ek Tablo 1’deki gibidir.

Tablo 1. DAE takibinde kullanilan skorlama tablosu (Zheng ve dig. 2008).

Skor Gozlenen Etki

Herhangi bir etki yok

Kuyruk zayiflig
Arka uzuvlarda zayiflik ve anormal yiirtime

Arka uzuvlardan 1 ya da 2 tanesinin tamamen felci

On ve arka uzuvlarin felci; 4 uzuvda da felg durumu

o~ W NP O

Can ¢ekisme-61Um
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2.2.3.1.1 MSCov Ekstresinin DAE Olusturulan Hayvanlara Verilmesi

Hayvanlarda DAE olusturulduktan sonra deney hayvanlar1 DAE indlksiyonu
gerceklestirilenler ve kontrol grubu olarak toplamda 4 gruba ayrildi. Bu gruplar
Tablo 2’deki gibidir.

Tablo 2. Kullanilan deney gruplari.

Grup Adi Ornek Aciklama

Sayisi

Kontrol Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir deneysel islem
yapilmadi.

PDAE (Paralel Hasta

Kontrol) hayvanlarda yukarida verilen prosediir ile deneysel alerjik

Paralel Deneysel alerjik ensefalomiyelit: Bu gruptaki

ensefalomiyelit olusturuldu; hayvanlar deneysel islemlerin

baslangicindan itibaren yaklasik 6 hafta (38 giin) siireyle

takibe alind1 ve izlendi.

2.2.3.1.2 Dokularmn Temini

Deney islemleri siireci sonunda anestezi (ksilazin/ketamin) ile 6tenazi edilen
farelerden beyin dokusunun yani sira karaciger, dokular steril bir sekilde alindi.
Alinan dokularin molekiiler etki belirleme galismalar igin steril 2ml’lik eppendorf
tiiplere alinip etiketlendi ve s1v1 azotta donduruldu. Ardindan Pamukkale Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyokimya ve Molekiiler Toksikoloji Laboratuvarina
getirilen dokular -80°C’ye kaldirildu.
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2.2.3.2 MS Dizin (Array) Analizleri

MS dizin analizi igin laboratuvarimizda bulunan 96 6rneklik bloklu cihaza
(Bioneer) uygun olmasi i¢in “Customdesign” dizin olusturuldu. Ayrica hem
cihazimizla uyumlu olmast hem de daha ekonomik olmasi nedeniyle Bioneer
firmasinin Tirkiye temsilcisi Gen Plaza firmasmin da yardimlan ile firma ile
dogrudan iletisime girilerek bu dizinlerin siparisi ve sentezi saglandi. MS dizini ile
96 genin analizi kontrol, DAE kontrol, MSCov tedavi grubundan érnekler secilerek
her biri i¢in ayr1 ayr1 yapildi. MS dizin genleri sonuglar kisminda verilmistir. MS
dizin caligmalar1 ile gruplar arasinda farklilik olan genler belirlendi ve bundan

sonraki ¢caligmalarda bu genler ¢alisildi.

2.2.3.2.1 Beyin Dokusundan RNA izolasyonu

Beyin dokusundan total RNA izolasyonu “Qiagen RNeasy Lipid Tissue Mini
Kit” kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina gore yapildi.-80°C’de bulunan fare
beyin dokular1 diethylpyrocarbonate (DEPC) ile muamele edilmis havanda sivi
azotla ogiitildi (Sekil 6).

Sekil 6. S1v1 azot ile beyin dokusu 6giitme.

2ml’lik eppendorf tiiplere 1 ml Qiazol Lysis Soliisyonundan eklendi. Daras1
alinan eppendorf tiiplere 50 mg olacak sekilde 6giitiilen beyin dokusu tartild1 ve iyice
karistirildi. Oda sicakliginda 5 dak. inkiibe edildikten sonra lizerine 200 pl kloroform
eklendi ve iyice karistirildi. 3 dak. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 12.000
xg’de 4°C’de 15 dak. santrifiij edildi. Ust faz alinip yeni 2 ml’lik eppendorf tiipe

alindi ve alinan iist fazin iizerine esit miktarda %70 etanol eklendi ve iyice
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karistirtldi. Karisim RNeasy mini spin kolona eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de
santrifiij edildi alta gecen kisim dokiildii. Kolonun iizerine 700 pl kitin iginde
bulunan yikama tamponu (RW1) eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de santrifiij edildi.
Alta gecen kisim dokiildii ve kolonun tizerine Kitin i¢inde bulunan RPE tamponundan
500 pl eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de santrifiij edildi, alta gegen kisim dokiildii.
Kolonun uzerine 500 ul RPE tamponu eklendi ve 2 dak. 15 saniye 9.000 xg’de
santrifiij edildi. Alta gegen kisim dokiildii. Kolon yeni tiipe alind1 ve iizerine 50 pl
RNaz icermeyen su eklendi ve 1 dak. 15 saniye 9.000 xg’de santrifiij edilerek
RNA’larin  alta gecmesi saglandi. Elde edilen RNA kalitesi agaroz jel
elektroforezinde gorintilendi ve konsantrasyonlart NanoDrop (MaestroNano)
cihazinda olc¢iildii. RNA izolasyonundan sonra konsantrasyonlari hesaplanan

RNA’lardan cDNA sentezi yapildi (asagida anlatilmistir).

2.2.3.2.2 Total RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi Ile Goriintiilenmesi

Izole edilen RNA’lar %1°lik agaroz jel hazirlanarak Thermo yatay agaroz jel
elektroforezi ile yuratildi. %1’lik agaroz jel, Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu
ile hazirlandi. Agaroz ¢ozlinene kadar mikrodalga firinda kontrollii bir sekilde 1sitma
islemi yapildi. Coziinme isleminden sonra agaroz soliisyonu sogutularak {izerine 1
uL Etidyum bromdir (EtBr) eklendi ve elektroforez tablasina dokiilerek kati hal
olusuncaya kadar beklendi. Kat1 hal alan agaroz jel, elektroforez tankina, kuyucuklar
RNA’nin ‘— den +’ ya vydruyebilmesi icin elektroforezin (=) kutbuna dogru
yerlestirildi. Elektroforez tanki RNA’ y1 yiiriitmek i¢in 1X TAE yiiriitme tamponuyla
dolduruldu. 3 pL RNA o6rnegi, 5 pL steril su ve 2ul yiiritme boyasi ile muamele
edilerek mikropipet ile jelde bulunan kuyucuklara yiklendi. Elektroforez gic
kaynagina baglandi ve 90 Volt, maksimum 500 mA’de 45 dak. siire ile ylratuldd.
Ydrltme bitince jel UV transilluminatérde gorintilenip DNR LightBis Prolmage
Analysis System (DNR Biolmaging System Ltd. Jerusalem, Israel) cihazinda
fotografland1 (Sekil 7).
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1kh Ermirel EKomirel Kamirel DAFIL DAFE? DAE3
DNA 1 4 3
Ladder &
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185 1RNA

Sekil 7. Kontrol ve DAE kontrol beyin dokularindan optimize edilmis yontem ile
izole edilmis total RNA agaroz jel elektroforez goriintiisii.

2.2.3.2.3 cDNA Sentezi

MS dizin ¢alismalart i¢in elde edilen RNA’lar niikleaz icermeyen ve DEPC
muamele edilmis yiiksek kaliteli su kullanilarak asagidaki karigim hazirlandi (her bir

dizin analizi i¢in yeterli olacak sekilde):

a) Genomik DNA Uzaklastirma Reaksiyon Karigimi (asagidakiler steril bir PCR tiipii

icinde birlestirildi)
Total RNA 3.2 ug
gDNA yok etme tamponu 2.0 ul
Yuksek kalite su 10.0 pl son hacime

Vortekslenip 10-15 saniye santrifiij edildi. Karisim 42 ° C'de 6 dak. inkibe edildikten

sonra en az bir dakika boyunca buz iizerinde sogutuldu.

b) Bu arada RT kokteyli asagidaki sekilde hazirlandi:

RT tamponu 4 ul
Primer 1 ul
RT enzim 2ul
Yuksek kalite su 10 pl son hacime

RT kokteyli (b) yukarida (a) elde edilen genomik DNA uzaklastirma reaksiyonu ile
karistirildiktan sonra 42°C'de 20 dak. inkiibe edilerek cDNA sentezi gergeklestirildi.

Siire sonunda enzimin inhibisyonu i¢in karisim 95 °C'de 5 dak. inklbe edildi.
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Inkiibasyon siire ve sicakliklar, RNA miktarlar1 laboratuvarimiz kosullarinda
optimize edildi. Eger elde edilen cDNA aym giin kullanilacaksa buz iizerinde
tutuldu, aksi halde -80 ° C'de saklandi. Elde edilen cDNA 91 pl yiiksek kalite su ile
seyreltilerek dizinlerde her bir kuyu icin 1.1 ul olacak sekilde kullanildi (Not: ilk

asamalarda cDNA kalite kontrolii bilinen bir primer seti ile kontrol edildi).

2.2.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

2241 Besiyeri Hazirlanmisi ve Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Calismalarimizda ATCC (American Type Culture Collection) firmasindan
alman SH-SY5Y, CCRF-CEM hiicre hatlar1 ve yine ticari olarak alinan primer fare
oligodendrosit hiicreleri kullanildi. Calisma boyunca kullanilmis olan insan
noroblastoma hicreleri icin (SH-SY5Y) %10 fotal dana serumu (FBS) ve %l
penisilin/streptomisin iceren Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture
F-12 (DMEM:F-12) besi ortami, lenfoma T hiicreleri olan CCRF-CEM hdicreleri icin
ise yine %10 fotal dana serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin iceren Roswell
Park Memorial Enstitl (RPMI-1640) besi ortami kullanildi. Bunun yaninda primer
fare oligodendrosit hiicreleri icin ise Mouse oligodendrocytes primary cell culture
media kullanildi ve tiim hiicreler ¢alisma boyunca 37°C, %5 CO> ve %95 nem iceren
ortamda inktbe edildi.

2.2.4.2 Tripan Mavisi

Deneylerimizde hiicre saymak i¢in kullandigimiz tripan mavisi 1:1000
sulandirilarak kullanildi. 0,05 gr tripan mavisi 10 ml dH.O’da c¢ozilip 0.22

mikronluk filtrelerden stziilerek kullanildi.
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2243 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler ¢ogaltildiklar kiiltiir kaplarinda hiicreler tek tabaka olduklarinda
pasajlar1 yapildi. Pasaj islemi i¢in oncelikle kiiltlir besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra
hiicreler % 0,25lik tripsin ile yaklasik 5 dak. muamele edildi ve hiicrelerin yiizeyden
ayrilmalar1 saglandi. Siispansiyon haline getirilen hiicreler steril santrifiij tiipiine
alindiktan sonra tripsinin inaktif hale gelmesi i¢in iizerine 2 ml uygun besi ortami
eklendi ve hicreler 200 xg hizda 5 dak. santriftj edildikten sonra supernatant
uzaklagtirildi. Pelet iizerine 1 ml besiyeri eklenerek, ependorfta hazirlanan tripan
mavisi ve hiicre karigimi (1:1) thoma laminda sayildi ve hiicreler deney planina goére
ekim icin hazir hale getirildi. Siispanse hiicreler olan CCRF-CEM hucreleri ise
dogrudan steril tiiplere alindi. 200 xg hizda 5 dak. santrif(j edildikten sonra
supernatant uzaklastirildi ve hiicre sayis1 yine tripan mavisi ile tespit edildikten sonra

ekim i¢in hazir hale getirildi.

2.2.44 Sitotoksisite Calismalar:

Hiicrelerin biiyiime ve gelismesi saglandiktan sonra sitotoksisite ¢aligsmalari
gergeklestirildi. MSCov ekstresi ve bundan elde edilen diklorometan, etil asetat ve n-
bitanol ekstreleri (hekzan ekstresinda herhangi bir madde elde edilemedigi igin
diklorometan, etil asetat ve n-biitanol ekstreleri ana fraksiyonlar olarak kullanildi) ve
bunun yaninda SH-SY5Y hicrelerinde 1H-indol-2-hidroksi 3-karboksilik asit,
glukokapparin, olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat (3p-hidroksi-olean-12-en-28-ol,
3-B-pentakosanoik ester), oleanolik asit, stigmast-5,22-dien-3p-miristat, ursolik asit
ve [-sitosterol saf bilesikleri sitotoksisite deneyleri igin uygun c¢ozicllerle

cozildikten sonra steril etmek i¢in 0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi.

Sitotoksisite testi igin farkli konsantrasyonlarda MSCov ekstresi suda
¢oziildii. 96’lik plakaya ekilecek olan hiicrelerin sayist hesaplandi. Bunun igin
adherent hiicreler tripsin ile kaldirildi. 15 ml’lik steril Falcon tiiplere besiyeri iginde
olan hiicreler alinip, 200 xg’de 24°C’de 5 dak. santrifiij edildi. Siipernatant atilip,
dibe ¢Oken hucreler 1 ml besiyeri iginde ¢ozuldu. Eppendorfta hazirlanan tripan
mavisi ve hiicre karigimi (1:1) thoma laminda sayildi. Hiicre sayist hesaplandiktan
sonra her kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 96 kuyulu plakalara ekildi ve
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plakalarin iizeri toplamda 200 pl olacak sekilde besiyeri ile tamamlandi. Hiicrelerin
plakaya yapismasi i¢in 24 saat %5’lik CO2 inkiibatoriinde, %95 nem ortaminda
bekletildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda MSCov ekstresi hiicrelere
uygulandi. 24 saatin sonunda 96 kuyulu plakadaki besiyeri uzaklastirildi. Her
kuyucuk 100 pl kristal viyole ile boyanip 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Plaka
cesme altinda tutularak boya uzaklastirildi. Her kuyucuga 100 pul 0,1 M % 50 etanol
icindeki sodyum-sitrat eklendi ve 15 dak. 100 rpm’de ¢alkalandi. Olusan renk 630
nm’de ELISA okuyucuda okundu. Slspanse olan CCRF-CEM hicrelerinde ise
sitotoksisite testi farkli konsantrasyonlarda MSCov ekstresi uygulanmis hiicreler
tripan mavisi ile boyanarak ve otomatik hiicre sayict (Eve NanoEntek, Kore) ile

sayilarak gerceklestirildi.

MSCov ekstresinden elde edilen diklorometan (DKM), etil asetat (EA) ve n-
bitanol (B) alt ekstreleri oleanolik asit (OA), ursolik asit (UA), olean-12-en-28-ol,
3B pentakosanoat (OPC), glukokapparin (GC), Stigmast-5,22-dien-3p-miristat
(SDM), 1H-indol-2-hidroksi 3-karboksilik asit (IHK) ve [-sitosterol (SIT) saf
bilesikleri ve rutin suda ¢6ziinmedigi i¢in hiicre kiiltlirii islemlerinde iyi bir ¢oziicii
olarak bilinen dimetil silfoksit (DMSO) icerisinde ¢6zuldiu ve sitotoksisite testi
yukarida anlatildig1 gibi gergeklestirildi. DMSO ile ¢6zilen alt fraksiyonlar ve saf
bilesiklerin sitotoksisite ¢aligmalarinda kontrol grubu uygulamada kullanilan dozda
DMSO’ya maruz birakildu.

2245 Hiicrelere Bilesiklerin Uygulanmasi

Hucrelerde MSCov ekstresi, DKM, EA, n-butanol alt ekstreleri, OA, UA,
OPC, GC, SDM, IHK ve SIT saf bilesikleri EC05 ve EC10 degerleri sitotoksisite
deneyi ile belirlendikten sonra bu dozlarin hiicrelerde belirlenen genlerin ekspresyon
diizeylerindeki etkisini test etmek ic¢in hiicre kiiltiirii ortaminda steril sartlarda
hiicrelere uygulandi. Bunun igin 10 mm petrilere 10° hiicre ekildi ve 24 saat
inkiibasyonun ardindan belirlenen dozlar bu hiicrelere uygulandi. Ikinci bir 24 saatin

sonunda hiicreler RNA izolasyonu i¢in 600 pl “Qiazol Lysis” reaktifi ile toplandi.
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2.2.4.6 Hiicrelerden RNA Izolasyonu

“’Qiazol Lysis’’ reaktifi ile toplanan hiicrelerden ayr1 ayri total RNA
izolasyonu yapildi. Total RNA izolasyonu ‘QIAGEN RNeasy Plus Universal’ kit
kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 baz alinarak ve hiicreden RNA izole etmek
icin kendi laboratuarimizda optimize ettigimiz prosediir ile yapildi. “Qiazol Lysis”
reaktifi ile toplanan hiicreler 5 dak. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra iizerine
100 pl kit icinde bulunan gDNA eliminator solusyonundan eklendi ve 15 saniye
karistirildi. Daha sonra 180 ul kloroform eklendi ve tekrar karistirildiktan sonra 3
dak. oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda 12.000 xg’de ve +4°C’de 30 dak.
santrifiij edildi. Ust faz almip 2 ml’lik steril eppendorf tiipe topland: ve alinan {ist
faza esit miktarda %70 etanol eklenip iyice karistirildi. Karisim “RNeasy mini spin”
kolona yuklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de santrifiij edildi ve alta gecen kisim
dokildu. Kolunun iizerine 700 pl kit i¢inde bulunan yikama tamponu “RWT”
eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de santrifuj edildi. Alta gecen kisim dokiiliip kolonun
tizerine 500 pl kit iginde bulunan yikama tamponu “RPE” eklendi ve 30 saniye 9.000
Xg’de santrifiij edilerek alta gecen kisim dokiildii. Kolon {iizerine tekrar “RPE”
tamponu eklendi ve 150 saniye 9.000 xg’de santrifuj edilerek alta gecen kisim tekrar
dokaldd. Son olarak kolan yeni tiipe alindi ve iizerine 40 ul RNaz icermeyen su
eklendi ve 75 saniye 9.000 xg’de santrifuj edildi. Elde edilen RNA kalitesi agaroz jel
elektroforezinde goruntulendi (Sekil 8) (Bolum 2.2.3.2.2’de anlatilmistir) ve

konsantrasyonlar1t NanoDrop (MaestroNano) cihazinda 6lgiildi.

1kb Eemtrel Eemtrel 4mgml 4mgml  Smgml

DNA 1 2 M3Cov  AM3Cer MSCov
Ladder 1 ¥ 1

e

[

- 285 rRNA

—

— i — PG

Sekil 8. Kontrol ve MSCov muamele edilmis SH-SY5Y hucrelerinden optimize
edilmis yontem ile izole edilmis total RNA agaroz jel elektroforez
gorantusu.
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2.2.4.7 cDNA Sentezi

cDNA sentezi Easy Script Plus cDNA sentez kiti ile oligo d(T) primeri ve

Ters Transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak ftiretici firmanin talimatlart dogrultusunda

gerceklestirildi. ¢cDNA sentezi igin 2,5 ug RNA kullanildi. Karisim (Tablo 3)

hazirlandiktan sonra CDNA sentezi icin 50°C’de 50 dak. inklbe edildi ve sire

sonunda, enzimi inhibe etmek i¢in 85°C’de 5 dak. bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar,

RT-PZR yapmak lzere -80 °C muhafaza edildi.

Tablo 3. cDNA sentez karisimu.

Hacim Son konsantrasyon
Total RNA Degisken 2.5 ug
Oligo(dT) primer 1pl 0.5uM
dNTP karisim (10 mM) 1l 500 uM
65°C 5 dakika inkiibasyon
5 X RT tamponu 4 pl 1X
RNaseOFF ribunukleaz inhibitori (40 U/ pul) 0.5 pl 20 Unite
Easyscript plus RTaz (200U/uL) 1l 200 unite
RNAaz icermeyen su Degisken -
Son hacim 20 pl -
2248 mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin Edilmesi:

Ger¢ek Zamanh PZR

Gergek zamanli PZR reaksiyonlari ABM Kilogreen qPCR Mastermix kiti

kullanilarak iiretici firmanin onerdigi talimatlara gore gergeklestirildi. Primer ve

cDNA miktarlar1 laboratuarimizda optimize edildi. Ger¢gek zamanli PZR sonucunda

elde edilen sonuglar Exicycler 3 programi kullanilarak hesaplandi ve normalizasyon

(housekeeping) geni olan beta aktin (ACTB)’e gore normalize edildi. Her gen icin

kopya sayis1 dongii sayisi iliskisinin dogrusal olmasi i¢in dongii sayist 35 olarak

belirlendi. PZR kosullar1 Tablo 4’de; sicaklik, dongii ve zamanlar1 ise Tablo 5’de

verilmistir.
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Tablo 4. gRT-PZR kosullari.

PZR Reaksiyon Karisim
Kilo Green 2X qPCR Master Mix | 12.5 pl

fleri Primer (10 pm) 0.6 ul

Geri Primer (10 pm) 0.6 ul

cDNA (1:5 seyreltilmis) 5ul

dH20 6.3 ul

Tablo 5. PZR sicaklik, dongii ve zamanlart.

PCR Kosullan
On Denatiirasyon 95°C 5 dakika
Denaturasyon 95°C 20 saniye
Yapisma X°C 20 saniye
Uzama 72°C 25 saniye
Dongii Sayist 35 dongu

PZR reaksiyonu i¢in ABM firmasinin drettigi ‘KiloGreen 2X qPCR
Mastermix’ kullanildi. Her gen igin ayri ayr1 amplifikasyon analizi ile standart
kalibrasyon egrisi olusturuldu ve erime egrisi analizleri yapildi. Amplifikasyon
sonucunda elde edilen Ct (threshold) degerleri kullanilarak secilen genlerin mRNA
ekspresyon duzeylerinde uygulamalar sonucunda meydana gelen degismeler
belirlendi. Deneylerde kullanilan primer dizileri SH-SY5Y ve CCRF-CEM hicreleri
icin insan, fare primer oligodendrosit hucreleri igin ise fare genomuna uygun olarak

secildi. Primer sekanslar1 Tablo 6 ve Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 6. SH-SY5Y ve CCRF-CEM hiicre ¢aligmalarinda kullanilan primer dizileri
ve yapisma sicakliklari.

Gen Kodu Gen Adi F_Dizisi (5'->3") R_Dizisi (5'->3") Yapisma
Sicakhigy
(*C)

NM_000484 hAPP GCCCTGCGGAATTGACAAG CCATCTGCATAGTCTGTGTCTG
NM_002985 hCCL5 CAGTCGTCTTTGTCACCCGA AGAGCAAGCAGAAACAGGCA
NM_002416 hCXCL9 | GGCTCTTTCCTGGCTACTCC TCCCTGGTCCCTGTAGTGAG
NM_002055 hGFAP GTGTCAGAAGGCCACCTCAA TCAGGTCTGGGGAAATGTGC
NM_001530 hHIF1A GGCGCGAACGACAAGAAAAA GTGGCAACTGATGAGCAAGC
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Tablo 7. Fare primer oligodendrosit hiicre ¢alismalarinda kullanilan primer dizileri
ve yapisma sicakliklari.

GenAd F_Dizisi (5'->3") R_Dizisi (5'->3") Yapisma

Sicakhigy

NM_011123 mPLP1 CAGGCTCCTGCTAGA AATGG TCCGTTCTGCTCTCCTCAGT “
NM_011434 mSOD1 AGACCTGGGCAATGTGACTG CGGCCAATGATGGAATGCTC
NM_011577 mTGFB1 AGGGCTACCATGCCAACTTC CCACGTAGTAGACGATGGGC

NM_007393 mACTB AGCCATGTACGTAGCCATCC GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA 60

2.2.5 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Minitab 13 istatistiksel yazilim paketi (Minitab, Inc.,
State College, PA, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen sonuclar her biri
veri i¢in Ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir. Gruplar arasi
karsilastirma Student's t-testi kullanilarak yapildi ve istatistiksel anlamlilik seviyesi
olarak p < .05 secildi. Ug¢ grup arasindaki istatistiksel karsilastirmalar, tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi. Mikroarray analizi i¢in, farkli sekilde
eksprese edilen genlerin tim veri analizleri R 3.1.2 (www.r-project.org) kullanilarak

gerceklestirildi.
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3. SONUCLAR

3.1  Capparis ovata Saf Bilesik Izolasyonu

Calismamizda Capparis ovata bitkisinden sadece su kullanilarak MSCov
ekstresi hazirland1 ve bu ekstreden geri ekstraksiyon yontemiyle elde edilen 3 farkhi
alt ekstre (diklorometan, etil asetat ve n-bltanol) her 3 hiicre grubunda da
calismalarimizda kullanildi. Bunun yani sira Dbitkinin  tomurcuk ve meyve
kisimlariin diklorometan: hekzan ekstresinden 8 tane saf bilesik izole edildi. Ayrica
MSCov ekstresinden geri ekstraksiyonla diklorometan alt ekstresinden 1 tane saf
bilesik izole edildi (1H-indol-2-hidroksi-3-karboksilik asit). izole edilen 7 tane saf
bilesigin MS genleri tizerine etkisi SH-SYS5Y hiicrelerinde ¢aligildi. Kalan 2 tane saf

madde karisim olarak izole edildigi i¢in ¢alismaya dahil edilemedi. 1zole edilen saf

-

B-sitosterol Stigmast-5_22-dien-3B-miristat

bilesik yapilar1 Sekil 9 ve 10°da verilmistir.

Olean -12-en-28-o0l, 3p-pentakosanoat

CoOoH
']
\
H
1H-indol-2-hidroksi. 3-karboksilik asit

Sekil 9. izole edilen saf bilesik yapilari 1.
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3p-hidroksi-3a, Go-epoksikolestan 3p-hidroksi-3p, 6F-epoksikolestan
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Sekil 10. Calisilan saf bilesik yapilar1 I1.

Bu 9 bilesikten 1’i triterpenoid yapiya sahip, dogadan ilk kez izole edilen
yeni bir bilesik olan olean-12-en-28-ol, 3B-pentakosanoattir. izole edilen tek alkaloit
bilesik ise 1H-indol-2-hidroksi, 3-karboksilik asit’tir ve bu bilesik literatiir i¢in yeni
bir bilesiktir. Epoksili iki steroizomerik bilesik 3B3-hidroksi-5a,6a-epoksikolestan ve
3B-hidroksi-5B,6B-epoksikolestan karisim halinde izole edildi. Bu iki bilesik dogadan
ilk kez izole edildi. Calisilan bir diger saf bilesik steroid yapidaki stigmast-5,22-dien-
3B-miristat’ta dogadan ilk kez bu ¢alismada izole edildi.
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3.2  Deneysel Alerjik Ensefalomiyelit (DAE) Calismalar:

3.2.1 Hayvanlarda DAE Olusturulmasi

Hayvanlarda deneysel MS hayvan modeli olusturmak i¢in %95 safliktaki
Miyelin  Oligodendrosit Glikoprotein 35-55 aminoasit peptit (MOG35-55),
Mycobacterium tuberculosis toksin (i1s1 inaktive edilmis) ve Freund adjuvant
kullanildi. Freund adjuvant ile emiilsifiye edilmis 250 ug MOG 35-55 ve 400 pg 1s1
inaktive edilmis Mycobacterium tuberculosis toksin karisimi, her hayvanin deri
altina enjekte edildi. Bu islemden hemen sonra ve 48 saat sonra 400 ng Bordetella
pertussis toksin karin bosluguna enjekte edildi. Hayvanlarda hastalik olustuktan
sonra hayvanlar hasta kontrol grubu (DAE), deney sonuna kadar (38 gln) takip
edilen paralel hasta grubu (PDAE) ve tedavi gruplar1 olarak ayrildi. Tedavi grubuna
21 gin boyunca MSCov ekstresi 500 mg/kg olacak sekilde verildi. Hastalik
olusumunun takibinde kullanilan skorlama grafigi Sekil 11°de verilmistir (skorlama
Tablo 1’de verildigi gibi yapilmistir). Bu grafik 3 kez tekrar edilen deneylerin

ortalama + standart sapma verilerini icermektedir.

—+— MSCOV Tedavi
—a— DAE
4 FDAE M3Covtedavi baslangig giini
TTTTTTTTTT
l i l 1 11
-= T
53 L
o
wn
—
E 2
@
o=
o
1
']' _r"'_F“"F“""“"_F“"F
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

Giin

Sekil 11. DAE (hasta), PDAE (paralel hasta) ve MSCov tedavi grubu farelerde
go6zlenen klinik skorlar.

Elde edilen sonuglar gostermistir ki; hayvanlara MSCov tedavisi basladig

giinden itibaren hastalik skorlarinda ciddi geri gidisler s6z konusudur. Bunun
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yaninda PDAE grubundaki halen devam eden hastalik bulgulart bu geri gidisin
zamanla alakali kendiliginden degil MSCov tedavisi ile gergeklestigini

gOstermektedir.

3.2.2 MS Dizin Analizleri

Anlamli sayida ornekte (8) ¢ok sayida genin (84 adet MS patojenezinde rol
oynadigi tespit edilmis gen) ifade diizeyini analiz etmek ve taramak i¢in hazir diziler
kullanilmistir. Boylelikle, oncelikle degisiklik gosteren genler kolaylikla saptandi ve
daha sonraki deneylerimizde degisen genler tizerinde detayli ¢alisilmak igin veri elde
edildi.

Calisilan genler 13 grup altinda incelenmistir. Bu gruplama asagida verildigi

gibidir. Genlerin agik isimleri ise Tablo 8’de verilmistir.
Myelinizasyon: Cd9, Hexb, Ifng, Mal, Mbp, Ntf3, Plp1, Pmp22, Sod1, Tgfbl.

T HicreAktivasyonu/Sinyali: Apc, Cd28, Cd4, Egrl, Foxp3, Icaml, Ifng, 1110, 1118,
111B, 112ra, 116, 1l16st (Gp130), Mapkl (Erk2), Sodl, Tgfbl, Vcaml.

Adaptif Bagisiklik: Cls, Cd40 (Tnfrsf5), Foxp3, Icaml1, Ifng, 1110, 1118, 111b, I16st
(Gp130), Tgfbl, Vegfa.

Sitokin/Kemokin: Ccl12, Ccl3 (Mip-1a), Ccl5 (Rantes), Ccl7 (Mcp-3), Csfl (Mcsf),
Cxcl10 (Inp10), Cxcl1l (I-TAC/IP-9), Cxcl9 (Mig), Fasl (Tnfsf6), Ifng, 1110, 1118,
[11B, 116, Lta (Tnfb), Tgfb2, Tnf, Vegfa.

Inflamasyon Kontrol: Ccl5 (Rantes), Ednra, Gpx1, 116, 116st (Gp130), Jak2, Tnfrsfla.

Inflamasyon Tepkisi: Cls, Ccl12, Ccl3 (Mip-1a), Ccl7 (Mcp-3), Ccrl, Ccr5, Cd40
(Tnfrsf5), Cd44, Cxcl10 (Inp10), Cxclil (I-TAC/IP-9), Cxcl9 (Mig), Fnl, Hifla,
1110, 1113, 111b, 112ra, Itgh2, NFxB1, Stat3, Tgfbl, Tnf, Tnfrsflb.

Noral Apoptoz: Aktlsl, Bax, Bcl2, Bel2l1l (Bcl-x), Erbb3, Gpx1, Jak2, Jun, Ntf3,
Sodl, Tgfb2, Tnf-a.

36



Genel Apoptoz: 1110, Mapkl (Erk2), Tnfrsflb, ll6st (Gp130), Hdacl, Rafl, Apc,
App, Ccll12, Cd28, Fasl (Tnfsf6), Ifng, Il1b, Il2ra, 116, Itgh2, Mmp9 (Gelatinase B),
NFkB1, Tgfbl, Tnfrsfla, Adm, Cd44, Lta (Tnfb), Mal, Vegfa.

Hucre Adhezyonu: Apc, App, Bcl2, Ccll12, Ccl5 (Rantes), Ccrl, Cd4, Cd44, Cd9,
Csfl (Mcsf), Cxcr3, Erbb3, Ezr, FN1, Icam1, 1118, Il1b, Itgb2, Jak2, Mag, Map2k1
(Mek1), Tgfbl, Tgfb2, Tnf-a, Vcaml.

Hucre Stresi: Adm, Bcl2, Gpx1, Hifla, Ifng, 1l1b, Jak2, Jun, Ptpnll, Sodl, Tgfb2,
Tnf.

Reseptorler: Ccrl, Ccr5, Cd28, Cd4, Cd40 (Tnfrsf5), Cd44, Cxcr3, Ednra, Ephal,
H2-Ebl, lcaml, 112ra, 116st (Gp130), Itgh2, Nr2fl, Tnfrsfla, Tnfrsflb.

Transkripsiyon Faktorleri: Egrl, Foxp3, Hdacl, Hifla, Jun, Myc, NFkB1, Nr2fl,
Stat3.

Digerleri: Aspa, Edc4, Gfap, Gnai2, Grb2, Jakl, Phgdh, Rangapl, Topl, Tubb4,
Ywhah

Tablo 8. MS PZR dizin (array) gen tablosu.

Genin Agik [smi Genin Kodu

Adrenomedullin NM_009627
AKT1S1 AKT1 substrat 1 (prolin zengin) NM_026270
APC Adenomatoz poliposis koli NM_007462
APP Amiloid beta (A4) 6ncu proteini NM_007471
ASPA Aspartoacilaz NM_023113
BAX Bel2 iligkili X proteini NM_007527
BCL2 B-hiicresi I6semi/lenfoma 2 NM_009741
BCL2L1 Bcl2 benzeri 1 NM_009743
C1S Kompleman bilesenin 1, s alt bileseni NM_144938
CCL12 Kemokin (C-C motifi) ligand1 12 NM_011331
CCL3 Kemokin (C-C motifi) ligandi 3 NM_011337
CCL5 Kemokin (C-C motifi) ligandi 5 NM_013653
CCL7 Kemokin (C-C motifi) ligand 7 NM_013654
CCR1 Kemokin (C-C motifi) reseptori 1 NM_009912
CCR5 Kemokin (C-C motifi) reseptorii 5 NM_009917
CD28 CD28 antijeni NM_007642
CD4 CD4 antijeni NM_013488
CD40 CDA40 antijeni NM_011611
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CD44 CD44 antijeni NM_009851
CD9 CD?9 antijeni NM_007657
CSF1 Koloni uyarici faktor 1 (makrofaj) NM_007778
CXCL10 Kemokin (C-X-C motifi) ligandi 10 NM_021274
CXCL11 Kemokin (C-X-C motifi) ligandi 11 NM_019494
CXCL9 Kemokin (C-X-C motifi) ligandi 9 NM_008599
CXCR3 Kemokin (C-X-C motifi) reseptorii 3 NM_009910
EDC4 mRNA 4 Dekapaj giiglendirici NM_181594
EDNRA Endotelin reseptdr tip A NM_010332
EGR1 Erken biiylime yanit1 1 NM_007913
EPHAL Eph reseptor Al NM_023580
ERBB3 V-erb-B2 eritroblastik I6semi, viral onkogen homologu 3 NM_010153
EZR Ezrin NM_009510
FASL Fas ligand (TNF sliper ailesi, 6) NM_010177
FN1 Fibronektin 1 NM_010233
FOXP3 Forkhead kutu P3 NM_054039
GFAP Glial fibriller asidik protein NM_010277
GNAI2 Guanin niikleotid baglayici protein (G proteini), alfa 2 inhibe edici NM_008138
GPX1 Glutatyon peroksidaz 1 NM_008160
GRB2 Biiyiime faktorii reseptdr protein 2 baglanmis NM_008163
H2-EB1 Doku 2, sinif II antijen E beta NM_010382
HDAC1 Histon deasetilaz 1 NM_008228
HEXB Heksosaminidaz B NM_010422
HiF1A Hipoksi indUklenebilir faktor 1, alfa alt birimi NM_010431
ICAM1 Adezyon molekili 1 NM_010493
IFNG Interferon gamma NM_008337
IL10 Interlokin 10 NM_010548
1L13 Interleukin 13 NM_008355
1L18 Interlokin 18 NM_008360
IL1B Interldkin 1 beta NM_008361
IL2RA interlokin 2 reseptdru, alfa zinciri NM_008367
IL6 Interlékin 6 NM_031168
IL6ST Interldkin 6 sinyal doniistiiriicii NM_010560
ITGB2 Integrin beta 2 NM_008404
JAK1 Janus kinaz 1 NM_146145
JAK?2 Janus kinaz 2 NM_008413
JUN Jun onkogen NM_010591
LTA Lenfotoksin A NM_010735
MAG Miyelin iligkili glikoproteinin NM_010758
MAL Miyelin ve lenfosit proteini, T-hiicresi farklilasmasi proteini NM_010762
MAP2K1 Mitojenin aktive ettigi protein kinaz kinaz 1 NM_008927
MAPK1 Mitojenin aktive ettigi protein kinaz 1 NM_011949
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MBP Miyelin temel protein NM_010777
MMP9 Matriks metaloproteinaz 9 NM_013599
MYC Myelocytomatosis onkogen NM_010849
NFKB1 B-hiicreleri 1, p 105 kappa hafif polipeptid gen arttirict nuikleer faktor NM_008689
NR2F1 Niikleer reseptor alt ailesi 2, F grubu, tiye 1 NM_010151
NTF3 Nérotropin 3 NM_008742
PHGDH 3-fosfogliserat dehidrojenaz NM_016966
PLP1 Proteolipid protein (miyelin) 1 NM_011123
PMP22 Periferal miyelin proteini 22 NM_008885
PTPN11 Protein tirozin fosfataz, reseptor-dis: tipi 11 NM_011202
RAF1 V-raf-16semi, viral onkogen 1 NM_029780
RANGAP1 | RAN GTPaz aktive edici protein 1 NM_011241
SOD1 Slperoksit dismutaz 1, ¢ozllebilir NM_011434
STAT3 Sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii 3 NM_011486
TGFB1 Transforme edici biytime faktorl beta 1 NM_011577
TGFB2 Transforme edici biytime faktori, beta 2 NM_009367
TNF-a Tumor nekrozis faktor alfa NM_013693
TNFRSF1A | Tumdr nekroz faktor reseptdri stiper ailesi, 1a NM_011609
TNFRSF1B | Tumdr nekroz faktor reseptdrl stiper ailesi, 1b NM_011610
TOP1 Topoizomeraz (DNA) | NM_009408
TUBB4 Tubdlin, p 4 NM_009451
VCAM1 Vaskiiler hiicre yapisma molekiilii 1 NM_011693
VEGFA Vaskiiler endotelyal blylime faktori A NM_009505
YWHAH Tirozin ~ 3-monooksijenaz/triptofan  5-monooksijenaz  aktivasyon | NM_011738
proteini, beta polipeptit
GUSB Glukuronidaz, beta NM_010368
HPRT Hipoksantin guanin fosforibozil transferaz NM_013556
HSP90AB1 | Isi sok proteini 90 alfa (sitozolik), B sinifi elemani 1 NM_008302
GAPDH Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz NM_002046
ACTB Aktin, beta NM_001101

MS dizi analiz ¢aligmalari i¢in her gruptan (Kontrol, DAE, MSCov tedavi)
8’er Ornek triplike olarak c¢aligildi. Calismalar sonucunda her grubun ortalamalari
alindi ve analiz yapildi. Verilerin analizleri Qiagen firmasinin {icretsiz olarak
sagladigi RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis v3.4 ile web iizerinden ¢evirim igi
gergeklestirildi. Gen ekspresyon duzeyleri normalizasyon geni (housekeeping gen)
olan ACTB (B aktin) kullanilarak normalize edildi. (*) ile isaretlenen genler P < .05

diizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren genlerdir. MS dizin analiz sonuglar

Tablo 9’da sunulmaktadir.
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Tablo 9. MS PZR dizin (array) sonuglari.

Gen Kontrol DAE MSCov Gen Sembolu Kontrol DAE MSCov

Sembolil Tedavi Tedavi

|

|

Kirmuzi renk anlamli olarak artan genleri; mavi ise anlamli olarak baskilanan genleri vermektedir (Sonuglar kat degisim olarak
verilmistir ve kontrol gen olarak ACTB kullanilmustir).
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MS dizin ¢aligmalari ile ekspresyon diizeylerinde anlamlilik goriilen genler
belirlendi ve takip eden calismalar bu yonde devam ettirildi. Bu genler; APP, C1S,
CCL5, CD4, CXCL9, CXCL10, GFAP, GNAI, HIF1A, IL6, MBP, MAG, MMP9,
NFKB, PLP, PTPN11, STAT, SOD, TGFB1 ve TNF-a’dir (Bu genlerle ilgili detayli
bilgi Bolim 7’de ekler kisminda verilmistir). Bu genlerden CXCL10 79 kat gibi
yiikksek bir degerde artarak DAE grubunda ekspresyonu en fazla yukselen gen
olmustur. Benzer sekilde CCL5 78 kat artis gostererek ciddi anlamda fark gorulen bir
diger gendir. Bunlar1i DAE grubunda TNF-a ve CXCL9 genleri 26 ve 13 kat artarak
izlemektedir. Cikan sonuglar MSCov tedavi ile neredeyse tiim genlerde kontrol
degerlerine geri doniislerin oldugunu gosterdi. Bunun yaninda DAE grubunda MAG,
MBP ve PLP genlerinin eksprsyon diizeyleri 2 ve 2.8 kat araliginda baskilanmustir.

3.3  Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Calismalarimizda insan noroblast hicreleri (SH-SY5Y), insan T lenfoma
hicreleri (CCRF-CEM) ve fare primer oligodendrosit hiicreleri kullanildi. Hiicreler
uygun ortam ve sartlar saglanarak biiyiitiildii ve ilk olarak sitotoksisite deneyleri
yapildi. Her madde i¢in uygun dozlar belirlendikten sonra hiicrelere uygulandi ve
RNA izolasyonu yapildiktan sonra, belirlenen genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri
tayin edildi. Bu boliim g¢alismalarda tiim sonuglar, aksi belirtilmedikge, 3 bagimsiz

tekrarin triplike 6l¢iimlerin ortalama =+ standard sapma seklinde verilmektedir.
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3.3.1 SH-SYSY Hiicrelerinde Yapilan Calismalar
3.3.11 SH-SYS5Y Hiicrelerinde MSCov Ekstresi Calismalari

3.3.1.1.1 MSCov Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi i¢in degisik konsantrasyonda MSCov ekstresi suda
coziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi ve daha o6nce 96’lik plakaya
(1x10%/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi Uizerine 24 saat siiresince maruz
birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda MSCov ekstresinin bu

hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 12).

MSCov y = -24,86In(x) + 127,92

SH-SY5Y RE=091%8
120 -

100 -

80 1 %
60 1 §

Hiicre Canhihig (%)

40 |

20 A

0 2 ! 6 8 10 12 14 16
MSCov Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 12. MSCov ekstresinin SH-SY5Y hiicre canliligina etkisi.
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Her ne kadar hiicre ¢aligmalar1 ile NOEL ve LOEL gibi degerlerin saptanmasi
mimkiin degilse de ilerleyen ¢aligmalar igin toksik olmayan doz, kullanilmaya
calisildi. Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik
EC05 ve ECI10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gore bundan
sonraki c¢aligmalarda 4 mg/ml ve 6 mg/ml MSCov konsantrasyonlarinin

kullanilmasina karar verildi.

3.3.1.1.2 MSCov Ekstresinin SH-SY5Y Hucrelerinde Belirlenen
Genlerin mRNA Ekspresyon Duizeylerine Etkisi

Sitotoksisite caligmasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda MSCov ekstresi uygulandi. 24 saatin sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar ile belirlenen genlerin mRNA ekspresyon

diizeyleri caligildi.

Yapilan tiim c¢alismalarda sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 dilizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren Orneklerdir.

SH-SY5Y hiicrelerinde MSCov ile yapilan ¢alismalarda APP ECO5 ve EC10
dozunda sirasiyla 2.7 ve 3.2 kat, CCL5 3.2 ve 2.9 kat, CXCL9 3.3 ve 2.9 Kkat,
CXCL10 2.3 ve 2.8 kat, son olarak TNF-a 2.3 ve 2.9 kat baskilanma sdz konusudur.
Bunun yaninda EC05 dozunda GFAP 2.5, HIF1A 3.2, NFKB 2.1, PTPN 2.6 kat;
EC10 dozunda ise IL6 2.5 ve MMP9 2.4 kat baskilanmistir. MAG ve PLP genlerinde
ise EC10 dozunda sirastyla 2.3 ve 3.8 kat anlamli olarak artig gézlendi. Bu sonuglar
bize MSCov’un SH-SYSY hiicre hattinda anti enflamatuvar etkisini ve miyelin

rejenere edici etkisi oldugunu gosterdi.

SH-SY5Y hicrelerinde MSCov ekstresinin segilen 20 tane gen uzerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 13-32’de sunulmaktadir.
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Kat Degisim (APP/ACTB)

Kontrol

Std Hata
= APP

4

Sekil 13. MSCov ekstresinin SH-SY5Y
hiicre hattinda APP mRNA

2

5 o5

<

wn

-

S

E -05-

2

Bo

)

a

N

<

M 15
25

seviyesine olan etkisi.

Kontrol

Std Hata
mC1S

4

Sekil 14. MSCov ekstresinin SH-SY5Y
hiicre hattinda C1S mRNA

seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (CCL5/ACTB)

Std Hata
mCCL5

Kontrol 4 6

Sekil 15. MSCov ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (CD4/ACTB)

hiicre hattinda CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCD4

Kontrol 4

e

Sekil 16. MSCov ekstresinin SH-SY5Y
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hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

1,5 4

0,5 1

05 -

15 -

-2,5 1

-35

Std Hata
mCXCL9

Kontrol 4 6

Sekil 17. MSCov ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim CXCL10/ACTB)

Sekil 18

hiicre hattinda CXCL9
MRNA seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCXCL10

Kontrol 4

. MSCov ekstresinin SH-SY5Y
hiicre  hattinda CXCL10
MRNA seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (GFAP/ACTB)

Std Hata
= GFAP

Kontrol 4

Sekil 19. MSCov ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (GNAI/ACTB)

hiicre hattinda GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mGNAI

Kontrol 4

/

Sekil 20. MSCov ekstresinin SH-SY5Y
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hiicre hattinda GNAI mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (HIF1A/ACTB)

15 -

Std Hata
mHIF1A

Kontrol 4

Sekil 21. MSCov ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (IL6/ACTB)

hiicre hattinda HIFIA mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mlL6

Kontrol 4 mg/ml 6

MSCov

Sekil 22. MSCov ekstresinin SH-SY5Y

hiicre hattinda IL6 mRNA
seviyesine olan etkisi.

2,5 1

Kat Degisim (MAG/ACTB)

15 1

0,5 -

Std Hata

1 MAG
*
Kontrol 4 mg/ml 6 mg/ml
MSCov MSCov

Sekil 23. MSCov ekstresinin SH-SY5Y

18 -
16 -
14 -
12 -

0,8 1
0,6 -
0,4 4
0,2 4

Kat Degisim (MBP/ACTB)
-

hiicre hatinda MAG mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
= MBP
Kontrol 4 mg/ml 6 mg/ml
MSCov MSCov

Sekil 24. MSCov ekstresinin SH-SY5Y
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hiicre hattinda MBP mRNA
seviyesine olan etkisi.



Std Hata Std Hata

= MMP9 =PLP
15 - *
4 -
1 4
& 351
] @
g ™ g 3
< o < .5
& Kontrol 4 E '
é 05 - S
S £
£ -1 4 Z 15 1
= 2
B 15 - | 1
a2 =
E 2 M 05
- - 0
25 ot Kontrol 4 mg/ml 6 mg/ml
3 / MSCov  MSCov

Sekil 25. MSCov ekstresinin SH-SY5Y  Sekil 27. MSCov ekstresinin SH-SY5Y

hiicre hattinda MMP9 mRNA hiicre hattinda PLP mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
uNFKB =PTPN
15 15
11 17
2 ~
= 05 B 08
< @)
< < 0-
@ U Z Kontrol 4 6
=) Kontrol 4 & 05
& -0
Z 05 e
E g 17
2] - Z
g D 15
_ =
g -1,5 T N 2
<
= -
-2 25 -
2,5 3 *

Sekil 26. MSCov ekstresinin SH-SY5Y  Sekil 28. MSCov ekstresinin SH-SY5Y
hiicre hattinda NFKB mRNA hiicre hattinda PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
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Kat Degisim (SOD/ACTB)

-15

Std Hata
=SOD

Kontrol 4

Sekil 29. MSCov ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (STAT/ACTB)

1,6 4
1,4 -

1,2 1

08 -
0,6 -
04 -

0,2 -

hiicre hattinda SOD mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uSTAT
| L
Kontrol 4 mg/ml 6 mg/ml
MSCov MSCov

Sekil 30. MSCov ekstresinin SH-SY5Y

hiicre hattinda STAT mRNA
seviyesine olan etkisi.

15 1

Kat Degisim (TGFB1/ACTB)
o

Kontrol

Std Hata
B TGFB1

/

Sekil 31. MSCov ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (TNF-0/ACTB)
-

hiicre hattinda TGFB1 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
ETNF-a

Kontrol 4

Sekil 32. MSCov ekstresinin SH-SY5Y
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hiicre hattinda TNF-a. mRNA
seviyesine olan etkisi.



3.3.1.2 SH-SY5Y Hucrelerinde MSCov Diklorometan Alt Ekstresi

Calismalan

3.3.1.2.1 Diklorometan Alt Ekstresi Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi igin degisik konsantrasyonda Diklorometan (DKM) alt
ekstresi %20 DMSOQO’da ¢ozilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi ve daha 6nce
96’lik plakaya (I1x10%kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi lizerine 24 saat
stiresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda DKM alt

ekstresinin hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 33).

120 - Diklorometan Alt Ekstresi
SH-SY5Y y =-22,19In(x) + 163,23
R2 =0,9967

100 -

80 -
3
X
N’
§ 60
@)
<P
j
&
=
s

40

20 1

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

DKM Alt Ekstresi Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 33. DKM alt ekstresi SH-SY5Y hiicre canliligina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
calismalarda 22 pg/ml ve 27 pg/ml DKM alt ekstresi konsantrasyonlarinin

kullanilmasina karar verildi.

3.3.1.2.2 Diklorometan Alt Ekstresinin SH-SY5Y  Hucrelerinde
Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda DKM alt ekstresi uygulandi. 24 saatin sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren Orneklerdir.

Secilen 20 adet genden SH-SYS5Y hucrelerinde DKM alt ekstresi
uygulanmasi sonucunda EC10 dozunda CCLS5 2.3 kat ve CXCL9 2.2 kat; EC05 ve
EC10 dozunda ise HIF1A sirasiyla 3.1 ve 3.8 kat, TNF-a ise 2.1 ve 2.4 kat
baskilanmistir. DKM alt ekstresi anti-enflamatuvar ve kemokin/sitokin baskilayici
etki gosterdi. Her ne kadar anlamli bir fark olmasa da CXCL10, NFKB, C1S ve CD4

gibi genlerin ekspresyon diizeyleri de baskilandi.

SH-SYS5Y hicrelerinde DKM alt ekstresinin segilen 20 tane gen uzerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 34-53’de verilmistir.
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2,5 -

15 -

0,5 4

Kat Degisim (APP/ACTB
=

Std Hata
u APP
Kontrol 22 pg/mi 27 pg/mi
DKM DKM

Kat Degisim (CCL5/ACTB)
o
o

-2,5

Std Hata
mCCL5

Kontrol 2

* 7

Sekil 34. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y  Sekil 36. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y

15 1

Kat Degisim (C1S/ACTB)
o

hiicre hattinda APP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mC1S

Kontrol 2

1,5 1

Kat Degisim (CD4/ACTB)

hiicre hattinda CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCD4

Kontrol 2

Sekil 35. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y  Sekil 37. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y

hiicre hattinda CIS mRNA
seviyesine olan etkisi.
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hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

Sekil 38. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y
hiicre hattinda CXCL9 mRNA

Sekil 39. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y
CXCLI10

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

-2,5

1,5

Std Hata
mCXCL9

Kontrol 2

seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCXCL10

Kontrol 2

/

hiicre  hattinda
MRNA seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (GFAP/ACTB)

-15

Std Hata
u GFAP

Kontrol 22 pg/mi 2

DKM

/

Sekil 40. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (GNAI/ACTB)
o
ol

-2,5

hiicre hattinda GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
u GNAI

Kontrol 2

/

Sekil 41. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y
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hiicre hattinda GNAI mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (HIF1A/ACTB)

Std Hata
EHIF1A

Kontrol 2

Sekil 42. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (IL6/ACTB)

15 -

0,5 4

05 -

-1,5 1

hiicre hattinda HIFIA mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mIL6

Kontrol 2

/

Sekil 43. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y

hiicre hattinda IL6 mRNA
seviyesine olan etkisi.

1,6 -

14 -

Kat Degisim (MAG/ACTB)

1,2 1

08 -
06 -
04 -

0,2 -

Std Hata
® MAG

Kontrol 22 pg/ml

DKM

27 pg/mi
DKM

Sekil 44. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y

1,8 4
1,6 1
14 4
1,2 4

Kat Degisim (MBP/ACTB)

08 -
0,6 -
04 -
0,2 -

hiicre hattinda MAG mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
= MBP
|
Kontrol 22 pg/ml 27 pg/mi
DKM DKM

Sekil 45. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y
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hiicre hattinda MBP mRNA
seviyesine olan etkisi.



15 -

Kat Degisim (MMP9/ACTB)

-2,5

Sekil 46. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (NFKB/ACTB)
o

-2,5

Sekil 47. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y

15 -

Std Hata
= MMP9

1,6

Kontrol 2

Kat Degisim (PLP/ACTB)

hiicre hattinda MMP9 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
= NFKB
1,6 -
[ "
2 121
Q
g
r4
ﬁ 0,8 -
= O
Kontrol 2 27 pg/ml E 06 -
DKM Z
pY)
S 04 -
a
= ]
g 02
0

/

hiicre hattinda NFKB mRNA
seviyesine olan etkisi.
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1,4 -

1,2 4

0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

Std Hata
uPLP

Kontrol 22 pg/mi 27 pg/mi
DKM DKM

Sekil 48. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y

hiicre hattinda PLP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
=PTPN

Kontrol 22 pg/mi 27 pg/ml
DKM DKM

Sekil 49. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y

hiicre hattinda PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi.



18 -
16 -
14 -
12 -

0,8
0,6 1
0,4 4
0,2 4

Kat Degisim (SOD/ACTB)
=

Std Hata
= SOD

Kontrol 22 pg/mi 27 pg/ml
DKM DKM

14 -
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-
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)
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z
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04 -
2
=
2 02 -
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Std Hata
= TGFB1

Kontrol 22 pg/ml 27 pg/ml
DKM DKM

Sekil 50. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y  Sekil 52. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y
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Sekil 51. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y  Sekil 53
hiicre hattinda STAT mRNA

hiicre hattinda SOD mRNA

seviyesine olan etkisi.

Std Hata
ESTAT

Kontrol

/

seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (TNF-a/ACTB)
-

53

hiicre hattinda TGFB1 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
B TNF-a

Kontrol 2

. DKM alt ekstresinin SH-SY5Y
hiicre hattinda TNF-o mRNA
seviyesine olan etkisi.



3.3.13 SH-SY5Y Huicrelerinde Etil Asetat Alt Ekstresi

Calismalan

3.3.1.3.1 Etil Asetat Alt Ekstresinin Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi i¢in degisik konsantrasyonda Etil Asetat (EA) alt ekstresi
%20 DMSO’da ¢oziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi ve daha once 96’lik
plakaya (1x10%kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi lizerine 24 saat siiresince
maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda EA alt ekstresinin

hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 54).

120 4 Etil Asetat Alt Ekstresi y=-16.58In0 + 147,57
SH-SY5Y o
100 -
80
Q
<
5
g 60 -
o
5]
-
2
=
=
40 -
20 A
0 T T T T T \
0 50 100 150 200 250 300

EA Alt Ekstresi Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 54. Etil Asetat alt ekstresinin SH-SYSY hiicre canliligina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
calismalarda 24 pg/ml ve 32 pg/ml EA alt ekstresi konsantrasyonlarinin

kullanilmasina karar verildi.

3.3.1.3.2 Etil Asetat Alt Ekstresinin SH-SY5Y Hicrelerinde Belirlenen
Genlerin mRNA Ekspresyon Duizeylerine Etkisi

Sitotoksisite c¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda EA alt ekstresi uygulandi. 24 saatin sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (¥) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren Orneklerdir.

Secilen 20 adet genden SH-SYSY hiicrelerinde EA alt ekstresi uygulanmasi
sonucunda EC05 ve EC10 dozunda APP 3.7 ve 4.6, PLP 2.1 ve 2.3 ve PTPN 2.1 ve
2.2 kat anlamli olarak artmistir. Bunun yaninda EC10 dozunda; CCL5 2.1 Kat,
CXCL9 2 kat anlamli olarak baskilanmistir. GFAP geninde ise EC05 dozunda
yaklagik 2.5 kat anlamli olarak artis gdzlenmistir. Sonuglardan yola ¢ikarak EA alt

ekstresinde ana ekstre ile ¢ok ortiisen sonuglar elde edilemedigi goriillmektedir.

SH-SYS5Y hicrelerinde EA alt ekstresinin segilen 20 tane gen uzerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 55-74’de verilmistir.
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Kat Degisim (APP/ACTB)

4,5 1

3,5 -

2,5 4

1,5 1

0,5 -

Std Hata

u APP
*
* |
Kontrol 24 pg/ml - 32 pg/ml
EA EA

Sekil 55. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (C1S/ACTB)

15 -

hiicre hattinda APP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uC1S

Kontrol 2

Sekil 56. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

hiicre hattinda CI1S mRNA
seviyesine olan etkisi.

15 4

Kat Degisim (CCL5/ACTB)

-2 -

-2,5

1,5 -

Std Hata
mCCL5

Kontrol

Sekil 57. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

1,8 -
1,6 -
14 -
1,2 1

0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

Kat Degisim (CD4/ACTB)
=

hiicre hattinda CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uCD4
Kontrol 24 pg/mi 32 pg/mi
EA EA

Sekil 58. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

56

hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

15 1

-1,5 1

-2 -

-2,5

Std Hata
mCXCL9

Kontrol 2

Wil

Kat Degisim (GFAP/ACTB)

2,5 1

15 1

0,5 1

Std Hata
u GFAP

Kontrol 24 pg/ml 32 pg/mi

EA EA

Sekil 59. EA alt ekstresinin SH-SY5Y  Sekil 61. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

-1,5 1

-2,5

hiicre hattinda CXCL9 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCXCL10

Kontrol 2 32 pg/mi

EA

/

Kat Degisim (GNAI/ACTB)

1.8 1
1,6 1
14 1
1,2 1

08 -
0,6 -
04 -
02 -

hiicre hattinda GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
u GNAI

Kontrol 24 pg/ml 32 pg/ml

EA EA

Sekil 60. EA alt ekstresinin SH-SY5Y  Sekil 62. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

hiicre = hattinda  CXCLI10
MRNA seviyesine olan etkisi.
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hiicre hattinda GNAI mRNA
seviyesine olan etkisi.
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Std Hata
mEHIF1A

Kontrol 24 pg/ml

EA

32 pg/ml
EA

Sekil 63. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (IL6/ACTB)

-2 -

-2,5

15 -

hiicre hattinda HIFIA mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mlL6

Kontrol 2

Sekil 64. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

hiicre hattinda IL6 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (MAG/ACTB)

-15

Std Hata
uMAG

Kontrol 2 32 pg/mi

EA

Sekil 65. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (MBP/ACTB)

16 -
14

1,2

0,8 -
0,6 -
04 -

0,2 -

hiicre hattinda MAG mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
= MBP

Kontrol 24 pg/ml

EA

32 pg/mi
EA

Sekil 66. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

58

hiicre hattinda MBP mRNA
seviyesine olan etkisi.



Std Hata Std Hata

1 MMP9 EPLP
1,5 - 3
*
1 2,5 1 *
2 &/
b= ]
£ o5 o 2
Z Z
(=)
E 0 & 15
= Kontrol 2 &
< E .
g 057 =
z g
B0 a
D - 4 4
8 1 5 05
- M
215 0
Kontrol 24 pg/mi 32 pg/mi
9 EA EA

Sekil 67. EA alt ekstresinin SH-SY5Y  Sekil 69. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

hiicre hattinda MMP9 mRNA hiicre hattinda PLP mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
mNFKB EPTPN
15 3 *
*
1 25 -
2 o5 2
< S 2]
Kontrol 2 |
; 05 g 15
< &
£ 1 E 17
» 5
e '1,5 3 0,5
S 3
-2 - M 0
2,5 - | Kontrol 24 pg/mi 32 pg/mi
— EA EA
-3 /
Sekil 68. EA alt ekstresinin SH-SY5Y  Sekil 70. EA alt ekstresinin SH-SY5Y
hiicre hatinda NFKB mRNA hiicre hattinda PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
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Kat Degisim (SOD/ACTB)

2,5 1

15

0,5 -

Std Hata
mSOD

Kontrol 24 pg/ml 32 pg/mi
EA EA

Sekil 71. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (STAT/ACTB)

-1,5

hiicre hattinda SOD mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uSTAT

Kontrol 32 pg/mi

EA

e

Sekil 72. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

hiicre hattinda STAT mRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (TGFB1/ACTB)

Std Hata
ETGFB1

Kontrol 24 pg/mi 3
EA

/

Sekil 73. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

Kat Degisim (TNF-a/ACTB)

1,6
14

1,2 |

08 -
0,6 -
0,4 -

0,2 -

hiicre hattinda TGFB1 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
ETNF-a

Kontrol 24 pg/mi 32 pg/ml
EA EA

Sekil 74. EA alt ekstresinin SH-SY5Y

60

hiicre hattinda TNF-a. mRNA
seviyesine olan etkisi.



3.3.14 SH-SY5Y Hicrelerinde n-bitanol Alt Ekstresi Calismalari

3.3.1.4.1 n-butanol Alt Ekstresi Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi i¢in degisik konsantrasyonda n-butanol alt ekstresi %20
DMSO’da ¢oziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi ve daha 6nce 96’lik plakaya
(1x10%/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi Uizerine 24 saat siiresince maruz
birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda n-bilitanol alt ekstresinin

hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 75).

120 - n-bitanol Alt Ekstresi y =-17,1In(x) + 156,42
SH-SY5Y Re=0.9225

100 -

80 A

60 A

40

Hiicre Canlihig: (%)

20 A

0 5'0 1(')0 15;0 2(')0 ZéO 3(')0
n-butanol Alt Ekstresi Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 75. n-butanol alt ekstresinin SH-SY5Y hiicre canliligina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
calismalarda 37 pg/ml ve 50 pg/ml n-bltanol alt ekstresi konsantrasyonlarinin

kullanilmasina karar verildi.

3.3.1.4.2 n-butanol Alt Ekstresinin SH-SY5Y Hoicrelerinde Belirlenen
Genlerin mRNA Ekspresyon Duizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda n-bitanol alt ekstresi uygulandi. 24 saatin sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim c¢alismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

Secilen 20 adet genden SH-SYS5Y hucrelerinde n-bitanol alt ekstresi
uygulanmasi sonucunda EC05 ve EC10 dozunda C1S 2 ve 2.7 kat, CXCL10 6.4 ve
3.5kat, IL6 2.5 ve 2 kat, MAG 3.6 ve 6.4 kat, MMP9 4.7 ve 3.2 kat son olarak PTPN
3.2 ve 2.2 kat baskilanan genlerdir. ECO5 dozunda NFKB 2.8 kat; EC10 dozunda ise
TNF-a 2.7 kat anlamlilik diizeyinde baskilanan genlerdir. PLP ise n-bltanol alt
ekstresi uygulamasi ile EC10 dozunda ekspresyon diizeyi 2.5 kat olarak artan tek
gendir. Her ne kadar C1S, CXCL10, IL6, MMP9 ve PTPN baskilanmasi anti-
enflamatuvar etkiyi isaret etse de MAG geninin ekspresyon diizeyindeki ciddi diisiis

tezatlik olarak karsimiza ¢ikt1.

SH-SYS5Y hicrelerinde n-bitanol alt ekstresinin segilen 20 tane gen uzerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 76-95’de verilmistir.
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1,8 1
1,6 1

)
=
Q
~
R
A
<
2
W
fin)
a
5
M
0

14 -
1,2 -

0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

Std Hata

u APP
Kontrol 37 pg/ml 50 pg/ml
n-butanol  n-bltanol

Sekil 76. n-bitanol alt ekstresinin SH-

Kat Degisim (C1S/ACTB)
)
()]

SYS5Y hiicre hattinda APP
MRNA seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uC1S

Kontrol

Sekil 77. n-bitanol alt ekstresinin SH-

SYS5Y  hiicre hattinda CI1S
MRNA seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCCL5

Kontrol 3
n.

/

1,5
l 4
3
3 0,5 -
<
o 0
Q
< 0,5
g
(723
;gn 14
a
G
v 1,5
2 -
-2,5

Sekil 78. n-biitanol alt ekstresinin SH-

15 4
3
3 0,5
z
<
a
s}
E o5
380
D
a
Rl
<
i
-15 -
-2
Sekil 79.

63

SY5Y hiicre hattinda CCLS5
MRNA seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uCD4

Kontrol

n-butanol alt ekstresinin SH-
SYS5Y hiicre hattinda CD4
MRNA seviyesine olan etkisi.



15 -

Kat Degisim (CXCL9/ACTB)
o

Std Hata
mCXCL9

Kontrol

Sekil 80. n-biitanol alt ekstresinin SH-

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

SYSY hiicre hattinda CXCL9
MRNA seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCXCL10

Kontrol

Sekil 81. n-butanol alt ekstresinin SH-

SYS5Y hiicre hattinda CXCL10
MRNA seviyesine olan etkisi.

15 1

Kat Degisim (GFAP/ACTB)
o

Kontrol 3

Std Hata
u GFAP

50 pg/ml

n- n-butanol

i

Sekil 82. n-biitanol alt ekstresinin SH-

18 -
16 -
14

B 12

0

< 1

o

< 08 -

€ e

g

1723

g 04

D

A 02

N

<

i 0

SYS5Y hiicre hattinda GFAP
MRNA seviyesine olan etkisi.

Std Hata
u GNAI
Kontrol 37 pg/ml 50 pg/ml
n-bltanol n-butanol

Sekil 83. n-butanol alt ekstresinin SH-
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SYS5Y hiicre hattinda GNAI
MRNA seviyesine olan etkisi.



Std Hata Std Hata
EHIF1A = MAG

1,5

Kontrol

Kat Degisim (HIF1A/ACTB)
Kat Degisim (MAG/ACTB)
N

Kontrol 3 50 pg/ml
n- n-bitanol 37
-0,5
4
-1 1 5
15 - -6 -
2 / 7
Sekil 84. n-biitanol alt ekstresinin SH-  Sekil 86. n-bitanol alt ekstresinin SH-
SYS5Y hiicre hattinda HIF1A SYS5Y hiicre hattinda MAG
MRNA seviyesine olan etkisi. MRNA seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
mIL6 = MBP
1,5 - 1,8 -
1 16 -
05 14
a )
g 5 1,2 A
&) 0 - <
< Kontrol = 17
; 0,5 g 08 -
E E 06
E” 15 ;ga” 0.4 1
2 2 3 0'2 |
-25 : Kontrol 37 pg/ml 50 pg/ml
! n-butanol n-butanol
-3 *

Sekil 85. n-biitanol alt ekstresinin SH-  Sekil 87. n-bitanol alt ekstresinin SH-
SYS5Y  hiicre hattinda IL6 SYS5Y hiicre hattinda MBP
MRNA seviyesine olan etkisi. MRNA seviyesine olan etkisi.
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Std Hata
= MMP9

Kontrol 3 5

Sekil 88. n-butanol alt ekstresinin SH-

Kat Degisim (NFKB/ACTB)
-

Kontrol

SYS5Y hiicre hattinda MMP9
MRNA seviyesine olan etkisi.

Std Hata
= NFKB

/

Sekil 89. n-butanol alt ekstresinin SH-

SYS5Y hiicre hattinda NFKB
MRNA seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (PLP/ACTB)

2,5 1

15 1

0,5 1

Std Hata

uPLP
*
Kontrol 37 ug/ml 50 pg/ml
n-butanol  n-bitanol

Sekil 90. n-bitanol alt ekstresinin SH-

Kat Degisim (PTPN/ACTB)

1,5 1

0,5 -

-0,5 -

SYS5Y hiicre hattinda PLP
MRNA seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mPTPN

Kontrol 3 5

*

Sekil 91. n-biitanol alt ekstresinin SH-
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SYS5Y hiicre hattinda PTPN
MRNA seviyesine olan etkisi.
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1,2 4

08 -
0,6 -
04 -

0,2 -

Std Hata

mSOD
Kontrol 37 pg/ml 50 pg/ml
n-bltanol n-bitanol

Sekil 92. n-biitanol alt ekstresinin SH-

Kat Degisim (STAT/ACTB)
o
ol

-1,5

SYS5Y hiicre hattinda SOD
MRNA seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uSTAT

Kontrol 50 pg/mi

n-bitanol

Sekil 93. n-biitanol alt ekstresinin SH-

SYS5Y hiicre hattinda STAT
MRNA seviyesine olan etkisi.

18 -
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g 14
Q
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E 08 -
g
= 06 -
S .
8 047
5 02
s 0
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Std Hata
= TGFB1
Kontrol 37 pg/ml 50 pg/ml
n-bltanol n-butanol

Sekil 94. n-butanol alt ekstresinin SH-

@ o5
O
<
?
2 05
=)
E
Z
15 A
a
N
]
i
25
-3

SY5Y hiicre hattinda TGFB1
MRNA seviyesine olan etkisi.

Std Hata
ETNF-a

Kontrol

Sekil 95. n-biitanol alt ekstresinin SH-
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SYS5Y hiicre hattinda TNF-a
MRNA seviyesine olan etkisi.



3.3.15 SH-SY5Y Hucrelerinde 1H-indol-2-hidroksi, 3-karboksilik
asit Saf Bilesigi Caliymalari

3.3.1.5.1 1H-indol-2-hidroksi, 3-karboksilik asit Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi igin degisik konsantrasyonda 1H-indol-2-hidroksi, 3-
karboksilik asit (IHK) %20 DMSO’da ¢6zilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi
ve daha dnce 96’lik plakaya (1x10%/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi lizerine
24 saat siiresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda

IHK’in hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 96).

1H-indol-2-hidroksi, 3-karboksilik asit

_ y =-19,78In(x) + 162,83
120 SH-SY5Y B2 206707

100

80
&
=
N’
-
o0
_—

= 60
=
<
o
)

'b §
E 40
®
20
0
0 100 200 300 400 500 600

IHK Konsantrasyonu (uM)

Sekil 96. IHK saf bilesiginin SH-SYS5Y hiicre canliligina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
calismalarda 36 pM ve 45 pM IHK konsantrasyonlarinin kullanilmasina Kkarar

verildi.

3.3.1.5.2 1H-indol-2-hidroksi, 3-karboksilik asit Saf Bilesiginin SH-
SY5Y Hicrelerinde Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon

Duzeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda IHK uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan
hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon

diizeyleri caligildi.

Yapilan tiim c¢alismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 dilizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

Secilen 20 adet genden SH-SY5Y hiicrelerinde IHK uygulanmasi sonucunda
ECO05 ve EC10 dozunda GFAP 2.8 ve 2.2 kat artarken; GNAI her iki dozda da 2.1
kat baskilanmistir. Bunun yanimda MMP9 geni sadece EC05 dozunda 2 kat anlamli

olarak baskilanmistir.

SH-SY5Y hucrelerinde IHK saf bilesiginin secilen 20 tane gen uzerine
etkilerinin sonuglar1 Sekil 97-116°da verilmistir.
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1,5 1

Kat Degisim (APP/ACTB)

Std Hata
u APP

Kontrol 36

/

Sekil 97. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

1,5 1

Kat Degisim (C1S/ACTB)

hiicre hattinda APP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uCl1S

Kontrol 36

/

Sekil 98. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda CIS mRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (CCL5/ACTB)

Std Hata
mCCL5

Kontrol 36 uM IHK 45

/

Sekil 99. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

1,5 1

Kat Degisim (CD4/ACTB)

hiicre hattinda CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
=CD4

Kontrol 36

Sekil 100. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y
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hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

1,5

-15

Std Hata
mCXCL9

Kontrol 36

Sekil 101. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

2,5 -

1,5 1

0,5 -

hiicre hattinda CXCL9 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCXCL10

Kontrol 36 uM IHK 45 pM IHK

Sekil 102. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre  hattinda  CXCL10
MRNA seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (GFAP/ACTB)

Std Hata
u GFAP

*
.'ﬁ

Kontrol 36 uM IHK 45 uM IHK

Sekil 103. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (GNAI/ACTB)

15 4

0,5 1

05 -

15 -

25 -

hiicre hattinda GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uGNAI

Kontrol 36

/

Sekil 104. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y
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hiicre hattinda GNAI mRNA
seviyesine olan etkisi.
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Sekil 105. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (IL6/ACTB)

-1,5

Sekil 106. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

0,5 -

Std Hata
EHIF1A

Kontrol 36 uM IHK 45

Kat Degisim (MAG/ACTB)

s 2

hiicre hattinda HIFIA mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mIL6

Kontrol 36 uM IHK 45

Kat Degisim (MBP/ACTB)
-

/

hiicre hattinda IL6 mRNA
seviyesine olan etkisi.
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Std Hata
u MAG

Kontrol 36

18 -
1,6 1
14
1,2 4

08 -
0,6 -
04 -
0,2 -

Sekil 107. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda MAG mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
= MBP

Kontrol 36 pM IHK 45 uM IHK

Sekil 108. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda MBP mRNA
seviyesine olan etkisi.



_1’5 4

Kat Degisim (MMP9/ACTB)
o
o

-2,5

Sekil 109. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda MMP9 mRNA

1,5 1

Kat Degisim (NFKB/ACTB)

-2 -

-2,5

Sekil 110. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda NFKB mRNA

Std Hata
= MMP9

Kontrol 36

-1’5 4

seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uNFKB

Kontrol 36

/

seviyesine olan etkisi.
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Std Hata
mPLP

Kontrol 36 uM IHK 45

—

Sekil 111. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (PTPN/ACTB)

-2,5

hiicre hattinda PLP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mPTPN

Kontrol 36

S

Sekil 112. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y
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hiicre hattinda PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi.



Std Hata Std Hata

uSOD = TGFB1

15 - 18 -

1 4 é‘ 1,6 1 i i
2 O 14 -
= 057 < :
Q Z 12 - J
8 Kontrol 36 e
= 05 E 08 -
g Z
B g g 06 -
& a
= s 04 -
M -15 - .

0,2 -
_2 4 0
Kontrol 36 uM IHK 45 pM IHK
25

Sekil 113. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 115. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda SOD mRNA hiicre hattinda TGFB1 mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
HSTAT B TNF-a
15 - 15
1 1 -
2 o
= =
0,5 o 05
2 <
= ?
<« 0 B 0 1
7 Kontrol 36 UM IHK 45 z Kontrol 36
E 05 E 05
Ey o)
S -1 ED -1 1
¥ 2 5
-15 1 : :
2 /
-2

Sekil 114. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 116. IHK saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda STAT mRNA hiicre hattinda TNF-a. mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
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3.3.1.6 SH-SY5Y Hicrelerinde Glukokapparin Saf Bilesigi

Calismalan

3.3.1.6.1 Glukokapparin Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi i¢in degisik konsantrasyonda glukokapparin (GC) %20
DMSO’da ¢oziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi ve daha dnce 96’lik plakaya
(1x10%/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi tizerine 24 saat siiresince maruz
birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda GC’in hiicrelerin yasam

oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 117).

120 - Glukokapparin y = -20,34In(x) + 159,95
SH-SY5Y R?=0,8865

BR
80 %

60 A

Hiicre Canlihigi (%)

40 - 3

20 A

0 5'0 1C')0 1é0 2('JO ZéO
Glukokapparin Konsantrasyonu (uM)

Sekil 117. GC saf bilesiginin SH-SYSY hiicre canliligina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
calismalarda 24 pM ve 31 pM GC saf bilesigi konsantrasyonlarinin kullanilmasina

karar verildi.

3.3.1.6.2 Glukokapparin Saf Bilesiginin SH-SY5Y Hucrelerinde
Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda GC saf bilesigi uygulandi. 24 saatin sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim c¢alismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

Secilen 20 adet genden SH-SY5Y hucrelerinde GC saf bilesigi uygulanmasi
sonucunda ECO05 ve EC10 dozunda sirayla APP 7 ve 5.8 kat, C1S 2.2 ve 2.7 Kat,
CCL5 2.3 ve 4.6 kat, CXCL10 2.2 ve 2.6 kat, GFAP 3.2 ve 4 kat, MMP9 3.1 ve 3.5
kat ve SOD 27 ve 24 kat artarken; EC05 dozunda HIF1A 3.1 kat; EC10 dozunda ise
MAG 2.2, MBP 2.7 ve PLP 3.1 kat ekspresyonu artan genlerdir. Bunun yaninda
EC10 dozunda GNAI 21.1 kat ve NFKB 12.5 Kkat baskilanan genlerdir. GC 6zellikle

cogu kemokin ve sitokinin ekspresyonunu artirarak enflamatuvar etki gosterdi.

SH-SY5Y hicrelerinde GC saf bilesiginin secilen 20 tane gen U(zerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 118-137’de verilmistir.
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Kat Degisim (APP/ACTB)

Std Hata
u APP

Kontrol  24uMGC 31 uM GC

Sekil 118. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

3,5 1

Kat Degisim (C1S/ACTB)

2,5 -

1,5 1

0,5 -

hiicre hattinda APP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata

uCi1Ss
*

Kontrol  24pM GC 31 M GC

Sekil 119. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda C1S mRNA
seviyesine olan etkisi.

4,5 1

Kat Degisim (CCL5/ACTB)

0,5

3,5 -

2,5 -

15 -

Std Hata
mCCL5
*
I
*
Kontrol 24uM GC 31uMGC

Sekil 120. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

15 1

2 05
o
Q
g
<
a
S s
-
£
o0
D
a
N
<
>

hiicre hattinda CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
=CD4

Kontrol 24

/

Sekil 121. GC saf bilesiginin SH-SY5Y
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hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Std Hata Std Hata

#CXCL9 uGFAP
1,6 - 45 - *
14 1 4 *
£ 121 2 ] —
% |
< )
S 1- =
d & 25 -
% 08 - =
S S 2
£ 06 -
Z g
p=1) o A
2 04 - g1
A a
-
2 02 - E 05 -
0 0
Kontrol 24UMGC  31LpUM GC Kontrol 24puM GC  31uM GC

Sekil 122. GC saf bilesiginin SH-SYS5Y  Sekil 124. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

hicre  hattinda  CXCL9 hiicre hattinda GFAP mRNA
MRNA seviyesineolan etkisi. seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
= CXCL10 =GNAI
* B
. 5
- * -/
B 25 07
S 7 2 Kontrol ~ 24uyM GC 31
g 2 - = -5 -
= Q
=
: :
g 15 z -10 -
£ z
& 1 Z 15
=) g
= 05 1 a
(e g 20 -
0
Kontrol 24uM GC 31 uM GC 25 /

Sekil 123. GC saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 125. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre  hattinda CXCL10 hiicre hattinda GNAI mRNA
mMRNA  seviyesine  olan seviyesine olan etkisi.
etkisi.
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3,5 1

o

—

3

=

<

y—

=

jmn}

=)

E

172

s O

)

8 05 -

Rl

«

M
15 -
2

2,5 4

15 |

0,5 -

= Std Hata
* mHIF1A

Kontrol 24pMGC 31

/

Sekil 126. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

1,4 1

1.2 1

Kat Degisim (IL6/ACTB)

0,8 -

0,6 -

0,4 -

0,2 -

hicre  hattinda  HIF1A
MRNA seviyesineolan etkisi.

u Std Hata
mIL6

Kontrol  24uMGC 31 uM GC

Sekil 127. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda IL6 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (MAG/ACTB)

2,5 1

15 -

0,5

= Std Hata
= MAG

*

Kontrol 24uM GC  31puM GC

Sekil 128. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (MBP/ACTB)

3,5 1

2,5 -

15 -

0,5 1

hiicre hattinda MAG mRNA
seviyesine olan etkisi.

u Std Hata
= MBP

*

Kontrol 24uyM GC  31uM GC

Sekil 129. GC saf bilesiginin SH-SY5Y
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hiicre hattinda MBP mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (MMP9/ACTB)

3,5 -

2,5 1

15 1

0,5 -

Std Hata

= MMP9
*
* |
i
Kontrol ~ 24uM GC  31uM GC

Sekil 130. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (NFKB/ACTB)

-10 -

-12 -

-14

hiicre hatinda MMP9 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
= NFKB

Kontrol 24

Sekil 131. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda NFKB mRNA
seviyesine olan etkisi.

3,5 -

Kat Degisim (PLP/ACTB)

2,5 1

1,5 1

05 -

Std Hata

mPLP
*

Kontrol 24uM GC  31uM GC

Sekil 132. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (PTPN/ACTB)
o

hiicre hattinda PLP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mPTPN

Kontrol 24

)

Sekil 133. GC saf bilesiginin SH-SY5Y
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hiicre hattinda PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi.



Std Hata Std Hata

= SOD m TGFB1
30 + * 2 -
*
1,8 -
= 25 - — & 16
- 5 14 -
S 20 - =
g 2 1
S 2
2 15 A ©]
g % 08 -
g 10 | Z 06 -
a 0
2 02 1
0 0

Kontrol 24uyMGC 31pMGC Kontrol  24uMGC  31uM GC

Sekil 134. GC saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 136. GC saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda SOD mRNA hiicre hattinda TGFB1 mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
ESTAT B TNF-a
15 - 16 -
| |

1 - . 14 | | l
2 B 12
= 05 Q [
o < . i
< 7

=

g o Z 08 -
5 Kontrol 24 =)
E 05 g %]
£ 2 04
| -1 =
E o 021

15 - 0

Kontrol 24puyM GC  31uM GC
-2

Sekil 135. GC saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 137. GC saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda STAT mRNA hiicre hattinda TNF-a. mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
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3.3.1.7 SH-SY5Y Hucrelerinde Olean-12-en-28-ol, 3p
pentakosanoat Saf Bilesigi Caliymalari

3.3.1.7.1 Olean-12-en-28-ol, 3p pentakosanoat Saf Bilesigi Sitotoksisite

Calismasi

Sitotoksisite testi i¢in degisik konsantrasyonda Olean-12-en-28-ol, 3f
pentakosanoat (OPC) saf bilesigi %20 DMSO’da ¢oOzulerek 0,2 mikronluk
filtrelerden gecirildi ve daha &nce 96°lik plakaya (1x10%/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y
hiicre dizisi lizerine 24 saat sliresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli

konsantrasyonlarda OPC’n hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 138).

Olean-12-en-28-ol, 3p-pentakosanoat

120 -
SH-SYSY y = -31,85In(x) + 185,57
R2=0,9382

100 - }
- 80 A
S
N’
—
B
=
=
S 60 -
@]
<5
Rt
&
E

40 4

20 4

0 . . . . . . ,
0 20 40 60 80 100 120 140

OPC Konsantrasyonu (LM)

Sekil 138. OPC saf bilesiginin hiicre canliligina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
caligmalarda 17 uM ve 20 pM OPC konsantrasyonlarinin kullanilmasina karar

verildi.

3.3.1.7.2 Olean-12-en-28-ol, 3p pentakosanoat Saf Bilesiginin SH-SY5Y
Hucrelerinde Belirlenen  Genlerin - mRNA  Ekspresyon

Duzeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda OPC uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan
hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon

diizeyleri caligildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 dilizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren Orneklerdir.

Secilen 20 adet genden SH-SY5Y hiicrelerinde OPC saf bilesigi uygulanmasi
sonucunda EC05 ve EC10 dozunda CXCL10 2.2 ve 2.1 kat, GNAI 2.8 ve 3 kat ve
HIF1A 4.5 ve 2.6 kat; EC10 dozunda ise MMP9 3.5 kat, NFKB 2.5 kat ve TNF-a 4.5
kat mMRNA ekspresyon diizeyi baskilanan genlerdir. CXCL10, HIF1A, NFKB ve
TNF-o enflamatuvar cevapta rol alan gen grubudur ve bunlarin OPC uygulanmasi

sonucu baskilanmasi anti-enflamatuvar etkiyi gosterir.

SH-SY5Y hicrelerinde OPC saf bilesiginin secilen 20 tane gen Uzerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 139-158’de verilmistir.
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Std Hata Std Hata

uAPP mCCL5
1,5 - 15 -
1 11
) 2 s
£ 05 3]
< < 5
a w
& 0 - - Kontrol 17
< Kontrol 17 8 05
E o5 £
3B Z -1
2 B
éé 1] 2 15 -
15 1 _ M 5 q
2 / 25 /
Sekil 139. OPC saf bilesiginin SH- Sekil 141. OPC saf bilesiginin SH-
SYS5Y hicre hattinda APP SY5Y  hiicre hattinda
MRNA  seviyesine olan CCL5 mRNA seviyesine
etkisi. olan etkisi.
Std Hata Std Hata
mC1S uCD4
15 - 15 -
1 1
2 2 05 ]
g o5 g
& ¥
- a 0 -
1< S Kontrol 17
g 07 g
= Kontrol 17 = -0,5 1
) 5
; -0,5 - e 1 4
> ¥
- 15 -
)z
-15 / 2

Sekil 140. OPC saf bilesiginin SH- Sekil 142. OPC saf bilesiginin SH-

SYS5Y hiicre hattinda C1S SY5Y hiicre hattinda CD4
mRNA  seviyesine olan mRNA  seviyesine olan
etkisi. etkisi.
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Std Hata
mCXCL9

15 4

0,5 -

Kontrol 17 uM OPC 20

-0,5 1

Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

-1,5 1

, Dz

Sekil 143. OPC saf bilesiginin SH-
SY5Y  hiicre  hattinda
CXCL9 mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata
mCXCL10

Kontrol 17 20

15 -

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

Sekil 144. OPC saf bilesiginin SH-
SYSY  hiicre  hattinda
CXCL10 MRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (GFAP/ACTB)

Std Hata
u GFAP

Kontrol 17 pM OPC 20

g

Sekil 145. OPC saf bilesiginin SH-
SYSY  hiicre  hattinda
GFAP mRNA seviyesine
olan etkisi.

Kat Degisim (GNAI/ACTB)

Std Hata
u GNAI

Kontrol 17

Sekil 146. OPC saf bilesiginin SH-
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SYS5Y hiicre hattinda GNAI
mRNA  seviyesine olan
etkisi.



Kat Degisim (HIF1A/ACTB)

Sekil

Kat Degisim (IL6/ACTB)

1 - i

Std Hata
mHIF1A

Kontrol 17

* /
147. OPC saf bilesiginin SH-
SY5Y hiicre hattinda
HIFLA mRNA seviyesine
olan etkisi.
Std Hata
uIL6
15 -
1 p
0,5 -
0 -
Kontrol 17
05
_1 4
-1,5 -
_2 4
25 e

Sekil 148. OPC saf bilesiginin SH-

SYS5Y hiicre hattinda IL6
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Kat Degisim (MAG/ACTB)

1.8 1
1,6 1
1,4 1
1,2 1

0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

Std Hata
= MAG

Kontrol 17 uM OPC 20 pM OPC

Sekil 149. OPC saf bilesiginin SH-

Kat Degisim (MBP/ACTB)

18 -
16 -
14
12 -

08 -
0,6 -
04 -
0,2 -

SYS5Y hiicre hattinda MAG

MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Std Hata

= MBP
|
|
Il
Kontrol 17 uM OPC 20 uM OPC

Sekil 150. OPC saf bilesiginin SH-
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SYSY hiicre hattinda MBP
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



Std Hata
= MMP9

Kontrol 17

Kat Degisim (MMP9/ACTB)
=
Kat Degisim (PLP/ACTB)

18 -
1,6 -
14 1
1,2 1

0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

Std Hata
mPLP

Kontrol 17 pM OPC 20 uM OPC

Sekil 151. OPC saf bilesiginin SH- Sekil 153. OPC saf bilesiginin SH-
SY5Y  hiicre  hattinda
MMP9 mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata
= NFKB

Kontrol 17

Kat Degisim (NFKB/ACTB)
o
[6,]
Kat Degisim (PTPN/ACTB)

SYS5Y hiicre hattinda PLP
mRNA  seviyesine olan
etkisi.

Std Hata
mPTPN

Kontrol 17

Sekil 152. OPC saf bilesiginin SH-  Sekil 154. OPC saf bilesiginin SH-

SYSY hiicre hattinda MBP
mRNA  seviyesine olan
etkisi.
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SYSY hiicre hattinda PTPN
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



Kat Degisim (SOD/ACTB)

1,8 -
1,6 4
14
1,2 4

0,8 4
0,6 4
0,4 -
0,2 4

Std Hata
uSOD

Kontrol 17 pM OPC 20 pM OPC

Sekil 155. OPC saf bilesiginin SH-

Kat Degisim (STAT/ACTB)

15 1

SY5Y hicre hattinda SOD

MmRNA  seviyesine olan
etkisi.
Std Hata
BSTAT

Kontrol 17

Sekil 156. OPC saf bilesiginin SH-

SYS5Y hiicre hattinda STAT
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

1,6 1

14 -

Kat Degisim (TGFB1/ACTB)

Sekil

Kat Degisim (TNF-a/ACTB)

1,2 |

08 1
0,6 -
04 -

0,2 -

Std Hata
= TGFB1

Kontrol 17 uM OPC 20 pM OPC

157. OPC saf bilesiginin SH-

SY5Y hiicre hattinda
TGFB1 mRNA seviyesine
olan etkisi.
Std Hata
B TNF-a

Kontrol 17

——

Sekil 158. OPC saf bilesiginin SH-
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SYSY hiicre hattinda TNF-
o mRNA seviyesine olan
etkisi.



3.3.1.8 SH-SY5Y Hucrelerinde Olean-12-en-28-ol, 3p
pentakosanoat Saf Bilesigi ve Rutin Paralel Uygulamasi

Calismalan

3.3.1.8.1 Rutin Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi i¢in degisik konsantrasyonda rutin %20 DMSO’da
coziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi ve daha o6nce 96’lik plakaya
(1x10%/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi tizerine 24 saat siiresince maruz
birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda rutinin hiicrelerin yasam

oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 159).

i =-13,87In(x) + 134,43
120 Rutin Y R2 =O(,9)126
SH-SY5Y

100

80
&
=
N’
—
80
=
=

= 60
]
@)
[<P]
S
)
E

40

20

0

0 10 20 30 40 50 60

Rutin Konsantrasyonu (uM)

Sekil 159. Rutin’in SH-SYS5Y hiicre canliligina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu dozlardan yola ¢ikarak OPC saf bilesigi ile birlikte

paralel olarak 20 UM rutinin hiicrelere uygulanmasinina karar verildi.

3.3.1.8.2 Olean-12-en-28-0l, 3p pentakosanoat Saf Bilesigi ve Rutin
Paralel Uygulamasiin SH-SY5Y Hucrelerinde Belirlenen
Genlerin mRNA Ekspresyon Duizeylerine Etkisi

Sitotoksisite c¢alismasiyla kullanilacak olan rutin dozu belirlendikten sonra
hlcrelere bu belirlenen dozda rutin OPC saf bilesigi ile birlikte uygulandi. 24 saatin
sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin

MRNA ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren Orneklerdir.

Secilen 20 adet genden SH-SY5Y hicrelerinde rutin-OPC saf bilesigi
uygulanmasi sonucunda EC05 dozunda APP 2.7 kat; EC10 dozunda TNF-a 2.7 kat
ve her iki dozda da CXCL10 sirayla 5.2 ve 8.4 kat baskilanmistir. EC05 ve EC10
dozlarinda MAG 3.9 ve 4.2 ve PLP 2.7 ve 2.6 kat anlamli olarak artmistir. Diger

caligilan genlerde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

SH-SYS5Y hiicrelerinde rutin ve OPC saf bilesiginin birlikte secilen 20 tane

gen Uzerine etkilerinin sonuglar1 Sekil 160-179°da verilmistir.

90



1,5 1

Kat Degisim (APP/ACTB)

-2,5 1

05 -

05 -

1,5 -

Std Hata

uAPP
Kontrol 17 20 pM OPC+
20 20 uM Rutin

Sekil 160. OPC saf bilesigi ve Rutin

18
1,6 -
14 -
1,2 1

Kat Degisim (C1S/ACTB)

0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

paralel uygulamasinin SH-

SYS5Y hicre hattinda APP

MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Std Hata
nC1S

Kontrol 17 uM OPC+ 20 uM OPC+
20 um Rutin 20 pM Rutin

Sekil 161. OPC saf bilesigi ve Rutin

paralel uygulamasinin SH-
SYSY hiicre hattinda C1S
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Kat Degisim (CCL5/ACTB)

-2,5

Std Hata
mCCL5

Kontrol

/

Sekil 162. OPC saf bilesigi ve Rutin

Kat Degisim (CD4/ACTB)

1,5 1

paralel uygulamasinin SH-
SYSY hiicre hattinda CCL5
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Std Hata
mCD4

Kontrol

Sekil 163. OPC saf bilesigi ve Rutin
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paralel uygulamasinin SH-
SYSY hiicre hattinda CD4
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



18 -
1,6 1
14 1
1,2 1

0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

Kat Degisim (CXCL9/ACTB)
=

Std Hata
mCXCL9

Kontrol 17 uM OPC+ 20 pM OPC+

20 pm Rutin -~ 20 pM Rutin

Sekil 164. OPC saf bilesigi ve Rutin

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

© o U S h A LN KA o kN

paralel uygulamasinin SH-
SYSY  hiicre  hattinda

CXCL9 mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata
mCXCL10

Kontrol 17

Sekil 165. OPC saf bilesigi ve Rutin

paralel uygulamasinin SH-
SYSY  hiicre  hattinda
CXCL10 mMRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (GFAP/ACTB)

Std Hata
u GFAP

Kontrol 17 uM OPC+ 20

20 um Rutin 20

/

Sekil 166. OPC saf bilesigi ve Rutin

Kat Degisim (GNAI/ACTB)

1,5 1

-15

paralel uygulamasinin SH-

SY5Y hiicre hattinda
GFAP mRNA seviyesine
olan etkisi.
Std Hata
u GNAI

Kontrol

Sekil 167. OPC saf bilesigi ve Rutin
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paralel uygulamasinin SH-
SYSY hiicre hattinda GNAI
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



Kat Degisim (HIF1A/ACTB)

Kontrol

Std Hata
mHIF1A

/

Sekil 168. OPC saf bilesigi ve Rutin

Kat Degisim (IL6/ACTB)

-1,5

-2 -

-2,5

Kontrol 17

paralel uygulamasinin SH-
SYSY  hiicre  hattinda
HIFLA mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata
L6

e

Sekil 169. OPC saf bilesigi ve Rutin

paralel uygulamasimnin SH-
SYS5Y hiicre hattinda IL6
mRNA  seviyesine olan
etkisi.

Kat Degisim (MAG/ACTB)

Std Hata
mMAG

*

Kontrol

17 uM OPC+ 20 pM OPC+
20 pm Rutin 20 pM Rutin

Sekil 170. OPC saf bilesigi ve Rutin

Kat Degisim (MBP/ACTB)

14 1

1,2 -

0,8 4
0,6 1
0,4 4

0,2

paralel uygulamasinin SH-
SYSY hiicre hattinda MAG

MmRNA  seviyesine olan
etkisi.
Std Hata
= MBP

Kontrol

17 pM OPC+ 20 uM OPC+
20 um Rutin 20 uM Rutin

Sekil 171. OPC saf bilesigi ve Rutin
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paralel uygulamasinin SH-
SYSY hiicre hattinda MBP
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



Kat Degisim (MMP9/ACTB)

1,5 1

-15

Std Hata
= MMP9

Kontrol 17

Sekil 172. OPC saf bilesigi ve Rutin

Kat Degisim (NFKB/ACTB)

paralel uygulamasinin SH-

SY5Y hiicre hattinda
MMP9 mRNA seviyesine
olan etkisi.
Std Hata
uNFKB

Kontrol

/

Sekil 173. OPC saf bilesigi ve Rutin

paralel uygulamasinin SH-

SYS5Y hiicre hattinda
NFKB mRNA seviyesine
olan etkisi.

Kat Degisim (PLP/ACTB)

Std Hata
mPLP
*

Kontrol 17 uM OPC+ 20 uM OPC+

20 pm Rutin 20 uM Rutin

Sekil 174. OPC saf bilesigi ve Rutin

Kat Degisim (PTPN/ACTB)

-1,5

paralel uygulamasinin SH-
SYSY hiicre hattinda PLP

MmRNA  seviyesine olan
etkisi.
Std Hata
EPTPN

Kontrol 20 uM OPC+

20 uM Rutin

Sekil 175. OPC saf bilesigi ve Rutin
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paralel uygulamasinin SH-
SYSY hiicre hattinda PTPN
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



Kat Degisim (SOD/ACTB)
o
o

-15

Std Hata
= SOD

Kontrol 20 pM OPC+

20 uM Rutin

/

Sekil 176. OPC saf bilesigi ve Rutin

1,6

14

Kat Degisim (PTPN/ACTB)

1,2 4

0,8 -
0,6 -
04 -

0,2 -

paralel uygulamasinin SH-
SYSY hiicre hattinda SOD

MmRNA  seviyesine olan
etkisi.
Std Hata
BSTAT

Kontrol 17 uyM OPC+ 20 uM OPC+

20 um Rutin 20 uM Rutin

Sekil 177. OPC saf bilesigi ve Rutin

paralel uygulamasinin SH-
SYSY hiicre hattinda STAT
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Kat Degisim (TGFB1/ACTB)

1,8
1,6 4
1,4 4
1,2 4

0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

Std Hata
B TGFB1

Kontrol 17 uM OPC+ 20 pM OPC+

20 um Rutin 20 uM Rutin

Sekil 178. OPC saf bilesigi ve Rutin

Kat Degisim (TNF-a/ACTB)

paralel uygulamasinin SH-

SY5Y hiicre hattinda
TGFB1 mRNA seviyesine
olan etkisi.
Std Hata
B TNF-a

Kontrol

Sekil 179. OPC saf bilesigi ve Rutin
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paralel uygulamasinin SH-
SYSY hiicre hattinda TNF-
o mRNA seviyesine olan
etkisi.



3.3.1.9 SH-SY5Y Hucrelerinde Oleanolik Asit Saf Bilesigi

Calismalan

3.3.1.9.1 Oleanolik Asit Saf Bilesigi Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi i¢in degisik konsantrasyonda Oleanolik asit (OA) saf
bilesigi %20 DMSO’da ¢oziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi ve daha 6nce
96’lik plakaya (I1x10%kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi lizerine 24 saat
stiresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda OA’in

hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 180).

T i i y = -23,42In(x) + 165,91
120 Oleanolik Asit S W
SH-SY5Y

100 A

80 1
2
=
N’
-
20

E 60 1
=
<
@)
[+P]
ot
=

: 40 A
=

20 A

0 . i ' ' '
0 50 100 150 200 250

OA Konsantrasyonu (LM)

Sekil 180. OA saf bilesiginin hiicre canlili§ina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
caligmalarda 20 uM ve 26 UM OA saf bilesigi konsantrasyonlarinin kullanilmasina

karar verildi.

3.3.1.9.2 Oleanolik Asit Saf Bilesiginin SH-SY5Y Hducrelerinde
Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda OA uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan
hicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon

diizeyleri ¢alisildu.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren Orneklerdir.

Secilen 20 adet genden SH-SY5Y hiicrelerinde OA saf bilesigi uygulanmasi
sonucunda ECO05 ve EC10 dozlarinda sirayla APP 2.2 ve 4.4 kat, C1S 3.2 ve 2.7 Kkat,
CCL5 4.4 ve 3.7 kat, CXCL9 13.4 ve 19.3 kat, CXCL10 6.1 ve 8.1 kat, GFAP 6.4 ve
5 kat, HIF1A 2.7 ve 6.1 kat, MMP9 24 ve 48.5 kat, NFKB 2.6 ve 4.5 kat, PTPN 3.4
ve 4.1 kat, TNF 15.4 ve 18.6 kat; EC10 dozunda GNAI 2.5 kat, IL6 2.2 kat
baskilanan genlerdir. SOD geni ise EC05 dozunda ekspresyonu 2.7 kat artan tek
gendir. OA galisilan genlerin biiyiik bir ¢ogunlugunun ekspresyon diizeyini ciddi

anlamda baskilamstir.

SH-SY5Y hiicrelerinde OA saf bilesiginin secgilen 20 tane gen U(zerine
etkilerinin sonuglar1 Sekil 181-200’de verilmistir.
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Kat Degisim (APP/ACTB)

Std Hata
= APP

Kontrol

Sekil 181. OA saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (C1S/ACTB)

hiicre hattinda APP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uC1S

Kontrol 20

Sekil 182. OA saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda C1S mRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (CCL5/ACTB)

Std Hata
mCCL5

Kontrol 20

Sekil 183. OA saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (CD4/ACTB)

hiicre hattinda CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCD4

Kontrol 20

Sekil 184. OA saf bilesiginin SH-SY5Y
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hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

-10 -

-20

Std Hata
mCXCL9

Kontrol 2

Sekil 185. OA saf bilesiginin SH-SYS5Y

Kat Degisim (GFAP/ACTB)

hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
u GFAP

Kontrol 2

Sekil 186. OA saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

© o U S b A b N A o kN

Std Hata
mCXCL10

Kontrol 2

Sekil 187. OA saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (GNAI/ACTB)

hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
u GNAI

Kontrol

Sekil 188. OA saf bilesiginin SH-SY5Y
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hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Std Hata

EHIF1A
2 - 1,8 -
1 4
2 0 )
S Kontrol 20 S
— <
~ £
E Z
Ry 2P
P 4 a
a =
T 5 M
N4
6 - 0
-7

1,6 4
1,4 -
1,2 4

08 -
06 -
04 -
02 -

Std Hata
= MAG

Kontrol 20 uM OA 26 uM OA

Sekil 189. OA saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 191. OA saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda HIFIA mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mIL6
1,5 - 18 -
1 - 1,6 -
~ b a T
E 0,5 5 14
O 0- < 127
g Kontrol 20 E
= 05 =
= = o8-
E 1 E
(72
% g 06
a 15 - a 0,4 -
= =
Mo -2 2 02 -
25 _— 0
3 e

hiicre hatinda MAG mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
= MBP

Kontrol 20 uM OA 26 uM OA

Sekil 190. OA saf bilesiginin SH-SYS5Y  Sekil 192. OA saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda IL6 mRNA
seviyesine olan etkisi.
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hiicre hattinda MBP mRNA
seviyesine olan etkisi.



10 1

Kat Degisim (MMP9/ACTB)

-50

-10 -

-20 -

-30 -

40 -

Std Hata
= MMP9

Kontrol 20

Kat Degisim (PLP/ACTB)

-2,5

Std Hata
mPLP

Kontrol 20

/

Sekil 193. OA saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 195. OA saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (NFKB/ACTB)
N

hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
®NFKB

Kontrol 20

Kat Degisim (PTPN/ACTB)

hiicre hattinda PLP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
= PTPN

Kontrol 20

Sekil 194. OA saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 196. OA saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda NFKB mRNA
seviyesine olan etkisi.
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hiicre hattinda PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi.



= Std Hata = Std Hata

=SOD B TGFB1
3,5 1 * 2 -
3 - a 1,8 -
E 5 16 -
E 25 < 14
< @
2} g 1
g 15 £
z Z 087
)%n 1 4 )gn 06 4
a a )
= s 04
2 05 - -
0,2 -
0 0
Kontrol 20 uM OA 26 uM OA Kontrol 20 UM OA 26 UM OA

Sekil 197. OA saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 199. OA saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda SOD mRNA hiicre hattinda TGFB1 mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
= Std Hata = Std Hata
HSTAT B TNF-a

1,8 + 5 -

1,6 -
g 14 m 0
S 12 ('__J Kontrol 20
< - <
e S
ﬁ 1 - o -5
2 08 - é
g
@ 06 - % .10 -
o o

)
8 04 a
3 5
M 02 - M -15 -
0
Kontrol 20 pM OA 26 M OA
-20

Sekil 198. OA saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 200. OA saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda STAT mRNA hiicre hattinda TNF-a
seviyesine olan etkisi. mRNA  seviyesine  olan
etkisi.
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3.3.1.10 SH-SY5Y Hucrelerinde Stigmast-5,22-dien-3p-miristat Saf
Bilesigi Calismalar:

3.3.1.10.1 Stigmast-5,22-dien-3p-miristat  Saf  Bilesigi  Sitotoksisite

Calismasi

Sitotoksisite testi igin degisik konsantrasyonda Stigmast-5,22-dien-3[3-
miristat (SDM) saf bilesigi %20 DMSQO’da ¢ozllerek 0,2 mikronluk filtrelerden
gecirildi ve daha 6nce 96’11k plakaya (1x10%/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi
lizerine 24 saat sliresince maruz birakildi. 24 saatin  sonunda farkh

konsantrasyonlarda SDM’in hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 201).

Stigmast-5,22-dien-3g-miristat | _ ;7 6310 + 13354
SH-SY5Y R?=0,9301

120

"t
¢

60 A

Hiicre Canlihigi(%)

40

20 A

0 2'0 4'0 6'0 8'0 1('JO
SDM Konsantrasyonu (uM)

Sekil 201. SDM saf bilesiginin hiicre canliligina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
caligmalarda 8 pM ve 12 UM SDM konsantrasyonlarinin kullanilmasina karar

verildi.

3.3.1.10.2 Stigmast-5,22-dien-3p-miristat  Saf  Bilesiginin SH-SY5Y
Hucrelerinde Belirlenen  Genlerin - mRNA  Ekspresyon

Duzeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda SDM saf bilesigi uygulandi. 24 saatin sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren Orneklerdir.

Secilen 20 adet genden SH-SY5Y hiicrelerinde SDM saf bilesigi uygulanmasi
sonucunda ECO5 ve EC10 dozunda PLP 2 ve 2.2 kat, MAG 3 ve 2.9 kat, MBP 2 ve
2.8 kat; EC10 dozunda SOD 2.1 kat anlaml1 olarak artan genlerdir.

ECO05 ve EC10 dozunda PTPN 2.6 ve 2.4 kat; EC10 dozunda CXCL10 2.5
kat, GFAP 2.2 kat, HIF1IA 2 kat ve MMP9 2.8 kat anlamli olarak baskilanan
genlerdir.

SDM miyelin iligkili genler olarak grupladigimiz tiim genlerin ekspresyonunu
arttirarak miyelin olusumunu destekleyici etki gostermektedir. Bunun yaninda bazi
enflamatuvar genlerin ekspresyonunu baskiladig igin de anti-enflamatuvar etkisinin

oldugundan bahsedilebilir.

SH-SY5Y hicrelerinde SDM saf bilesiginin secilen 20 tane gen (zerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 202-221°de verilmistir.
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1,8
1,6
1,4 4
1,2 4

0,8
0,6 -
0,4 -
0,2 4

Kat Degisim (APP/ACTB)
-

Sekil

1,5 4

Kat Degisim (C1S/ACTB)

Sekil

Std Hata
= APP

Kontrol 8 UM SDM 12 uM SDM

202. SDM saf bilesiginin SH-
SYS5Y hiicre hattinda APP
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Std Hata
uC1S

Kontrol

7

203. SDM saf bilesiginin SH-
SYS5Y hiicre hattinda C1S
MRNA  seviyesine olan
etkisi.

Kat Degisim (CCLS/ACTB)

15 1

Std Hata
mCCL5

Kontrol

%

Sekil 204. SDM saf bilesiginin SH-

Kat Degisim (CD4/ACTB)

1,8 4
1,6 4
1,4 -
1,2 |

08 -
0,6 -
04 -
0,2 -

SYS5Y hiicre hattinda CCL5

mRNA  seviyesine olan
etkisi.
Std Hata
mCD4
|
Kontrol 8 uM SDM 12 uM SDM

Sekil 205. SDM saf bilesiginin SH-
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SYS5Y hiicre hattinda CD4
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

-2,5

Std Hata
mCXCL9

-1,5 4

Kontrol 8uM SDM 12

e

Sekil 206. SDM saf bilesiginin SH-
SYS5Y  hiicre  hattinda
CXCL9 mRNA seviyesine
olan etkisi.
Std Hata
B CXCL10

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

Kontrol

* 7

Sekil 207. SDM saf bilesiginin SH-
SY5Y hiicre hattinda

CXCL10 mMRNA

seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uGFAP
15 -
—~ 1-
=
S 05
&
< 0 -
é Kontrol
= 05 -
E -15 -
2 -
-2,5
Sekil 208. SDM saf bilesiginin SH-
SY5Y  hiicre  hattinda
GFAP mRNA seviyesine
olan etkisi.
Std Hata
® GNAI
15 -

Kat Degisim (GNAI/ACTB)

Kontrol

i

Sekil 209. SDM saf bilesiginin SH-
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SYS5Y hiicre hattinda GNAI
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



Std Hata
EHIF1A

Kontrol

Kat Degisim (HIF1A/ACTB)

-2,5

Sekil 210. SDM saf bilesiginin SH-

SYSY

hiicre  hattinda
HIFLIA mRNA seviyesine

olan etkisi.

15 -

Std
mIL6

Hata

Kontrol 8

Kat Degisim (IL6/ACTB)

Sekil 211. SDM saf bilesiginin SH-
SYS5Y hiicre hattinda 116

mMRNA
etkisi.

seviyesine

olan

Kat Degisim (MAG/ACTB)

0,5

Std Hata
= MAG

*

Kontrol 8 UM SDM 12 uM SDM

Sekil 212. SDM saf bilesiginin SH-

Kat Degisim (MBP/ACTB)

SYSY hiicre hattinda MAG
mRNA  seviyesine olan
etkisi.

Std Hata
= MBP
*

Kontrol 8 uM SDM 12 yM SDM

Sekil 213. SDM saf bilesiginin SH-
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SYS5Y hiicre hattinda MBP
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



Kat Degisim (MMP9/ACTB)
-

Std Hata
= MMP9

Kontrol

Sekil 214. SDM saf bilesiginin SH-

1,5

Kat Degisim (NFKB/ACTB)
o

-1,5

SY5Y hiicre hattinda
MMP9 mRNA seviyesine
olan etkisi.
Std Hata
uNFKB

Kontrol 8 UM SDM 12

/

Sekil 215. SDM saf bilesiginin SH-

SY5Y hiicre hattinda
NFKB mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata

mPLP
. *
25 *
~~ 2 T s
=]
=
2
I 15
|
&
E 1
a
2 05 -
N
0
Kontrol 8 uM SDM 12 yM SDM
Sekil 216. SDM saf bilesiginin SH-
SYS5Y hiicre hattinda PLP
mRNA  seviyesine olan
etkisi.
Std Hata
=PTPN
15 -
l 4
g o5
@)
< 0
E Kontrol 8
E -0,5
E -
By
& -15 -
=
M2
25
-3

Sekil 217. SDM saf bilesiginin SH-
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SYSY hiicre hattinda PTPN
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



Kat Degisim (SOD/ACTB)

2,5 1

15 4

0,5 -

Std Hata
=SOD
*

s
E=——n

Kontrol 8 uM SDM 12 uM SDM

Sekil 218. SDM saf bilesiginin SH-

Kat Degisim (STAT/ACTB)

SYS5Y hucre hattinda SOD

MmRNA  seviyesine olan
etkisi.
Std Hata
uSTAT

Kontrol

/

Sekil 219. SDM saf bilesiginin SH-

SYS5Y hiicre hattinda STAT
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Kat Degisim (TGFB1/ACTB)

o
L

-15 4

Std Hata
= TGFB1

Kontrol

Sekil

220. SDM saf bilesiginin SH-
SY5Y  hiicre  hattinda
TGFB1 mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata
= TNF-a

Kontrol 8 uM SDM 12 uM SDM

Sekil 221. SDM saf bilesiginin SH-
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SYSY hiicre hattinda TNF-
o mRNA seviyesine olan
etkisi.



3.3.1.11 SH-SY5Y Hucrelerinde Ursolik Asit Saf Bilesigi

Calismalan

3.3.1.11.1 Ursolik Asit Saf Bilesigi Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi igin degisik konsantrasyonda Ursolik asit (UA) saf bilesigi
%20 DMSO’da ¢oziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi ve daha once 96’lik
plakaya (1x10%kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi lizerine 24 saat siiresince
maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda UA’in hiicrelerin yasam

oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 222).

rsolik Asi y =-28,1In(x) + 163,44

] SHESYSY Re=0:8999

100 -
Q % }
&N 80 1
N’
—
5 )t
—
—
=

60 4
P 1
<P]
S
&
=
s

40

3
s
20 A
0 y } . § T 1
0 20 40 60 80 100 120

UA Konsantrasyonu (LM)

Sekil 222. UA saf bilesiginin hiicre canliligina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
caligmalarda 11 uM ve 14 UM UA saf bilesigi konsantrasyonlarinin kullanilmasina

karar verildi.

3.3.1.11.2Ursolik Asit Saf Bilesiginin SH-SY5Y Hucrelerinde Belirlenen
Genlerin mRNA Ekspresyon Duizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda UA uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan
hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon

diizeyleri ¢alisildu.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

Secilen 20 adet genden SH-SY5Y hicrelerinde UA saf bilesigi uygulanmasi
sonucunda ECO05 ve EC10 dozunda CXCL9 5.9 ve 2.6 kat, MMP9 4.9 ve 2.8 kat ve
TNF-a 3.3 ve 2.3 kat anlaml1 olarak baskilanirken; EC05 dozunda C1S 3.9, CCL5
2.3 ve CXCL10 3.4 kat baskilanmaktadir. EC10 dozunda ise CD4 geni 2.6 kat

baskilanmistir.

GFAP 2.7 kat, PLP 2 kat ve PTPN 4 kat EC10 dozunda anlamli olarak
ekspresyonu artan genlerdir.

SH-SY5Y hicrelerinde UA saf bilesiginin segilen 20 tane gen uzerine
etkilerinin sonuglar1 Sekil 223-242’de verilmistir.
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Std Hata
u APP

Kontrol 11uMUA 14

Kat Degisim (APP/ACTB)

15 o /

Sekil 223. UA saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda APP mRNA

seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mC1S

Kontrol 1

Kat Degisim (C1S/ACTB)

. | —

Sekil 224. UA saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda CIS mRNA

seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (CCL5/ACTB)

Std Hata
mCCL5

Kontrol 11 14 uM UA

Sekil 225. UA saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (CD4/ACTB)

hiicre hattinda CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCD4

Kontrol 11

Sekil 226. UA saf bilesiginin SH-SY5Y
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hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

Std Hata
mCXCL9

Kontrol 1

- i

Kat Degisim (GFAP/ACTB)

Std Hata
u GFAP
35 -
*
3 4
2,5 -
2 4
15 1
1 4
0,5 -
0
Kontrol 11uMUA 14 uM UA

Sekil 227. UA saf bilesiginin SH-SYS5Y  Sekil 229. UA saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

hiicre hattinda CXCL9 mRNA

seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCXCL10

Kontrol 11

Kat Degisim (GNAI/ACTB)

-2,5

hiicre hattinda GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
u GNAI

Kontrol 11 14 uyM UA

/

Sekil 228. UA saf bilesiginin SH-SYSY  Sekil 230. UA saf bilesiginin SH-SY5Y

P
hiicre hattinda CXCLI10
MRNA  seviyesine  olan
etkisi.
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hiicre hattinda GNAI mRNA
seviyesine olan etkisi.



= Std Hata = Std Hata
mHIF1A u MAG

18 -
16 -
14 -
1,2 -

18 4
1,6 -
1,4 -
1,2 4

08 -
06 -
04 -
02 -

0,8 -
0,6 -
0,4 4
0,2 4

Kat Degisim (MAG/ACTB)
=

Kat Degisim (HIF1A/ACTB)
-

Kontrol  11uMUA 14 M UA Kontrol  11uMUA 14 uM UA

Sekil 231. UA saf bilesiginin SH-SYSY  Sekil 233. UA saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda HIF1IA mRNA hiicre hattinda MAG mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
= Std Hata = Std Hata
n|L6 u MBP
15 - 1,6 -
1,4 -
g &
= S 1,2 -
O
= 05 <
3 A 1
= [~
S o0 2 08
£ Kontrol 11 '
= E
205 & 06
Q D
= g 04 -
M -1 M
0,2 -
15 - 0
5 pZ Kontrol  11pMUA 14 uM UA

Sekil 232. UA saf bilesiginin SH-SYS5Y  Sekil 234. UA saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda IL6 mRNA hiicre hattinda MBP mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
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Std Hata Std Hata

= MMP9 uPLP
2 -
25 - *
1 4 e
~ a ] i
B o- g2 2
g X Kontrol %
a -1 4 E 15 A
= =
s 2 g
Z 1
£ 3 g
)qb)j] Q
S 4 Z 05 -
5 =
X
-5 -
* 0
6 / Kontrol 11 uMUA 14 uM UA

Sekil 235. UA saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 237. UA saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda MMP9 mRNA hiicre hattinda PLP mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
uNFKB =PTPN

2,5 5 . *

2 - 45 | ”_
2 15 - 2 4
cz 1 ] % 35
& Z 3-
X 05 =
2 & 25
T 0 E 5.
= Kontrol 11 14 uM UA & i
&0 -0,5 2 15 -
2 z :
- 1 - < 1-
] N
M 0,5

1,5 -

0
2 / Kontrol 11uMUA 14 uM UA

Sekil 236. UA saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 238. UA saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda NFKB mRNA hiicre hattinda PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
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Kat Degisim (SOD/ACTB)

2,5 1

15

0,5 -

Std Hata
mSOD

Kontrol  11uMUA 14 uM UA

Sekil 239. UA saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (STAT/ACTB)

1,6 1
1,4 4

1,2 1

0,8 -
0,6 -
04 -

0,2 -

hiicre hattinda SOD mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uSTAT

Kontrol 11uMUA 14 puM UA

Sekil 240. UA saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda STAT mRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (TGFB1/ACTB)

15 1

-15

Std Hata
= TGFB1

Kontrol 11

Sekil 241. UA saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (TNF-a/ACTB)

hiicre hattinda TGFB1 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
B TNF-a

Kontrol 11

ol /
Sekil 242. UA saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda TNF-a
MRNA  seviyesine  olan
etkisi.
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3.3.1.12 SH-SY5Y  Hiicrelerinde  p-Sitosterol Saf  Bilesigi

Calismalan

3.3.1.12.1 p-Sitosterol Saf Bilesigi Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi i¢in degisik konsantrasyonda B-Sitosterol (SIT) saf bilesigi
%20 DMSO’da ¢oziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi ve daha once 96’lik
plakaya (1x10%kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi lizerine 24 saat siresince
maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda SIT’Un hcrelerin

yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 243).

120 - p-sitosterol y = -22,69In(x) + 162,2
SH-SY5Y R? = 0,9549
100 -
80
e
=
A
B0
= 60 -
=
=
]
@)
[<P]
5
= 40 A
s
. 3
20
0 : : : : : .
0 50 100 150 200 250 300

SIT Konsantrasyonu (uM)

Sekil 243. SIT saf bilesiginin hiicre canlilifina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
caligmalarda 20 uM ve 25 pM SIT saf bilesigi konsantrasyonlarinin kullanilmasina

karar verildi.

3.3.1.12.2 g-Sitosterol Saf bilesiginin SH-SY5Y Hucrelerinde Belirlenen
Genlerin mRNA Ekspresyon Duizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda SIT uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan
hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon

diizeyleri ¢alisildu.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

Secilen 20 adet genden SH-SYS5Y hcrelerinde SIT saf bilesigi uygulanmasi
sonucunda GNAI ECO05 ve EC10 dozunda 8 ve 6.1 kat anlamli olarak artarken; TNF-
a her iki dozda 2.2 ve 2 kat anlamli olarak baskilanmaktadir. MMP9 sadece EC05
dozunda 2.5 kat anlamli olarak baskilanmakta iken; APP EC10 dozunda 2.1 kat

anlamli olarak artmustir.

SH-SY5Y hicrelerinde SIT saf bilesiginin segilen 20 tane gen uzerine
etkilerinin sonuglar1 Sekil 244-263’de verilmistir.
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2,5 1

Kat Degisim (APP/ACTB)

0,5 -

15 4

= Std Hata
mAPP

*

Kontrol 20uMSIT  25uM SIT

Sekil 244. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y

18 1
1,6 1

Kat Degisim (C1S/ACTB)

0,2 -

14
12 -

08 1
06 -
04

hiicre hattinda APP mRNA
seviyesine olan etkisi.

u Std Hata
mC1S

Kontrol 20puM SIT  25uMSIT

Sekil 245. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda C1S mRNA
seviyesine olan etkisi.

15 4

Kat Degisim (CCL5/ACTB)

-15

0,5 4

= Std Hata
mCCL5

05 -

Kontrol 20uM SIT 25

e

Sekil 246. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y

18 1
1,6 4

Kat Degisim (CD4/ACTB)

14
1,2 1

08 -
0,6 -
04 -
0,2 -

hiicre hattinda CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi.

= Std Hata
uCD4

Kontrol 20puM SIT  25uM SIT

Sekil 247. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y
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hiicre hattinda CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (CXCLY/ACTB)

16
14

1,2 -

08 -
0,6 -
04 -

0,2 -

Std Hata
mCXCL9

Kontrol 20uM SIT  25uM SIT

Sekil 248. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

hiicre hattinda CXCL9 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCXCL10

Kontrol 20uMSIT 25

Sekil 249. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y

hatinda CXCL10
seviyesine  olan

hiicre
mRNA
etkisi.

Kat Degisim (GFAP/ACTB)

15 1

0,5 -

-0,5 1

-15

Std Hata
u GFAP

Kontrol 20uM SIT 25

Sekil 250. SIT saf bilesiginin SH-SYS5Y

(o] ©
L !

Kat Degisim (GNAI/ACTB)
EN

o

120

5] (o] ~
L L L

[l N w
L L L

hiicre hattinda GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
* mGNAI
*
Kontrol 20uM SIT 25 uM SIT

Sekil 251. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda GNAI mRNA
seviyesine olan etkisi.



= Std Hata = Std Hata

= HIF1A =MAG
15 - 12 -
) 1,1 -
™)
—~ - 1 -
/@ Q
5o5 - <
< % 09 -
2 S
& 0 ‘E’ 0,8 -
== Kontrol 20 25 2
£ 80 07
705 a
o -
a 2 06
w1
X 05
Kontrol 20uM SIT  25puM SIT

-1,5

Sekil 252. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 254. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda HIF1A mRNA hiicre hatinda MAG mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
= Std Hata w Std Hata
mIL6 u MBP

1,5 1 1,8 -
1 - 1,6 -
2 05 141
5 &
3 & 12
ﬂ 0 <«
] Kontrol ~ 20 uM SIT 25 E 14
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< 05 - ]
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<
¥ 0,2 -
-2 4
0
s S Kontrol 20 yM SIT 25 UM SIT

Sekil 253. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 255. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda IL6 mRNA hiicre hattinda MBP mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
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= Std Hata = Std Hata

uMMP9 2 mPLP
15 4
1,8 -
1 4
1,6
E 0,5 ﬁ 1,4 -
< @)
X 0 Z12 -
g Kontrol 20 >
S 05 - = 1
g | 208 -
g z
= N 0,6 1
5B -15 1 2
D
a2 = 0,4
§ 2 1 202
25 - 0
* Kontrol 20uM SIT  25uM SIT
P / H H

Sekil 256. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 258. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda MMP9 mRNA hiicre hattinda PLP mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
= Std Hata = Std Hata
uNFKB mPTPN

15 - 14 -
2 1 1,2 -
=
2 2 11
~ 0,5 1 =
v )
= 208 -
Z 0 £
E Kontrol 20 25 : 06
% 05 e
a £ 04
R 2P
e 1 2 0o

=0
15 - M o
Kontrol 20uMSIT  25uM SIT
2

Sekil 257. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 259. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda NFKB mRNA hiicre hattinda PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.

122



Std Hata Std Hata

=S0D = TGFBL
1,5 1 1,6
L 14 -
) m 1.2 1
G 05 | 5 —
: =
2 Kontrol 20 5 '
'E.-o,s 1 < 06
g £
172
a g0 04
s 1 2
4 = 0,2
1,5 - o
[ | 0
Kontrol 20uM SIT 25uMSIT
, yZ u n

Sekil 260. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 262. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y

hiicre hattinda SOD mRNA hiicre hattinda TGFB1 mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
mSTAT " TNF-a
15 4 1,5 -
~ 1 - — 1
3 2
2 05 Q 05
= <
< P oo
5‘; 0 Z Kontrol 20
= Kontrol ~ 20puM SIT 25 2 05
2 Sl
g 1 S 15
g )
15 1 2
2 / -2,5
Sekil 261. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y  Sekil 263. SIT saf bilesiginin SH-SY5Y
hiicre hattinda STAT mRNA hiicre hattinda TNF-a
seviyesine olan etkisi. mRNA  seviyesine  olan
etkisi.
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3.3.2 CCRF-CEM Hiicrelerinde Yapilan Cahismalar
3.3.2.1 CCRF-CEM Hiicrelerinde MSCov Ekstresi Calismalari

3.3.2.1.1 MSCov Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi igin degisik konsantrasyonda MSCov ekstresi suda
cozllerek 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi ve daha 6nce 6 kuyulu plakaya
(1x10%kuyucuk) ekilen CCRF-CEM hiicre dizisi (izerine 24 saat siresince maruz
birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda MSCov ekstresinin bu

hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 264).

120 1 MSCov y =-37,68In(x) + 104,03
CCRF-CEM R?=08769

100 4

80 %
60 §

40 -

Hiicre Canhihig (%)

20 A

o 1 2 3 4 5 & 71 8 9
MSCov Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 264. MSCov ekstresinin CCRF-CEM hiicre canliligina etkisi

124



Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
caligmalarda 1,25 mg/ml ve 1,5 mg/ml MSCov konsantrasyonunun kullanilmasina

karar verildi.

3.3.2.1.2 MSCov Ekstresinin CCRF-CEM Hicrelerinde Belirlenen
Genlerin mRNA Ekspresyon Duizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda MSCov ekstresi uygulandi. 24 saatin sonunda
toplanan hicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

Secilen 20 adet genden CCRF-CEM hucrelerinde ekspres edilen 8 tanesi
belirlenip bu hiicrelerle yapilan ¢alismalarda sadece bu genlerin mRNA ekspresyon
diizeylerine bakildi. CCRF-CEM hicrelerinde  MSCov ekstresi uygulanmasi
sonucunda EC10 dozunda CXCL9 2.3 kat ve IL10 2.1 kat; her iki dozda sirasiyla
CXCL10 2 kat ve 2.1 kat ve NFKB ise 2.2 ve 2.6 kat anlamli olarak baskilandi.
MSCov CCRF-CEM hicrelerinde de SH-SY5Y hiicrelrine benzer sekilde amti-

enflamatuvar etki gostermistir.

CCRF-CEM hucrelerinde MSCov ekstresinin secilen 8 tane gen U(zerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 265-272’de verilmistir.
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Kat Degisim (C1S/ACTB)

-15

Std Hata
mC1S

Kontrol 1,25 mg/ml 1,

MSCov

Sekil 265. MSCov ekstresinin CCRF-

Kat Degisim (CCL5/ACTB)

-2,5

CEM hiicre hattinda CI1S

mRNA  seviyesine olan
etkisi.
Std Hata
mCCL5

Kontrol 1,

/

Sekil 266. MSCov ekstresinin CCRF-

CEM hiicre hattinda CCL5
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

Std Hata
mCXCL9

Kontrol 1,

* P
Sekil 267. MSCov ekstresinin CCRF-
CEM hiicre hattinda
CXCL9 mRNA seviyesine
olan etkisi.
Std Hata
mCXCL10

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

-2,5

Kontrol 1,

Sekil 268. MSCov ekstresinin CCRF-

126

CEM hattinda
CXCL10 mRNA
seviyesine olan etkisi.

hiicre



Kat Degisim (IL6/ACTB)

Sekil 269. MSCov ekstresinin CCRF-
CEM hiicre hattinda IL6
seviyesine olan

Kat Degisim (IL10/ACTB)

Sekil 270.

15 -

-2,5

Kontrol

Std Hata
mlL6

e

MRNA

etkisi.

Kontrol

Std Hata
mIL10

1,

MRNA

etkisi.

MSCov ekstresinin CCRF-
CEM hiicre hattinda IL10
seviyesine olan

Kat Degisim (NFKB/ACTB)

Std Hata
= NFKB

Kontrol 1,

Sekil 271. MSCov ekstresinin CCRF-
CEM hiicre hattinda NFKB
mRNA  seviyesine olan
etkisi.

Kat Degisim (TNF-0/ACTB)

-15

Std Hata
= TNF-a

Kontrol 1,

Sekil 272. MSCov ekstresinin CCRF-
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CEM hiicre hattinda TNF-a
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



3.3.2.2 CCRF-CEM Hiucrelerinde Diklorometan Alt Ekstresi

Calismalan

3.3.2.2.1 Diklorometan Alt Ekstresi Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi i¢in degisik konsantrasyonda DKM alt ekstresi %20
DMSO’da ¢ozilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi ve daha énce 6 kuyulu
plakaya (1x10%kuyucuk) ekilen CCRF-CEM hiicre dizisi lizerine 24 saat siiresince
maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda DKM alt ekstresinin bu

hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 273).

120 -

Diklorometan Alt Ekstresi y = -26,37In(x) + 155,18
CCRF-CEM R?=0,9763

100 A

80 A
Q
=
N’
)En 60 A %
=
<
@)
<P}
3
= 40 A
=

¢
20 A *
0 T T T T "
0 50 100 150 200 250

DKM Alt Ekstresi Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 273. DKM alt ekstresinin CCRF-CEM hicre canliligina etkisi.
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
caligmalarda 10 pg/ml ve 12 pg/ml DKM alt ekstresi konsantrasyonunun

kullanilmasina karar verildi.

3.3.2.2.2 Diklorometan Alt Ekstresinin CCRF-CEM Hucrelerinde
Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda DKM alt ekstresi uygulandi. 24 saatin sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri calisildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

CCRF-CEM hicrelerinde DKM alt ekstresi uygulanmasi sonucunda C1S 2.1
kat, CCL5 2.6 kat, CXCL10 2.4 kat, TNF-a 2.7 kat EC10 dozunda anlamli olarak

baskilanmaktadir.

CCRF-CEM hicrelerinde DKM alt ekstresinin secilen 8 tane gen (zerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 274-281’de verilmistir.
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Kat Degisim (C1S/ACTB)

-2,5

-1,5 1

Std Hata
mC1S

Kontrol 1

Sekil 274. DKM alt ekstresinin CCRF-

Kat Degisim (CCL5/ACTB)
o

CEM hiicre hattinda CI1S

MmRNA  seviyesine  olan
etkisi.
Std Hata
mCCL5

Kontrol 10 pg/ml 1

DKM

Sekil 275. DKM alt ekstresinin CCRF-

CEM hiicre hattinda CCL5
MRNA  seviyesine  olan
etkisi.

Std Hata

mCXCL9
2 -
218 4
5 16 - '
§ 14 -
S :
O 12 - H
>
@ 1
E o8
206
=
= 0,4 -
% 02
0
Kontrol 10 pg/ml 12 pg/ml
DKM DKM
Sekil 276. DKM alt ekstresinin CCRF-
CEM hiicre hattinda CXCL9
MRNA  seviyesine  olan
etkisi.
Std Hata
ECXCL10
15 -
= 1
@)
< 05
s
g o
% Kontrol 10 pg/ml 1
Q05 DKM
E
Zz 1
2
a _1’5 4
=
2o,
25 -
-3

Sekil 277. DKM alt ekstresinin CCRF-
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CEM hiicre hattinda
CXCL10 mRNA seviyesine
olan etkisi.



Kat Degisim (IL6/ACTB)

Std Hata
m|L6

Kontrol 10 pg/ml 1

DKM

e

Sekil 278. DKM alt ekstresinin CCRF-

Kat Degisim (IL10/ACTB)

1,5 -

-2,5

CEM hiicre hattinda IL6

MmRNA  seviyesine  olan
etkisi.
Std Hata
mIL10

Kontrol

i

Sekil 279. DKM alt ekstresinin CCRF-

CEM hiicre hattinda IL10
MRNA  seviyesine  olan
etkisi.

Kat Degisim (NFKB/ACTB)

Std Hata
uNFKB

Kontrol 10 pg/ml 1

DKM

/

Sekil 280. DKM alt ekstresinin CCRF-

Kat Degisim (TNF-a/ACTB)

CEM hiicre hattinda NFKB

MRNA  seviyesine  olan
etkisi.
Std Hata
B TNF-a

Kontrol 10 pg/ml 1

DKM

Sekil 281. DKM alt ekstresinin CCRF-
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CEM hiicre hattinda TNF-a
MRNA  seviyesine  olan
etkisi.



3.3.23 CCRF-CEM Hiucrelerinde Etil Asetat Alt Ekstresi

Calismalan

3.3.2.3.1 Etil Asetat Alt Ekstresi Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi i¢in degisik konsantrasyonda EA alt ekstresi %20
DMSO’da ¢ozilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi ve daha énce 6 kuyulu
plakaya (1x10%kuyucuk) ekilen CCRF-CEM hiicre dizisi lizerine 24 saat siiresince
maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda EA alt ekstresinin bu

hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 282).

120 - Etil Asetat Alt Ekstresi  y= -24,58In(x) + 158,32
CCRF-CEM RE=0.9407

100 -

80 A

60

Hiicre Canhihig (%)

40 |

20 PY

0 5'0 1(')0 léO 2('30 2E">O
EA Alt Ekstresi Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 282. EA alt ekstresinin CCRF-CEM hiicre canliligina etkisi
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
calismalarda 13 ug/ml ve 17 pg/ml EA alt ekstresi konsantrasyonunun

kullanilmasina karar verildi.

3.3.2.3.2 Etil Asetat Alt Ekstresinin CCRF-CEM Hucrelerinde
Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hicrelere bu belirlenen dozlarda EA alt ekstresi uygulandi. 24 saatin sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

CCRF-CEM hicrelerinde EA alt ekstresi uygulanmasi sonucunda her iKi
dozda sirayla C1S 13.5 ve 10.4 kat, CCL5 3.1 ve 2 kat; CXCL10 4.8 ve 7.8 kat,
IL10 3.8 ve 16.5 kat ve NFKB 2 ve 3.2 kat anlamli olarak baskilanmakta iken;
CXCL9 ECO05 ve EC10 dozunda 2.3 ve 2.7 kat anlaml1 olarak artmaktadir.

CCRF-CEM nhiicrelerinde EA alt ekstresinin secilen 8 tane gen U(zerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 283-290’de verilmistir.
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Kat Degisim (C1S/ACTB)

14 -

-16

-10 -

-12 -

Std Hata
uC1S

Kontrol

Sekil 283. EA alt ekstresinin CCRF-

Kat Degisim (CCLS/ACTB)

CEM hiicre hattinda CIS
mRNA  seviyesine olan
etkisi.

Std Hata
mCCL5

Kontrol 13

Sekil 284. EA alt ekstresinin CCRF-

CEM hiicre hattinda CCL5
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Std Hata
ECXCL9
3 - * -
2 25 -
=
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=
@
g 15 -
£
Z 1
g
a
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M
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Kontrol 13 pg/ml EA 17 pg/ml EA
Sekil 285. EA alt ekstresinin CCRF-
CEM hiicre hattinda
CXCL9 mRNA seviyesine
olan etkisi.
Std Hata
mCXCL10
2 -
1 4
@ 0
5 1 Kontrol 13
CER
S5
|
S
E
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3
8 -6 -
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9 /

Sekil 286. EA alt ekstresinin CCRF-
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CEM hattinda
CXCL10 mRNA
seviyesine olan etkisi.
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Kat Degisim (IL6/ACTB)

Std Hata
m|L6

Kontrol 1

—

Sekil 287. EA alt ekstresinin CCRF-

)

=

Q

<

=

e

-

=

E

(e

B

D

a

v -12 1

-
14 -
-16 -
-18

-10 -

CEM hicre hattinda IL6

mRNA  seviyesine olan
etkisi.
Std Hata
mIL10

Kontrol

* 7

Sekil 288. EA alt ekstresinin CCRF-

CEM hiicre hattinda IL10
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Kat Degisim (NFKB/ACTB)

Std Hata
uNFKB

Kontrol

Sekil 289. EA alt ekstresinin CCRF-

Kat Degisim (TNF-a/ACTB)

CEM hiicre hattinda NFKB

mRNA  seviyesine olan
etkisi.
Std Hata
= TNF-o

Kontrol 1

—

Sekil 290. EA alt ekstresinin CCRF-
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CEM hiicre hattinda TNF-a
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.



3.3.24 CCRF-CEM Hicrelerinde n-blGtanol Alt Ekstresi

Calismalan

3.3.2.4.1 n-butanol Alt Ekstresi Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi i¢in degisik konsantrasyonda n-bitanol alt ekstresi %20
DMSO’da ¢ozilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi ve daha énce 6 kuyulu
plakaya (1x10%kuyucuk) ekilen CCRF-CEM hiicre dizisi lizerine 24 saat siiresince
maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda n-butanol alt ekstresinin

bu hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 291).

120 - n-bUtanol Alt Ekstresi vy =-30.27In(x) + 180,87
CCRF-CEM

R?=0,8996

100 -

80

60 o

Hiicre Canhihig (%)

40 |

20 A

0 5'0 1(')0 1&0 2(')0
n-butanol Alt Ekstresi Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 291. n-biitanol alt ekstresinin CCRF-CEM hiicre canliligina etkisi
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Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC05
ve EC10 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki
caligmalarda 17 pg/ml ve 20 pg/ml n-bitanol alt ekstresi konsantrasyonunun

kullanilmasina karar verildi.

3.3.2.4.2 n-butanol Alt Ekstresinin CCRF-CEM Houcrelerinde Belirlenen
Genlerin mRNA Ekspresyon Duizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra
hlcrelere bu belirlenen dozlarda n-bitanol alt ekstresi uygulandi. 24 saatin sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

CCRF-CEM hicrelerinde n-butanol alt ekstresi uygulanmasi sonucunda
ECO05 ve EC10 dozunda sirayla, C1S 7 ve 3.8 kat, CCL5 7.9 ve 2 kat, CXCL10 3.7
ve 3.1 kat ve IL10 2.3 ve 8.2 kat anlamli olarak baskilanmaktadir. Diger ¢alisilan

genlerde ise anlaml bir fark yoktur.

CCRF-CEM hiicrelerinde n-biitanol alt ekstresinin secilen 8 tane gen (izerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 292-299°da verilmistir.
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Std Hata
uC1S

a

) 3
é L Kontrol <
2 ]
wn 2 Q
3} S
T 3 g
£ Z
=y ] %0
)%D -4 8
E 5 7 E
<
N 6 -

-7 e

-8 /

Sekil 292. n-bitanol alt ekstresinin  Sekil
CCRF-CEM hiicre
hattinda C1S mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata

mCXCL9
15 1

Kontrol

Kat Degisim (CXCL9/ACTB)
o
Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

Sekil 293. n-bitanol alt ekstresinin = Sekil
CCRF-CEM hiicre
hattinda CXCL9 mRNA
seviyesine olan etkisi.
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Kontrol

Std Hata
mCCL5
2.
1.
0.
q . Kontrol
2
3 -
4 -
5
6 -
-7 A
-8 - >
-9 /
294. n-butanol alt ekstresinin

CCRF-CEM hiicre
hattinda CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCXCL10

295.

n-bltanol alt ekstresinin
CCRF-CEM hucre
hattinda CXCL10 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Std Hata
m|L6

1,5 1
~ 1 1
4]
==
< 05
S
= 0 -
E Kontrol 1
Z 05 - n-
Fi
S a4
<
M
-1,5 -
_2 4
-25 S
Sekil 296. n-bitanol alt ekstresinin
CCRF-CEM hiicre hattinda
IL6 mRNA seviyesine olan
etkisi.
Std Hata
uNFKB
15 4
~ 1 T
=
Sﬁ) 0,5 -
8
% 0
; Kontrol 17 pg/ml 2
E’ 05 - n-bitanol n-
§ 15 -
2
25 /
Sekil 297. n-bitanol alt ekstresinin
CCRF-CEM hiicre

hattinda NFKB mRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (IL10/ACTB)

Sekil
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298.

© o 4 &5 b A b D Ak o N

Std Hata
mIL10

n-bitanol alt ekstresinin
CCRF-CEM hiicre hattinda

ILI0 mRNA seviyesine
olan etkisi.
Std Hata
B TNF-a
2-
m 15 -
|_
2
3
=
Z
= 05
£
& 0
a Kontrol 17 pg/ml 2
E 05 n-butanol  n-
-1-
-1,5
Sekil 299. n-bitanol alt ekstresinin
CCRF-CEM hiicre

hattinda TNF-a. mRNA
seviyesine olan etkisi.



3.3.3 Fare Primer Oligodendrosit Hiicrelerinde Yapilan Cahismalar

3.33.1 Fare Primer Oligodendrosit Hucrelerinde MSCov Ekstresi

Calismalan

3.3.3.1.1 MSCov Ekstresinin Fare Primer Oligodendrosit Hucrelerinde
Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Diger iki hiicre hattinin EC05 ve EC10 dozundan yola ¢ikarak 1 mg/ml ve 2
mg/ml MSCov konsantrasyonlarmin kullanilmasina karar verildi. Bu dozlar
belirlendikten sonra hicrelere MSCov ekstresi uygulandi. Yirmi dort saatin sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 dilizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

Secilen 20 adet genden fare primer oligodendrosit hicrelerinde MSCov
ekstresi uygulanmasi sonucunda EC05 ve EC10 dozlarinda GFAP 5.4 ve 4.9 Kat,
NFKB 7.2 ve 4.1 kat, TNF-a 4.5 ve 2.9 kat; EC05 dozunda CCLS5 3.3 kat, CXCL10
2.8 kat ve 1L6 3.1 kat; EC10 dozunda C1S 2.2 kat, HIF1A 2.8 kat ve TGFBL1 2.3 kat
anlamli olarak baskilanmistir. EC05 ve EC10 dozunda MAG mRNA ekspresyon
diizeyi 2.1 ve 7.4 kat anlaml1 olarak artarken; MBP ise EC10 dozunda 5.2 kat anlaml
olarak artmistir. Bu sonuglar MSCov ekstresinin fare primer oligodendrosit
hicrelerinde de anti-enflamatuvar etki, T hiicre aktivasyonunu baskilayici etki ve

miyelin koruyucu etki ortaya koydugunu gostermektedir.

Fare primer oligodendrosit hiicrelerinde MSCov ekstresinin belirlenen genler

uzerine etkilerinin sonuglar1 Sekil 300-319’da verilmistir.
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Std Hata Std Hata

=APP mCCL5
1,5 1 1,5 ~
1- 11
2 )
2 05 = 0
o <
= < 01
& 0 B Kontrol 1 2
% Kontrol 1 mg/ml 8 05
£ 05 - MSCov E 1 -
iz —
.- (223
B L5 -
- I
< - o
- 3 <
2 -15 3
.2’5 4
-2 4
/ 2
25 35 *

Sekil 300. MSCov ekstresinin fare Sekil 302. MSCov ekstresinin fare

primer oligodendrosit primer oligodendrosit
hicrelerinde APP mRNA CCL5 mRNA seviyesine
seviyesine olan etkisi. olan etkisi.
Std Hata Std Hata
uC1S uCD4
1,5 1 1,5
1 4
1 i
_ 05 -
@ 2 05
IR 3
< Kontrol <
£ 05 ¥ 0
3) @ Kontrol
g 1 g 05
b 2
éa -1,5 1 En 1
S 2 =
M M 5
-2,5 - *
3 / 2
Sekil 301. MSCov ekstresinin fare Sekil 303. MSCov ekstresinin fare
primer oligodendrosit primer oligodendrosit
hicrelerinde C1S mRNA CD4 mRNA seviyesine
seviyesine olan etkisi. olan etkisi.
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Std Hata Std Hata

mCXCL9 uGFAP
15 - 2
g Y
[=a]
2 05 5 o
A < Kontrol
Q 0 - A g
> <
o Kontrol =
E 05 ¢ 5|
7 E
ohn -Zh
g 1- B -3 -
- a
M -15 - E 4
2 ) -5
25 i 6
Sekil 304. MSCov ekstresinin fare Sekil 306. MSCov ekstresinin fare
primer oligodendrosit primer oligodendrosit
CXCL9 MRNA GFAP mRNA seviyesine
seviyesine olan etkisi. olan etkisi.
Std Hata Std Hata
mCXCL10 mGNAI
1,5 1 2
é‘ 1 = 1,8 A
Q J
< 05 5 Lo
S < 14 -
- 0 -
&g Kontrol <zn 1.2 1
o 05 g 1
E £ o8-
2 s 2 o5
E 2 g 0,4 -
0,2
-2,5
0
-3 : ; Kontrol 1 mg/ml 2 mg/ml
* MSCov MSCov
35 /

Sekil 305. MSCov ekstresinin fare Sekil 307. MSCov ekstresinin fare

primer oligodendrosit primer oligodendrosit
CXCL10 MRNA GNAI mRNA seviyesine
seviyesine olan etkisi. olan etkisi.
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15 -
1 4
2 05
3
= 0
2 05
=
(==
R
E« 15 -
&
= -2 1
=
2 25 -
-3 4
-35
Sekil 308.
15 -

Kat Degisim (IL6/ACTB)
=

Sekil

Kontrol

Std Hata
mHIF1A

Kontrol

MSCov ekstresinin fare
primer oligodendrosit
HIFLA mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata
mIL6

* - /

309.

MSCov ekstresinin fare
primer oligodendrosit IL6
MRNA seviyesine olan
etkisi.

Kat Degisim (MAG/ACTB)
~

Sekil

Kat Degisim (MBP/ACTB)

Sekil
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Std Hata

1 MAG
*
*
Kontrol 1 mg/ml 2 mg/ml
MSCov MSCov

310. MSCov ekstresinin fare

primer oligodendrosit
MAG mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata
= MBP
*
Kontrol 1 mg/ml 2 mg/ml
MSCov MSCov

311. MSCov ekstresinin fare

primer oligodendrosit
MBP mRNA seviyesine
olan etkisi.



Std Hata Std Hata

1 MMP9 EPLP
15 - 2,5 1
_ 1 - 2 -
=
O 05 )
< S 15 4
£ Z
= 0 =
Kontrol S 1 -
€ z
£ 05 £
) & 05 -
a 11 2
= =]
3 =
X 15 0
Kontrol 1 mg/ml 2 mg/ml
/ MSCov MSCov
-2

Sekil 312. MSCov ekstresinin fare Sekil 314. MSCov ekstresinin fare

primer oligodendrosit primer oligodendrosit
MMP9 mRNA seviyesine PLP mRNA seviyesine
olan etkisi. olan etkisi.
Std Hata Std Hata
uNFKB EPTPN
2 15

Kontrol

Kontrol

Kat Degisim (NFKB/ACTB)
Kat Degisim (PTPN/ACTB)

3 - -0,5
4 1 -
-5 -
_1’5 4
-6 -
7 - | ! 2] '
-8 x / 2,5 /
Sekil 313. MSCov ekstresinin fare Sekil 315. MSCov ekstresinin fare
primer oligodendrosit primer oligodendrosit
NFKB mRNA seviyesine PTPN mRNA seviyesine
olan etkisi. olan etkisi.
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1,8 |
1,6 1
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1,2 1

Kat Degisim (SOD/ACTB)

Sekil

15 +

Kat Degisim (STAT/ACTB)
o

Sekil

0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

Std Hata

uSOD
Kontrol 1 mg/ml 2 mg/ml
MSCov MSCov

316. MSCov ekstresinin fare
primer oligodendrosit

SOD mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata
uSTAT

Kontrol

/

317. MSCov ekstresinin fare
primer oligodendrosit
STAT mRNA seviyesine
olan etkisi.
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Z
15
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N
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M
-25
-3
Sekil

Kat Degisim (TNF-a/ACTB)
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-1 -

-2 -

-3 -

4

-5

Std Hata
B TGFB1

Kontrol

/

318. MSCov ekstresinin fare
primer oligodendrosit

TGFB1 mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata
ETNF-a

Kontrol

Sekil 319. MSCov ekstresinin fare

primer oligodendrosit
TNF-a mRNA seviyesine
olan etkisi.



3.3.3.2 Fare Primer Oligodendrosit Hicrelerinde Diklorometan
Alt Ekstresi Calismalari

3.3.3.2.1 Diklorometan Alt Ekstresinin Fare Primer Oligodendrosit
Hucrelerinde Belirlenen  Genlerin - mRNA  Ekspresyon
Duzeylerine Etkisi

Diger iki hiicre hattinin EC05 ve EC10 dozundan yola ¢ikarak 10 pg/ml ve 15
png/ml DKM alt ekstresi konsantrasyonlarinin kullanilmasina karar verildi. Bu dozlar
belirlendikten sonra hicrelere DKM alt ekstresi uygulandi. 24 saatin sonunda
toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 dilizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

Secilen 20 adet genden fare primer oligodendrosit hicrelerinde DKM alt
ekstresi uygulanmasi sonucunda EC05 ve EC10 dozlarinda CIS 4.7 ve 6.5 Kat,
GFAP 2.1 ve 4.6 kat, MMP9 2.7 ve 3.6 kat, NFKB 2.2 ve 3.2 kat; EC10 dozunda
APP 3 kat, CCL5 2.1 kat, CXCL9 2.3 kat, CXCL10 2.8 kat, STAT 3.1 kat ve TNF-a
2 kat baskilanmustir.

ECO5 ve EC10 dozunda MAG 4 ve 4.9 kat, MBP 3.4 ve 2.7 kat ve PLP 5 ve
2.5 kat; ECO05 dozunda ise CD4 mRNA ekspresyon diizeyi 2.3 kat anlamli olarak

artmistir.

Fare primer oligodendrosit hicrelerinde DKM alt ekstresinin belirlenen

genler Gzerine etkilerinin sonuglart Sekil 320-339°da verilmistir.
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1,5 1

Kat Degisim (APP/ACTB)

-2,5 1

-3,5

Sekil

Kat Degisim (C1S/ACTB)

0,5 1

_0’5 4

_1’5 4

Std Hata
u APP

Kontrol 10 pg/ml 1
DKM

320. DKM alt ekstresinin fare
primer oligodendrosit
hiicrelerinde  APP  mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mC1S

Kontrol

Sekil

321. DKM alt ekstresinin fare
primer oligodendrosit
hicrelerinde C1S mRNA
seviyesine olan etkisi.

15 4

Kat Degisim (CCL5/ACTB)
o
[Sa]

-2,5

Std Hata
mCCL5

Kontrol 1

—

Sekil 322. DKM alt ekstresinin fare

25 -
)
=
Q
<
2 15
<
£
2
3D
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2 05
<
X
0

primer oligodendrosit
hiicrelerinde CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCD4

Kontrol 10 ug/ml 15 pg/mi
DKM DKM

Sekil 323. DKM alt ekstresinin fare
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primer oligodendrosit
hiicrelerinde CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Std Hata
mCXCL9

Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

Kontrol

10 pg/ml 1
DKM

*

/

Sekil 324. DKM alt ekstresinin fare

primer
hiicrelerinde CXCL9 mRNA
seviyesine olan etkisi.

oligodendrosit
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10pg/ml 1
DKM

Sekil 325. DKM alt ekstresinin fare

primer oligodendrosit
hiicrelerinde CXCL10
MmRNA  seviyesine olan
etkisi.

Kat Degisim (GFAP/ACTB)

Kontrol

Std Hata
u GFAP

-3 -
4
-5
Sekil 326. DKM alt ekstresinin fare
primer oligodendrosit
hiicrelerinde GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi.
Std Hata
m GNAI
1,8 -
1,6 -
?m 14 -
3
= 1,2 -
< 1
Z
O 08 -
i 0,6 1
;gm 0
g 047
E 02 -
0
Kontrol 10 pg/ml 15 pg/ml
DKM DKM

Sekil 327. DKM alt ekstresinin fare
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primer oligodendrosit
hiicrelerinde GNAI mRNA
seviyesine olan etkisi.



Std Hata Std Hata

mHIF1A u MAG
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~ =]
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% Kontrol 10 pg/ml 1 E”
o0 4
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g M
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Kontrol 10 pg/ml 15 pg/ml
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-15 /

Sekil 328. DKM alt ekstresinin fare Sekil 330. DKM alt ekstresinin fare

primer oligodendrosit primer oligodendrosit
hicrelerindeHIFLA mRNA hiicrelerinde MAG mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
mIL6 * = MBP
15 - 47
35 - *

Kontrol 10 pg/ml 1
DKM

Kat Degisim (IL6/ACTB)
o

Kat Degisim (MBP/ACTB)
-
ol

Kontrol 10 pg/ml 15 pg/ml
DKM DKM

Sekil 329. DKM alt ekstresinin fare Sekil 331. DKM alt ekstresinin fare

primer oligodendrosit primer oligodendrosit
hicrelerinde 1L6 mMRNA hiicrelerinde MBP mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
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<
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4 DKM DKM

Sekil 332. DKM alt ekstresinin fare Sekil 334. DKM alt ekstresinin fare

primer oligodendrosit primer oligodendrosit
hiicrelerindeMMP9 mRNA hiicrelerinde PLP mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
=NFKB 15 - = PTPN
1,5 - '
1 1
é 0,5 : E 05
o O )
< Kontrol 1 < 0 -
m -05 1 2
M & Kontrol 1
z = .05
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e -2,5 4 e 15 -
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¥ 3 M
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Sekil 333. DKM alt ekstresinin fare Sekil 335. DKM alt ekstresinin fare
primer oligodendrosit primer oligodendrosit
hiicrelerinde NFKB mRNA hiicrelerinde PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
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< Zz 05
=
E 0 E Kontrol 10 pg/ml 1
& Kontrol  10pg/ml 1 )?D 05 - DKM
D
& 05 DKM g2
N4
11 15
15 : -2

Sekil 336. DKM alt ekstresinin fare Sekil 338. DKM alt ekstresinin fare

primer oligodendrosit primer oligodendrosit
hicrelerinde SOD mRNA hicrelerindeTGFB1 mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
HSTAT B TNF-a
1,5 1 15 1

Kontrol 1

Kontrol

Kat Degisim (STAT/ACTB)
[
Kat Degisim (TNF-0/ACTB)
S
()]

25 -15
-3 -
-35 - e 2] ]
-4 / 25 * /

Sekil 337. DKM alt ekstresinin fare Sekil 339. DKM alt ekstresinin fare

primer oligodendrosit primer oligodendrosit
hicrelerinde STAT mRNA hicrelerinde TNF-o mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
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3.3.3.3 Fare Primer Oligodendrosit Hucrelerinde Etil Asetat Alt

Ekstresi Calismalar:

3.3.3.3.1 Etil Asetat Alt Ekstresinin Fare Primer Oligodendrosit
Hucrelerinde Belirlenen  Genlerin - mRNA  Ekspresyon
Duzeylerine Etkisi

Diger iki hiicre hattinin EC05 ve EC10 dozundan yola ¢ikarak 10ug/ml ve
20pg/ml EA alt ekstresi konsantrasyonlarinin kullanilmasina karar verildi. Bu dozlar
belirlendikten sonra hiicrelere EA alt ekstresi uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan
hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon

diizeyleri caligildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 dilizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

Secilen 20 adet genden fare primer oligodendrosit hicrelerinde EA alt
ekstresi uygulanmasi sonucunda EC05 ve EC10 dozlarinda IL6 2.9 ve 2 kat; sadece
ECO5 dozunda CXCL10 2.3 kat, PTPN 2.7 kat ve TNF-a 5.9 kat anlamli olarak
baskilanmigtir. Bunun yaninda her iki dozda GFAP 3.4 ve 9.2 kat, MBP 2 ve 6.2 kat
ve STAT her iki dozda da 2.4 kat; EC10 dozunda ise CD4 2.5 kat, MAG 4.3 kKat,
SOD 2.5 kat ve TGFB1 2 kat anlamli olarak artmustir.

Fare primer oligodendrosit hiicrelerinde EA alt ekstresinin belirlenen genler

uzerine etkilerinin sonuglar1 Sekil 340-359°da verilmistir.

152



45 4

3,5 -

2,5 1
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Kat Degisim (APP/ACTB)
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Std Hata
* uAPP

*

Kontrol 10 pg/ml 20 pg/ml
EA EA

Sekil 340. EA alt ekstresinin fare primer

Kat Degisim (C1S/ACTB)
o

oligodendrosit hiicrelerinde
APP mRNA seviyesine olan
etkisi.

Std Hata
uC1S

Kontrol

/

Sekil 341. EA alt ekstresinin fare primer

oligodendrosit hiicrelerinde
C1S mRNA seviyesine olan
etkisi.

15 1

Kat Degisim (CCL5/ACTB)
S
()]

Std Hata
mCCL5

Kontrol 1

/

Sekil 342. EA alt ekstresinin fare primer

2,5 -

Kat Degisim (CD4/ACTB)
o =
(9] (9]

o

N
L

[y
L

oligodendrosit hiicrelerinde
CCL5 mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata

uCD4
*

Kontrol 10 pg/ml 20 pg/ml
EA EA

Sekil 343. EA alt ekstresinin fare primer

153

oligodendrosit hiicrelerinde
CD4 mRNA seviyesine olan
etkisi.



Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

Sekil 344. EA alt ekstresinin fare primer
oligodendrosit  hucrelerinde
CXCL9 mRNA seviyesine
olan etkisi.
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2
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Sekil 345. EA alt ekstresinin fare primer
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0

Std Hata
u GFAP
*

Std Hata
mCXCL10

Kontrol 1 20 pg/ml

EA

Kat Degisim (GNAI/ACTB)

/

oligodendrosit hucrelerinde
CXCL10 mRNA seviyesine
olan etkisi.
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18 -
16 -
14 -
12 -

0,8 4
0,6
0,4 4
0,2 4

Kontrol 10 pg/ml 20 pg/mi
EA EA

Sekil 346. EA alt ekstresinin fare primer

oligodendrosit  hucrelerinde
GFAP mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata
u GNAI

Kontrol 10 pg/ml 20 pg/ml
EA EA

Sekil 347. EA alt ekstresinin fare primer

oligodendrosit  hucrelerinde
GNAI mRNA seviyesine
olan etkisi.



Std Hata Std Hata
mHIF1A ®MAG

15 - 5 - x
45 4

3,5 -

2,5 -
Kontrol

Kat Degisim (HIF1A/ACTB)
Kat Degisim (MAG/ACTB)
N

0,5 15 -
1 4
-1 4
0,5 -
15 - 0
Kontrol 10 pg/ml 20 pg/mi
EA EA
-2 /
Sekil 348. EA alt ekstresinin fare primer  Sekil 350. EA alt ekstresinin fare primer
oligodendrosit  hucrelerinde oligodendrosit  hucrelerinde
HIFLA mRNA seviyesine MAG mRNA seviyesine
olan etkisi. olan etkisi.
Std Hata Std Hata
mIL6 = MBP
15 - - *
1 4
0,5 °]
= 2
3 0 Q
< Kontrol 1 Z
& -05 &4
= =
T 1 <3 *
£ £
;a) -15 ,?‘J 2
- :
< =1
% 25 y:
0
-3 1 I _ Kontrol 10 yg/ml 20 pg/ml
35 * / EA EA

Sekil 349. EA alt ekstresinin fare primer ~ Sekil 351. EA alt ekstresinin fare primer

oligodendrosit hiicrelerinde oligodendrosit hiicrelerinde
IL6 mRNA seviyesine olan MBP mRNA seviyesine olan
etkisi. etkisi.
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Std Hata Std Hata

= MMP9 =PLP
15 - 1,6
14 -
g 1 2
= E 1,2 -
B ¢ 1
a S 0,8 -
= 0 - &
% Kontrol £ 06 -
E z
z 0° 2 04
80 a
a 1 - = 0,2 -
5 Y
2 0
-15 Kontrol 10 ug/ml 20 pg/ml
EA EA
2 /
Sekil 352. EA alt ekstresinin fare primer  Sekil 354. EA alt ekstresinin fare primer
oligodendrosit hiicrelerinde oligodendrosit hiicrelerinde
MMP9 mRNA seviyesine PLP mRNA seviyesine olan
olan etkisi. etkisi.
Std Hata Std Hata
= NFKB EPTPN
15 - 2 5

) )
3 3
Z Z
@ 0 E Kontrol 1 20 pg/ml
T ontro
E Kontrol n:/ -0,5 1 E%m
E 05 Eoa
E” 4 E” -1,5 -
-15 25
) / -3
Sekil 353. EA alt ekstresinin fare primer  Sekil 355. EA alt ekstresinin fare primer
oligodendrosit hucrelerinde oligodendrosit hiicrelerinde
NFKB mRNA seviyesine PTPN mRNA seviyesine
olan etkisi. olan etkisi.
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Kat Degisim (SOD/ACTB)
P
o

Std Hata
uSOD
*
Kontrol 10 pg/ml 20 pg/ml
EA EA

Sekil 356. EA alt ekstresinin fare primer

Kat Degisim (STAT/ACTB)

3,5 -

2,5 -

1,5 1

0,5 -

oligodendrosit hiicrelerinde
SOD mRNA seviyesine olan
etkisi.

Std Hata
uSTAT
*
*
Kontrol 10 pg/ml 20 pg/mi
EA EA

Sekil 357. EA alt ekstresinin fare primer

hiicrelerinde
seviyesine

oligodendrosit
STAT mRNA
olan etkisi.

Kat Degisim (TGFB1/ACTB)

2,5 -

15

0,5 -

Std Hata

mTGFB1
*
Kontrol 10 pg/ml 20 pg/ml
EA EA

Sekil 358. EA alt ekstresinin fare primer

Kat Degisim (TNF-a/ACTB)

oligodendrosit hiicrelerinde

TGFB1 mRNA seviyesine
olan etkisi.

Std Hata
B TNF-a

Kontrol

e

Sekil 359. EA alt ekstresinin fare primer
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hiicrelerinde
seviyesine

oligodendrosit
TNF-o mRNA
olan etkisi.



3.3.34 Fare Primer Oligodendrosit Hucrelerinde n-bitanol Alt

Ekstresi Calismalari

3.3.3.4.1 n-biatanol Alt Ekstresinin Fare Primer Oligodendrosit
Hucrelerinde Belirlenen  Genlerin - mRNA  Ekspresyon

Duzeylerine Etkisi

Diger iki hiicre hattinin EC05 ve EC10 dozundan yola ¢ikarak 15 pg/ml ve 25
pg/ml n-bitanol alt ekstresi konsantrasyonlarinin kullanilmasina karar verildi. Bu
dozlar belirlendikten sonra hicrelere n-butanol alt ekstresi uygulandi. 24 saatin
sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin

mRNA ekspresyon diizeyleri ¢alisildi.

Yapilan tiim calismalarda sonuglar ACTB ile normalize edilip; kontrol
degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen gruplar P < .05 dilizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren orneklerdir.

Secilen 20 adet genden fare primer oligodendrosit hiicrelerinde n-bitanol alt
ekstresi uygulanmasi sonucunda EC05 ve EC10 dozlarinda IL6 7.1 ve 3.5 kat ve
TGFBL1 3.8 ve 3 kat; EC05 dozunda HIF1A 5.3 kat, MMP9 5.1 kat ve PTPN 2.1 kat
anlaml1 olarak baskilandi. EK olarak EC10 dozunda APP 3.3 kat, CCL5 6.7 kat, CD4
2.6 kat, CXCL9 3.9 kat, MBP 2 kat, NFKB 3.1 kat ve PLP 2 kat anlaml1 olarak artis

gosterdi.

Fare primer oligodendrosit hiicrelerinde n-bitanol alt ekstresinin belirlenen

genler Gzerine etkilerinin sonuglart Sekil 360-379°da verilmistir.
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Kat Degisim (APP/ACTB)

0,5 -

3,5 -

2,5 1

1,5 -

Std Hata

u APP
*
Kontrol 15 pg/ml - 25 pg/ml
n-bitanol n-bltanol

Sekil 360. n-butanol alt ekstresinin fare

Kat Degisim (C1S/ACTB)

-1,5

primer oligodendrosit
hicrelerinde APP  mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uC1S

25 pg/ml
n-bitanol

/

Sekil 361. n-butanol alt ekstresinin fare

primer oligodendrosit
hicrelerinde C1S mRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (CCL5/ACTB)

Std Hata
mCCL5
*
Kontrol 15 pg/ml 25 pg/ml
n-butanol n-butanol

Sekil 362. n-butanol alt ekstresinin fare

Kat Degisim (CD4/ACTB)

primer oligodendrosit
hiicrelerinde CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uCD4
*
Kontrol 15 pg/ml - 25 pg/ml
n-bltanol n-butanol

Sekil 363. n-butanol alt ekstresinin fare
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primer oligodendrosit
hicrelerinde CD4 mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (CXCL9/ACTB)

45

3,5

2,5

15

0,5

Std Hata
mCXCL9
*
Kontrol 15 pg/ml - 25 pg/mi
n-bltanol n-bitanol

Sekil 364. n-butanol alt ekstresinin fare

Kat Degisim (CXCL10/ACTB)

primer oligodendrosit
hiicrelerinde CXCL9 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mCXCL10

Kontrol 25 pg/ml

n-butanol

/

Sekil 365. n-butanol alt ekstresinin fare

primer oligodendrosit
hicrelerinde CXCL10
mMRNA  seviyesine  olan
etkisi.

Kat Degisim (GFAP/ACTB)

15 1

0,5 -

Std Hata

uGFAP
i
Kontrol 1 25 pg/ml
n- n-bitanol

Sekil 366. n-butanol alt ekstresinin fare

Kat Degisim (GNAI/ACTB)

primer oligodendrosit
hiicrelerinde GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
uGNAI

Kontrol 25 pg/ml

n-butanol

/

Sekil 367. n-butanol alt ekstresinin fare
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primer oligodendrosit
hiicrelerinde  GNAI mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (HIF1A/ACTB)

Std Hata
mHIF1A

Kontrol

* /

Sekil 368. n-butanol alt ekstresinin fare

Kat Degisim (IL6/ACTB)

Kontrol

primer oligodendrosit
hicrelerinde HIFLA mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
L6

' ' ' ' ' ' '
[ee] ~ (o)) (8] H w N
L L L L L L

Sekil 369. n-butanol alt ekstresinin fare

primer oligodendrosit
hicrelerinde 1L6 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (MAG/ACTB)

-1,5

Std Hata
= MAG

Kontrol

Sekil 370. n-butanol alt ekstresinin fare

Kat Degisim (MBP/ACTB)

2,5 4

1,5 1

0,5 -

primer oligodendrosit
hicrelerinde MAG mMRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
= MBP
*
Kontrol 15 pg/ml - 25 pg/mi
n-butanol n-butanol

Sekil 371. n-butanol alt ekstresinin fare
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primer oligodendrosit
hiicrelerinde  MBP mRNA
seviyesine olan etkisi.



Kat Degisim (MMP9/ACTB)

Std Hata
= MMP9

25 pg/ml
n-butanol

* /

Sekil 372. n-butanol alt ekstresinin fare

Kat Degisim (NFKB/ACTB)

-1,5 1

-2

primer oligodendrosit
hiicrelerinde MMP9 mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
= NFKB

*

25 pg/ml
n-bitanol

/

Sekil 373. n-butanol alt ekstresinin fare

primer oligodendrosit
hiicrelerinde NFKB mRNA
seviyesine olan etkisi.

Kat Degisim (PLP/ACTB)

2,5

15 4

0,5 -

Std Hata
mPLP

*

Kontrol 15 pug/ml 25 pg/ml
n-butanol n-bitanol

Sekil 374. n-butanol alt ekstresinin fare

Kat Degisim (PTPN/ACTB)

primer oligodendrosit
hicrelerinde PLP mRNA
seviyesine olan etkisi.

Std Hata
mPTPN

Kontrol 25 pg/ml

n-butanol

/

Sekil 375. n-butanol alt ekstresinin fare
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primer oligodendrosit
hiicrelerinde PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi.



Std Hata Std Hata

15 4 2
E 1 - a 1 -
Q =
< 2
g 05 S 0
& E Kontrol 1 2
= @) n- n-
= 0 - = -1
W
;gn Kontrol g
a Z
= 05 2?2
M a
=
-1 4 M -3 -
*
-15 4 *

Sekil 376. n-butanol alt ekstresinin fare  Sekil 378. n-butanol alt ekstresinin fare

primer oligodendrosit primer oligodendrosit
hiicrelerinde  SOD mRNA hiicrelerinde TGFB1 mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
Std Hata Std Hata
uSTAT BETNF-a
1,5 1 15

Kat Degisim (STAT/ACTB)
Kat Degisim (TNF-0/ACTB)

Kontrol 0 -
05 Kontrol
-0,5
-1 A
_1 4
-15
2 -1,5 -
_2’5 / _2 /
Sekil 377. n-bitanol alt ekstresinin fare  Sekil 379. n-butanol alt ekstresinin fare
primer oligodendrosit primer oligodendrosit
hicrelerinde STAT mRNA hiicrelerinde TNF-a mRNA
seviyesine olan etkisi. seviyesine olan etkisi.
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4. TARTISMA

Multipl skleroz (MS) giris boliimiinde de detayli olarak anlatildigi gibi
Ozellikle son yillarda prevelanst giderek artan, diinyanin en yaygin noérolojik
bozukluklardan  biridir. Bununla birlikte  hastaligin  etiyolojisinden  ve
patofizyolojisinden kaynaklanan bilinmeyenler ve hastalik karakterlerinin heterojen
yapida olmasindan dolayr MS i¢in hala tamamen etkin bir tedavi yontemi yoktur.
Giliniimiizde MS’in semptomatik tedavisinde kullanilan yedi adet FDA tarafindan
onaylanmuis, hastalig1 modifiye edici ilag bulunmaktadir ancak bu ilaglardan hig birisi

kesin tedavi saglamamaktadir.

llag kullanimlarinda gériilen yan etkiler ve ekonomik nedenlerin yaninda
mevcut ilaglardan tedavi anlaminda tam verim alinamamasi hastalarin alternatif ve
tamamlayici tip arayislarina yonelmesine neden olmaktadir. Kullanilan tibbi ilaglarin
yaninda Almanya’da yapilan bir arastirmada hastalarin yaklasik %62 oraninda
tamamlayic1 ve alternatif iiriinlere yoneldigi gosterilmistir (Apel ve dig. 2005). Bu
tirtinlerden 6zellikle berberin (Ma ve dig. 2010), kannabinoid (Zajicek 2011) ve
ifoliin (Dutra ve dig. 2012) MS semptomlarin1 azaltic1 etkileri gosterilmistir.
Bunlardan da o6zellikle kannabinoid {izerine detayli caligmalar gerceklestirilmis ve
timit verici oldugu bildirilmistir (Lakhan ve Rowland 2009). Ancak kannabinoidlerle
ilgili en biiyilk soru isareti tedaviye ara verildiginde ya da tedavi tamamen
birakildiginda ortaya ¢ikan noropsikiyatrik bozukluklardir. Ayrica kannabinoidlerin,
cesitli ksenobiyotik ve endojen maddeleri hiicrelerden uzaklastirmaya yarayan; kan-
beyin bariyerleri olusumunda 6nemli rol oynadig1 i¢in doku koruyucusu olarak kabul
edilen P-glikoprotein inhibisyonuna bagli ilag-ilag ya da ila¢-diyet etkilesim
potansiyeli oldukca yiiksektir (Zhu ve dig. 2006).

Bu calismada oOzellikle Tirkiye’de MS hastalarmin tedavi igin siklikla
kullandig1 Capparis ovata’dan elde edilen MSCov adimi verdigimiz, tamamen dogal
maddeler kullanilarak, hi¢bir kimyasal madde ya da ¢oziicii kullanilmadan Capparis
ovata bitkisi tomurcuk, meyve ve ¢igcek karisimindan elde ettigimiz (Tiirkiye Patent
Enstitlisti, 2012/04 093) ekstrenin iyilestirici etkisi fraksiyonlanarak alt ekstrelerde

ve izole edilen saf bilesikler diizeyinde tanimlanmaya calisildi. Tez kapsaminda
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MSCov ekstresinin fraksiyonlanmasi ve aktif bilesiklerin izolasyonu Bezmialem
Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali’nda Prof. Dr.
Giilagtt TOPCU’nun laboratuvarinda gergeklestirildi. Alt ekstreler ve dzellikle aktif
bilesikler miligram ve mikrogram diizeyinde elde edildigi ve hi¢bir sekilde hayvan
deneyleri igin yeterli olmamasi nedeniyle bu bilesikler in vitro ortamda ¢alisildi. Bu
asamada hiicre kiiltlirii i¢in hayvan modeli ile uyum saglayabilecek hiicre hatlari
[insan noroblastoma hiicre hatti (SH-SY5Y) ve insan lenfoblastoma hiicre hatti
(CCRF-CEM)] ve kontrol hicreler olarak secilen fare primer oligodendrosit

hiicreleri kullanilda.

Hiicre kiiltiiriinde galisilacak genlerin belirlenmesi ve sonuglarin in vivo ve in
vitro olarak karsilastirilabilmesi amaciyla fare MS modeli olan deneysel alerjik
ensefalomiyelit (DAE) olusturuldu. DAE merkezi sinir sistemi (MSS)’nde goriilen
ve insanlar1 etkileyen en yaygin nérodejeneratif hastalik olan MS igin gelistirilmis
hayvan modelidir (Constantinescu ve dig. 2011). DAE Freund Complete Adjuvant
icerisinde emilsifiye edilmis miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG), proteolipit
protein (PLP), miyelin temel protein (MBP) gibi merkezi sinir sistemi (MSS)
kaynakl1 yani hayvanin kendi miyelin yapisinda var olan kendi antijeniyle indiiklenir
ve deneysel MS modeli icin en genel kabul edilen ve yaygin calisilan modeldir
(Rangachari ve Kuchroo 2013). Bagisiklik yanitini arttirmak igin antijenle birlikte
hayvana enjekte edilen Pertussis toxin (Bogmaca toksini) kan beyin bariyeri (KBB)
gecirgenligini ve dolayisiyla MSS’ne 16kosit gocunl arttirir (Kerfoot ve dig. 2004).
DAE modeli 6zellikle hastalik patojenezinin aydinlatilmasinda ve MS i¢in yeni
terapotik ajanlarin test edilmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ciinkii DAE
histopatolojik ve imminolojik olarak MS’e en ¢ok benzeyen modeldir. Ayrica, diger
modellerin aksine tamamen otoimmiin karakterli bir modeldir ve virlis ya da diger
toksin etkinligini icermez (Tsunoda ve dig. 2010; Bataulis ve dig. 2011). MS
tedavisinde giiniimiizde kullanilmaya devam edilen immiinmodiilator terapi ajanlari
olan glatiramer asetat ve natalizumab DAE calismalari sayesinde gelistirilmistir (Sela
ve dig. 1990; Yednok ve dig. 1992).

Molekdler toksikoloji, c¢esitli ksenobiyotik ajanlarin canli organizmalar
uzerinde etkilerini molektler gen ekspresyon dilizeyinde inceleme galismalaridir.
[lag-viicut etkilesimlerinin anlasilmasi1 ilag gelistirme icin ¢ok &nemlidir. Bu

caligmalar olas1 yan etkiler i¢in anahtar anlayislar sunarak ilag gelistirme
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programlarinin her asamasinda 6onem arz etmektedir. Laboratuvarimizda 112S187
numarali TUBITAK projesi kapsaminda MSCov ekstresi 500 mg/kg/giin olacak
sekilde C57BL/6 farelere 21 glin boyunca gavaj kullanarak icirildi ve sure sonunda
farelerin karacigerleri alinarak molekiiler toksikolojik ¢alismalar gerceklestirildi. Bu
calismada toksik etkiye aktif sekilde yanit olan 13 farkli biyolojik yolakta yer alan
380 anahtar gen ve 4 adet normalizasyon (housekeeping) geninin ekspresyonlari
calisildi. Secilen biyolojik yolaklar (apoptoz, nekroz, DNA hasari ve tamiri,
mitokondriyal enerji metabolizmasi, yag asidi metabolizmasi, oksidatif stres, 1s1 sok
tepkisi, katlanmamig protein stresi, sitokrom P450 ve ilag metabolizmasi, steatoz,
kolestaz, fosfolipidoz ve immiin tepki) ¢cok genis bir yelpazede veri iiretecek sekilde
ve temel genler olarak secildi. Bu sayede MSCov ekstresinin yan etki potansiyeli
hakkinda bilgi sahibi olunmustur. Bu baglamda 380 adet genden sadece 11 tanesi
kontrole gore farklilik (anlamlilik derecesi + 2 kat olarak belirlenmistir) gostermistir
(Celik ve dig. 2014). Bu genler apoptotik yolaktan 1 gen (CD40Ig), DNA hasar1 ve
tamiri iligkili 2 gen (Mgmt ve Oggl), 1s1 sok tepkisi iliskili 1 gen (HspB7), kolestaz
iliskili 3 gen (Abcc2, Abcc3 ve Apoe), fosfolipidoz iliskili 1 gen (Sc4mol) ve immiin
yanit iligkili 3 gen (Ahr, Apof ve Hrg)’dir. Bu genlerin tamami kontrol degerlere
gore artis gdstermekle birlikte artis degerleri aslinda higbir gen i¢in 2,5 kat degerinin
tizerine ¢ikmamistir.  Anlamlibk diizeyinin + 2 oldugu g6z Onilinde
bulunduruldugunda aslinda bu genlerdeki degisimlerin dramatik degisimler
olmadigini, sifir degerlerde oldugunu séylemek miimkiindiir. Elde edilen bu sonuglar
MSCov’un yan etki potansiyelinin oldukca diisikk oldugunu ve MS tedavisinde
alternatif ve tamamlayic1 tedavi ajani olarak gilivenle kullanilabilecegini gdsteren

oldukca 6nemli verilerdir.

Calismamizda hiicre kiiltiiriinde calisacak oldugumuz genleri belirlemek ve
ayni zamanda hiicre Kkiiltiirii sonuclariyla karsilagtirma yapabilmek adina DAE
modeli olusturduk. Oncelikle, hastaligin klinik skor olarak pik degerlere (3,5 + 0,5)
ulastigi durumlarda hasta farelerden *’MSCov tedavi grubu’’ olusturuldu ve bu gruba
21 gln boyunca 500 mg/kg/giin MSCov ekstresi verildi. Diger bir grubumuz ise
deney protokolii siiresince Once hastalik olusturulup, tedavi hayvanlar ile aym
kosullarda tutulan ve herhangi bir uygulama yapmadan deney surecinin sonunda
tedavi uygulamalar1 ile birlikte Gtenazi edilerek dokulari alinan hayvanlardir. Bu

grup, paralel hastalar anlamina gelen PDAE ile kodlandi. Bu grubun deney
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protokoliine dahil edilme nedeni; hasta edilmis hayvanlarin bekleme siireglerinde
kendiliklerinden gosterdikleri iyilesme ve etkileri, tedavi etme amagl uygulanan
deney protokolii ile olusturulan iyilestirme etkileriyle karsilagtirarak daha dogru
sonuglar iiretilmesidir. Sekil 11°de verilen skorlama grafiginden de anlasildig tizere,
hasta farelere MSCov tedavisi uygulandigr giinden itibaren hastalik skorlarinda ciddi
gerilemeler s6z konusudur. Bunun yaninda PDAE grubunda hala yiiksek seyreden

hastalik skorlar1 bu iyilesmenin zamanla alakali olmadiginin bir gostergesidir.

Deney asamasi hayvanlarin 6tenazi edilerek beyin dokularinin alinmasi ile
sonlandirildi. Beyin dokularindan izole edilen RNA’lar kullanilarak kontrollere gore
anlaml olarak degisen gen ifadeleri fare MS dizin (array) kullanilarak saptandi. Bu
caligmalar neticesinde 20 adet gen saptadik. Bu genler enflamasyon/sitokin/kemokin
iligkili genler (CCL5, CXCL9, CXCL10, HIF1A, NFKB, PTPN11, STAT3, TNF a);
miyelin iligkili genler (MAG, MBP, PLP, SOD); T-hiicre aktivasyonu iliskili genler
(CD4, IL6, TGFBI1); kalitsal bagisiklik (adaptif immiinite) iligkili genler (Cls);
apoptoz iligkili genler (MMPY); hiicre adezyonu iliskili genler (APP) ve digerleri
(GFAP, GNALI) seklinde gruplandi.

Incelendiginde MS array yapilarak DAE ve kontrol grubu arasinda farklilik
gosteren bu genlerin MS patofizyolojisi ile bir sekilde ilgili oldugu goriilmektedir.
Oncelikle hayvan deneylerinden elde edilen sonuglar ve bu genlerin tez ile ilgi ve
onemini acmak ve yorumlamalar getirebilmek icin kisa kisa teorik bilgiler ele

alinarak yapilan degerlendirmeler asagida verilmektedir.

Ik degiskenlik gdsteren gen beyinde yilksek oranda ekspres olan biyik bir
transmembran glikoprotein ve ndronal biiyiime gibi gesitli fizyolojik sureclerde yer
alan (Wang ve dig. 2016) amiloid prekursor protein (APP)’dir. Bizim ¢alismamizda
APP DAE grubu hayvanlarda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli olarak
artmistir. MSCov tedavi grubunda ise APP mRNA ekspresyon diizeyinde kontrole
gbre bir miktar azalma s6z konusudur. Saglikli  kosullarda APP
immunohistokimyasal boyama ile tespit edilemezken; aksonal hasar ve aksonal
transportta bozulma ve no6rodejenerasyon gibi sureglerde APP birikimi sz
konusudur (Kuhlmann ve dig. 2002). Alzheimer hastaliindan, APP'nin B-sekretaz
yoluyla boélinmesinin norotoksik AP ve APP-hiicre i¢i domain olusumuna neden

oldugu bilinmektedir. Noronlarda biriken AR’ nin nérodejeneratif bir hastalik oldugu
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bilinen Alzheimer’in gelisiminde ¢ok Onemli bir adim oldugu bilinmektedir
(O’Brien ve Wong 2011). MS lezyonlarinda 6nemli bir belirtegtir. MS lezyonlarinda
APP-pozitif akson sayist hastaligin siiresi ile iliskilendirilmektedir. Yapilan
caligmalarda cogu APP pozitif akson, hastalik baslangicindan sonraki ilk yil
icerisinde tespit edilmis, ancak akut aksonal hasar da hastalik siiresi 10 y1l ve daha
uzun olan hastalarin lezyonlarinda ise daha az saptanmistir (Kuhlmann ve dig. 2002).
Bizim c¢alismamizda da DAE grubu farelerde ekspresyon diizeyinin artmasi

literatiirle ortiisen sonuglar olarak karsimiza gikti.

CI1S geni kalitsal bagisiklikta rol oynayan, klasik kompleman sistemi yolunun
ilk bilesenini olusturmak i¢in Clq ve Clr ile kompleks olusturan ve C2 ve C4i
aktive eden bir serin proteazdir. Kompleman sistemi, enfeksiyon ve 6z bagisiklik
sistemi hastaliklarina karst Onemli bir savunma saglar (Gal ve dig. 2002).
Kompleman sistemin aktive olmasi, Alzheimer ve MS gibi infeksiyoz olmayan
norodejeneratif hastalik varliginda ortaya ¢ikar (Yashojima ve dig. 1998; Ingram ve
dig. 2009). Calismamizda DAE olusturulan hayvanlarda C1S ekspresyon diizeyi
yaklasik 7 kat artmistir. MSCov ile tedavi sonucunda ise ekspresyonu kontrol
degerlerine donmiistiir. MS’de ortaya ¢ikan kompleman sistem aktivasyonundan
Ozellikle oligodendrositlerin hasar gordiigi bilinmektedir (Prineas ve dig. 2001).
Hatta bazi ¢alismalar C1S artan serum duzeylerinin biyomarkor (belirteg) olarak
kullanilabilirligini ileri siirmektedir (Ingram ve dig. 2012). Yukarida belirtildigi gibi

C1S ile yapilan literatiir taramasi1 kanitlar1 bizim sonuglarimizi destekler niteliktedir.

Calismamizda DAE grubu farelerde ekspresyonu ikinci en ¢ok artan gen (78
kat) RANTES adiyla da bilinen CCLS5, monositler, bellek T-yardimci hiicreler,
makrofajlar ve eozinofiller icin kemo-cgekicidir (kemokindir) yani bunlarin
hareketlerini kontrol etme kabiliyetine sahiptir. Bu 6zelligi nedeniyle inflamatuvar
hastaliklarda ve kanserde kritik rol oynar (Rot ve von Andrian 2004; Ransohoff
2006; Bajetto ve dig. 2002; Viola ve Luster 2008). Yapilan ¢aligmalarda hastaligin
aktif formunda olan MS hastalarinin  beyin-omurilik sivilarindaki CCL5
konsantrasyonunun saglikli bireylerle ve hastaligin inaktif asamasindaki hastalarla
karsilastirildiginda biiyiik oranda arttigi ve CCL5’in MS hastalig1 i¢in biyobelirteg
oldugunu gostermektedir (Tomioka ve Matsui 2014; Mori ve dig. 2016). Yapilan
caligmalarda su an MS tedavisinde kullanilan tedavilerin c¢ogunun CCLS5’in

ekspresyonunu &nemli dlgiide azalttigi gosterilmistir.  Ornegin interferon B-1b
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ilacinin  kullanimi CCL5’in periferik kanda ve mononiikleer hiicrelerde asir
uretimini engeller (larlori ve dig. 2000), benzer sekilde MS tedavisinde onaylanmig
bir ila¢ olan glatiramer asetatin, insan U-251 MG astrositlerinde TNF-a kaynakl
CCL5 mRNA asint ekspresyonunu azalttigi rapor edilmistir (Li ve dig. 2000).
Fingolimod ile tedavi sonrasinda DAE farelerin merkezi sinir sisteminde CCL5’in
endojen igeriginin énemli Olgiide azaldigi gosterilmistir (Bonfiglio ve dig. 2017).
Benzer sekilde DAE olusturulan farelerde 78 kat arttigi gosterilen CCL5S mRNA
ekspresyon diizeyi MSCov tedavisi sonrasinda yaklasik olarak 5 kat degerine
diismiistiir (Ozgun-Acar ve dig. 2016). Bu sonuglar MSCov’un &zellikle ciddi anti-

néroenflamatuvar ve immiin supresif etkinligini ortaya koymaktadir.

“Disease” veri bankasinda MS’in yanisira bir¢ok baska hastalik ile de
iliskilendirilen CD4 antijeni ya da T-hlcre yuzey glikoproteini olan CD4, ana histo-
uyumluluk kompleksi (MHC) sinif II antijen/T hiicre reseptorii etkilesimleri igin
yardimcl protein/reseptordiir ve bizim c¢alismamizda DAE grubu farelerde
ekspresyonu anlamli olarak artan bir diger gendir. Bu gen, T lenfosit hiucrelerinde
MHC sinif II antijenler ile etkilesime giren bir membran proteini kodlar ve ayni
zamanda insan immiin yetmezlik viriisii i¢in de bir reseptordiir (Brady ve dig. 1993).
Bu gen, sadece T lenfositlerde degil aynm1 zamanda B hicreleri, makrofajlar ve
graniilositlerde de ifade edilir. Ayn1 zamanda, beynin belirli bdlgelerinde de ifade
edilir. Bu protein T-hiicre aktivasyonunun erken doneminde aktivasyon baslatici ve
artirict olarak islev yapmasindan dolayr merkezi sinir sisteminde enfeksiyon veya
bagisiklik aracili noronal hasar olusunda 6nemli bir rol oynar (Chitnis 2007). T
lenfositleri, MS patojenezinde merkezi bir rol oynamaktadir. Akut lezyonlarda
baskin olan CD4 * T hiicreleri iken kronik lezyonlarda daha sik gézlenen CD8 * T
hiicreleridir (Raine 1994). Aktive edilmis miyelin reaktif CD4 * T hicreleri, MS

hastalarinin kaninda ve beyin omurilik sivisinda (BOS) bulunur.

Kemokinler farkli hiicre tiplerini aktive eden ve selektif olarak onlarla iligki
icerisinde olan bir sitokin ailesidir. Kemokinler gesitli 16kosit tiirlerini enfeksiyon ve
enflamasyon bdélgelerine ¢eken ve bunlarin trafigini diizenleyen kiigiik polipeptid
aracilar (8-14 kDa) grubudur (Charo ve Ransohoff 2006; Szczucinski ve dig
2011). CXCL9 ve CXCLI10 (sirastyla interferon-y tarafindan indiiklenen monokin,
interferon-induklenebilir protein-10) ile birlikte bunlarin reseptérii olan CXCR3 MS

patojenezinde oldukca Onem arz eder. Bizim ¢alismamizda DAE grubunda
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ekspresyonu 79 kat ile en fazla artan gen CXCL10’dur. Yine CXCL9 ekspresyonu
ise DAE grubunda 13 kat artarak ¢alismalarimiza dahil edilmistir. CXCR3 reseptdrd,
MS'li hastalarin BOS’ndaki T hiicrelerinin ¢ogunlugunda ekspres edilir ve bu da
CXCR3 reseptorinin T hucrelerinin merkezi sinir sistemine yonlendirilmesine araci
olabilecegini diislindiirmektedir. Yapilan calismalarda niiks sonrasinda MS’li
hastalarin BOS’larinda yiiksek CXCL9 ve CXCLI10 miktarlar1 saptanmistir (Mazzi
2015). Bunun yaninda CXCL10’un MS’de I6kosit go¢ faktorii olarak ve pro-
enflamatuvar reaksiyonlara aracilik ederek demiyelinizasyon siirecini tesvik edici
etki gosterdigi gosterilmistir (Muller ve dig. 2010). CXCL9 geni mRNA ekspresyon
duzeyi MSCov tedavisi ile 2 kat ve CXCL10 mRNA ekspresyon diizeyi ise 6 kat

degerlerine baskilanmistir.

Beyin spesifik bir ara filament ve sitoiskelet protein ailesi uyesi olan Glial
Fibriler Asidik Protein (GFAP), aksonal dejenerasyon ve astrogliozisden sonra
oldukca hizli1 salinmasi1 nedeniyle potansiyel bir BOS biyobelirtecidir (Madeddu ve
dig. 2013; Storoni ve dig. 2012; Petzold 2015). Astrogliozis ile iligkili aksonal hasar,
MS patojenezinde olduk¢a 6nemli oldugu icin, astrositik hasar i¢in yiiksek spesifitesi
olan GFAP, MS i¢in tanisal bir biyolojik belirte¢ gorevi gormektedir (Abdelhak ve
dig. 2015). Progresif MS alt tipleri ve siirekli beyin dokusu hasar1 olan hastalarda
ayrica deneysel MS modelinde, yiikselmis GFAP seviyeleri daha once bircok
calismada rapor edilmistir (Malmestrom ve dig. 2003; Norgren ve dig. 2004). Bizim
calismamizda GFAP; DAE modelinde yaklasik 5.5 kat artis gdsterdigi icin ilerleyen
caligmalara dahil edilmistir. MSCov tedavi sonucunda GFAP ekspresyon diizeyi

kontrol degerlerine geri donmiistiir.

GNAI guanin niikleotid baglama proteinleri (G proteinleri) alfa alt birimi
proteini kodlar. Kodlanmis protein guanin niikleotid baglama domaini icerir ve
adenilat siklazin hormonal diizenlenmesinde yer almaktadir. Ayrica GNAI2 hiicre
canliligi ve gogiini dizenleyen etkilere sahiptir (Raymond ve dig. 2014). Bu genin
MS hastalig: ile iligkisini gosteren ¢alisma yoktur. MS array’de DAE grubunda

ekspresyonu anlamli olarak arttig1 i¢in deneylerimize dahil edilmistir.

Hipoksi induklenebilir faktori 1-alfa, HIF1A geni tarafindan kodlanir,
heterodimerik transkripsiyon faktortniin hipoksi ile tetiklenebilen bir alt-birimidir

(Semenza ve dig. 1996). Gen ifadesinin hipoksi-bagimli regiilasyonu, HIF1A gibi
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hipoksiye duyarli transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesine aracilik eder. HIF1A
birikimi ile karakterize edilen hipoksi-benzeri doku degisiklikleri, MS patojenezinde
cok erken bir evrede ortaya ¢ikar ve bu durumun KBB bozulmasiyla da dogrudan
iliskili oldugu gosterilmistir (Le Moan ve dig. 2015). HIF1A’nin MS hastalarinin
demiyelinizan lezyonlarinda upregiilasyonu yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur
(Graumann ve dig. 2003; Zeis ve dig. 2008). Pre-demiyelinizan plaklarda olusan
erken hipoksik degisikliklerin, mikroglia aktivasyonu, periferik lenfosit birikimi,
KBB bozulmasi ve hafif aksonal yaralanma ile iliskisi yapilan ¢alismalarda ortaya
konulmustur (Marik ve dig. 2007). Bizim ¢alismamizda bu genin ekspresyon diizeyi
DAE grubunda 5 kat artarak literatiirle ortiisen veriler olarak karsimiza ¢ikti. Bu
genin ekspresyon diizeyi MSCov tedavi grubunda kontrol degerlerine geri
donmiistiir. HIFLA geninin MS hastaliginin yani sira Sepsis (Peyssonnaux ve dig.
2007; Thiel ve dig 2007), romatizmal artrit ve inme dahil olmak iizere iltihaplanma
ve norodejenerasyonla seyreden hastaliklarda hastaligin ilerlemesi iizerinde kuvvetli

bir etkisinin oldugu rapor edilmistir (Cramer ve dig. 2003).

Interlokin 6 (IL-6) ve sitokin ailesinin diger iiyeleri, T hiicreleri, B hiicreleri
ve dendritik hicreler Uzerindeki ¢esitli etkilerle bagisiklik  tepkisinin
diizenlenmesinde Onemli roller oynamaktadir ve MS gibi otoimmiin hastaliklarin
patojenezinde rol alir. MS'de IL-6, bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinde merkezi
bir role sahiptir (Janssens ve dig. 2015); DAE'de, IL-6 geni susturulmus fareler
hastalik indiiksiyonuna direng gostermektedir (Eugster ve dig. 1998). 1L-6, DAE
modelinde CD4 * T hiicrelerinden Th17 hiicre farklilasmasinda 6nemli bir role
sahiptir. IL6 baskilanmis farelerde DAE patojenezinde goriilen MSS’ne gegen Th17
hiicrelerinde azalma goriilmiistiir; bu sonuglar da IL6’nin hastalik patojenezindeki
roliinii agikca ortaya koymaktadir (Bettelli ve dig. 2006; Serada ve dig. 2008;
Kimura ve Kishimoto 2010; Murphy ve Lalor 2010). MS dizin analiz ¢alismalarinda
IL6 dizeyi DAE grubunda kontrole gore yaklasitk 6 kat artis gOstermistir ve

calismalarimiza dahil edilmistir.

MS dizin ¢aligmalarimiz ile farklilik tespit ettigimiz genler arasinda miyelin
proteinlerini kodlayan genlerde mevcuttur. Yukaridaki grup genlerde artis
gozlenirken, miyelin iliskili genlerin tamaminda DAE grubunda baskilanma

gozlenmistir.
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MS olusumunda miyelin proteinleri 6zellikle, miyelin temel protein (MBP),
proteolipit protein (PLP), miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG) ve miyelin
iliskili glikoprotein (MAG) otoreaktif T hicrelerinin hedefleridir (Sun ve dig. 1991;
Link ve dig. 1992; Chou ve dig. 1992; Zhang ve dig. 1994). Ozellikle MBP ve PLP
insan MSS miyelin yapisindaki toplam proteinlerin yaklasik olarak %80’ine tekabiil
eder (Leadbetter ve dig. 1998). MBP geni tarafindan kodlanan MBP, sinir sisteminde
oligodendrosit ve schwann hiicrelerinin miyelin kilifinin 6nemli bir yap1 tasidir
(Harauz ve Boggs 2013). MBP sadece kompakt miyelin olusumunda klasik
yapistirict rolii oynamasiin yani sira oligodendrosit ¢ogalmasinda ve miyelin
stabilizasyonunda ve miyelin treten hicrelerin stabilizasyonunda rol oynayan 6nemli
bir proteindir (Vassall ve dig. 2015). MBP azalmasi miyelin membran baglanmada
zayiflamalara neden olabilmektedir. Bu mekanizma MS gibi demiyelinizan

hastaliklarinda bir neden olarak ortaya ¢ikmaktadir.

DAE grubunda ekspresyonu baskilanan bir diger gen miyelin kilifinin
yapisinda bulunan bir diger gen iiriinii miyelin-iliskili glikoproteini kodlayan MAG
genidir. Iimmiinoglobiilin iist ailesinin bir Uyesi olan MAG, 100 kD biiyiikliigiindedir
ve miyelin-olusturucu hiicreler (oligodendrositler ve schwann hiicreleri, her ikisi de)
arasindaki etkilesimleri diizenleyen tip | transmembran bir glikoproteindir (Quarles
1989). Diger miyelin proteinlere kiyasla MS plaklarinin gelisiminde erken kaybi bu
hastaligin patojenezinde Onemli bir rol oynayabilecegini disiindiirmektedir
(Nakahara ve dig. 2003, Quarles 2007). Calismamizda DAE olusumunda
ekspresyonunun baskilanmasi hastalik patojenezindeki roliinli destekler niteliktedir.
Ayrica MSCov tedavi grubunda kontrol degerlerine tamamen geri donen sonuglar

MSCov ekstresinin miyelin olusumunu uyarici etkisinin varligin1 géstermektedir.

PLP1 geni, MSS’nde ana miyelin proteini olan bir transmembran proteolipid
proteini kodlar. Bu protein, miyelin tabakasinin sikilastirilmasi, stabilizasyonu ve
korunmasinda rol oynar. Bunlarin yanm sira oligodendrosit gelismesi ve aksonal
saglik bakimindan da olduk¢a 6nemlidir. Bu proteinin MS hastaliginin seyir siiregleri
ile dogrusal iligki gdsteren dort proteinden biri oldugu bildirilmistir (Raphael ve dig.
2012). Nitekim bizim ¢alismamizda DAE grubunda yaklasik 2.5 kat baskilanmig ve
diger miyelin proteinlerinde oldugu gibi MSCov tedavi grubunda kontrol degerlerine
geri donmistiir. Disease veri bankasinda bu protein ile iliskili olarak bildirilen

hastaliklar arasinda Pelizaeus-Merzbacher hastaligi, Parapleji ve MS vardir.
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Matris metalloproteinazlar (MMP'lar) c¢inko iceren endopeptidazlardir, ¢esitli
doku hasarlarinda ekstraselliiler matriks proeinlerinin bozulmasina aracilik ederler.
Normal kosullar altinda, MMP’lar hem gelismekte olan organizmada hem de
eriskinlerde ¢esitli fizyolojik siireclere katilirlar. MMP'lar MS'de KBB bozulmasi ve
MSS enflamasyonuna ve boylece hastalik patojenezine katkida bulunurlar (Boziki ve
Grigoriadis, 2017). MS’li hastalarin KBB’nde yiiksek MMP9 seviyeleri MMP9’un
KBB biitiinliigiiniin bozulmasina katkisini ortaya koymaktadir; bu etki MMP9’un
sitokin ve kemokinlerle isbirligi ile gergeklesir (Ram ve dig. 2006; Larochelle ve dig.
2011). Bu veriler MMP9’un MS patojenezinde bir biyobelirte¢ olabilecegini
gostermektedir. DAE ile yapilan c¢alismalarda MMP inhibitorii olan GM-6001 ile
hayvanlarin tedavisi farelerde klinik deneysel alerjik ensefalomiyelit gelisimini
baskilamistir (Gijbels ve dig. 1994). Bizim ¢alismamizda da DAE grubunda MMP9
seviyesi anlamli olarak kontrole gore artis gostermis; MSCov tedavisi sonucunda ise
kontrole gore bir miktar baskilanmigtir. Bu sonuglar MSCov’un potansiyel MMP9

inhibitord gibi davrandiginin bir gostergesi olabilir.

NFKB (aktiflesmis B hiicreleri Niikleer Faktor kappa hafif zincir-arttirici),
hiicrede DNA transkripsiyonu, hiicre dongiisii, bagisiklik tepkileri, apoptoz ve
enfeksiyonlarda rol oynayan bir protein kompleksidir. NFKB hiicrede hizli yanit
olusturan birincil transkripsiyon faktorlerindendir. Hiicrede normal zamanda etkin
olmayan halde bulunur ve aktiflesmek icin protein sentezine gerek duymaz ve sadece
inaktif halden aktif hale doner. NFKB bagisiklik ve enflamatuvar yant
duzenlenmesinde kritik bir rol oynar ve MS ve MS’in hayvan modeli olan DAE gibi
otoimmiin demiyelinizan hastaliklarin patojenezinde rol alir (Leibowitz ve Yan
2016). Bizim caligmamizda NFKB MS modelinde yaklasik 5 kat artis gosterdi;
MSCov tedavi grubunda ise bu artis ortadan kalkmig NFKB baskilanmistir. MS gibi
enflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarda, NFKB yapisal aktivasyonu ile bu yolakta
var olan efektér molekillerin (TNF-a, IL-1, IL-2, IL-18) asir1 ekspresyonuna neden
olur ve NFKB'nin asir1 ekspresyonu, MS’te pro-enflamatuvar bir ortam olusumuna
tesvik eder (Li ve Verma 2002; Yamamoto ve Gaynor 2004). Belirtildigi gibi NFKB
aktivasyonundan etkilendigi bilinen TNF-a’nin da DAE grubunda ekspresyonunun
ciddi olarak artmasi sonuclardaki korelasyonu ortaya koyan bir baska veri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. ilging bir sekilde, hali hazirda FDA tarafindan onaylanmis ve

MS hastaliginin tedavisinde kullanilan fingolimod, teriflunomid, dimetil fumarat
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NFKB sinyalini bir sekilde modiile ederek etki gdostermektedir (Leibowitz ve Yan
2016). Ancak bu ilaglarla ilgili ciddi yan etkiler rapor edilmistir. MSCov toksikoloji
testlerinde ise yan etki potansiyeli oldukca az hatta yok denebilecek sonuglar elde
edilmistir. Buda MSCov’un var olan ilaglara alternatif olabileceginin bir diger

gostergesidir.

Protein-tirozin fosfataz 1B (PTP-1B) veya protein-tirozin fosfataz 2C (PTP-
2C) olarak bilinen protein tirozin fosfataz reseptor olmayan tip 11 (PTPN11)
insanlarda PTPN11 geni tarafindan kodlanan bir enzimdir. Hiicre farklilagmasi, hiicre
proliferasyonu, apoptoz, immiinolojik sinyal ve hiicre iskeleti fonksiyonlar1 gibi
hiicresel siireglerde ¢ok ¢esitli ve onemli rol oynar (Ostman ve dig. 1994). Son
yillarda yapilan ¢aligmalar ile TNF-o gibi pro-enflamatuvar sikokinlerin tretimini
diizenleyici olarak rol aldigi da bildirilmistir (Seo ve dig. 2013). Bu gen DAE
grubunda baskilanma gozlenmesi ve MS ile iligkisi bildirilmemis yeni bir gen olmasi

nedeniyle deneylerimize kontrol amagli dahil edilmistir.

DAE grubunda ekspresyonu baskilanan bir diger gen; SOD1 geni insanlarda
kromozom 21 {izerinde yer alir ve stiperoksit dismutaz 1 ya da stiperoksit dismutaz
[Cu-Zn] olarak bilinen enzimi kodlar. SOD reaktif oksijen turlerini supuruct bir
enzimdir ve daha ¢ok apoptoz ve amiyotrofik lateral skleroz ile iligskilendirilmistir.
MS’in sadece bagisiklik aracili enflamatuvar reaksiyonlarla degil ayni zamanda
norodejeneratif siireclerle de karakterize edildigine dair gii¢lii kanitlar vardir.
Yapilan caligmalar oksidatif stresin bu siiregte Onemli bir rol oynadigini
gOstermektedir. Fazla Uretilen reaktif oksijen turleri oksidatif strese neden olur ve
MS'de demiyelinizasyon ve bunlarin aksonal hasar ile iligkisi vardir (Inoue ve dig.
2012). Yapilan c¢alismalar MS hastalarinda bozulmus antioksidan savunma
sisteminin kismen SOD'nin diigiik aktivitesine bagli olabilecegini gdstermektedir
(Miller ve dig. 2010). Calismamizda DAE grubunda ekspresyonunun anlamli olarak

baskilanmasi hastalikla iliskisini destekler bir veri olarak degerlendirilebilir.

Janus Kinaz/Sinyal Doniistiirticii ve Transkripsiyon Aktivatorii (JAK/STAT)
sinyal yolu cok sayida sitokin tarafindan kullanilir ve bagisiklik tepkilerinin
diizenlenmesi i¢in dnemli bir role sahiptir (O’Shea ve Plenge 2012; Hamid ve dig.
2017). Sitokinler 6zellikle T hiicrelerinin gelisimi, farklilasmasi ve fonksiyonlarinin

diizenlenmesinde biiyiik 6neme sahiptir (Weaver ve dig. 2007; Geissmann ve dig.
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2010). Bu nedenle, JAK/STAT yolaginin sinirsiz aktivasyonu, otoimmiin hastaliklar
icin patolojik etkilere sahiptir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda MS ve DAE'de,
JAK/STAT yolunun anormal islevselligi i¢in kanitlar ortaya konulmustur. MS
hastalarinin niiks donemlerinde T hiicreleri ve monositlerinde, aktif STAT3
diizeylerini yiikseldigi rapor edilmistir (Frisullo ve dig. 2006). DAE’de STAT3
aktivasyonu ile STAT3‘Un hedef geni olan IL6 artis1 patolojik Th17 hiicrelerinin
aktivasyonunu ve dolayisiyla otoreaktiviteyi saglar (Seavey ve Dobrzanski 2012;
Harris ve dig. 2007; Liu ve dig. 2008). Bizimde ¢alismamizda DAE grubunda hem
STATS3 (yaklasik 3 kat) hem de IL6 gen seviyesinde anlamli olarak artis gozlenmesi
literatiir ile benzer sonuglar1 ortaya koymustur. Bununla birlikte DAE olusturulmusg
farelerin beyin ve omuriliklerinde STAT3 aktivasyonunun anlamli olarak arttigini

gosteren calismalar mevcuttur (Nishikomori ve dig. 2002).

Transforme edici buyime faktori-beta 1 (TGFB1) hemopoietik hiicrelerde
cesitli etkileri olan giiclii bir diizenleyici sitokindir (Goris ve dig. 2007). TGFB1
ekspresyonu veya onun T-hiicreleri iizerindeki sinyal hasarlari ¢esitli otoimmiin
hastaliklarin baslangici ile baglantilidir. Deneysel MS modeli ile yapilan gesitli
arastirmalar, endojen TGFB1’in hastaligin patojenezinde 6énemli bir savunma roli
oynayabilecegini gostermistir (Swanborg 1995). Bununla birlikte, TGFB1’in MS
veya deneysel modeli {lizerinde etkilerini gosteren ana mekanizma hala aciklanmaya
ihtiya¢ duymaktadir ve incelenmesi gereken konu olarak durmaktadir. Bizim

calismamizda da TGFB1 hasta modelinde anlamli artiglar géstermistir.

Calismamizda DAE grubunda yiiksek artis (26 kat) gozlemedigimiz bir diger
gen olarak ortaya ¢ikan TNF-a geni, timor nekrozis faktori (TNF) super ailesine ait
olan cok fonksiyonlu bir pro-enflamatuar sitokini kodlar, bu sitokin 0zellikle
makrofajlar tarafindan salgilanir ve TNFRSFIA/TNFR1 ve TNFRSF1B/TNFBR
reseptorlerine baglanarak islevlerini gergeklestirir (Vasalli 1992).  TNF-a'nin
patojenik fonksiyonlari enflamasyonun tetiklenmesi, vaskiiler endotelin uyarilmasi,
immun hicrelerin proliferasyonu ve doku hasarini igerir (Robinson ve dig. 2001).
Fizyolojik kosullarda ¢evresel sinir sisteminde (CSS) makrofajlar, T ve B lenfositler,
dogal oldiiriicti hiicreler ve dendritik hiicreler; MSS’nde ise noronlar, mikroglia ve
astrositler TNF-a iiretiminden sorumludur (Lim ve dig. 2010; Caminero ve dig.
2011). TNF-o ve reseptorleri patolojik kosullar altinda genellikle néroenflamasyon

ve sekonder ndronal hasar1 tesvik edici etki gosterir; bunun yaninda MS
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patojenezinde demiyelinizasyon siirecinde, KBB gegirgenliginin artmasinda ve MSS
enflamasyonunda da rol oynadigi rapor edilmistir (Murphy ve dig. 2010; Propert
2015).

Sonu¢ olarak, yapilan MS dizin calismalar1 ile birlikte farklilik tespit
ettigimiz 20 adet gen, ileriki ¢alismalarimizda takip edilen genler olarak secildi.
Tespit edilen genlerin literatiir ve veri bankalarinda sunulan bilgi ve veriler ile
uygunluluk ve paralellik gosterdigi goriilmektedir. Boylelikle siirekli 84 geni takip
etmek yerine sadece degisen genleri kapsayan bir kiime ile deneylerimize devam

ettik ve bu genleri analiz ettik.

Sekil 11°de verilen skorlama grafiginden de anlasildigi gibi MSCov klinik
skorlar géz oniline alindiginda ciddi iyilesme saglamistir. Hastalik skorlar1 hastalik
indiiksiyonu ile pik degerlerine (3.5 + 0.5) ulasan hayvanlarda MSCov ile tedavi
protokoliine baglanilan gilinden itibaren 4 gilin gibi kisa bir siire i¢inde geri donmeye
baslamistir ve 21 giinlik MSCov tedavisi sonunda hastalik bulgular1 neredeyse
tamamen ortadan kalkmistir. Bu klinik skorlarla elde ettigimiz iyilesme belirtileri MS
dizin analizleri ile molekiiler diizeyde de teyit edilmistir. Anlamlilik gdsteren 16
gende (APP, C1S, CD4, GFAP, GNAI, HIF1A, IL6, MAG, MBP, MMP9, NFKB,
PLP, PTPN, SOD, STAT3, TGFB1) MSCov tedavisi ile kontrol degerlerine geri
doniis s6z konusudur. incelenen 20 genden 4 tanesinin ekspresyonu ise (CCLS5,
CXCL9, CXCL10, TNF-a) sirastyla 78, 14, 79 ve 26 kat artis degerlerinden tedavi
ile yaklagik 5 kat degerlerine diismiistiir. Hasta grubunda 6zellikle ekspresyonu artan
genler enflamasyon/sitokin/kemokin iliskili; T hiicre aktivasyonu iligkili; kalitsal
bagisiklik iliskili genler iken ekspresyonu azalanlar ise miyelin iligkili genlerdir. Bu
durumun MSCov tedavisi ile neredeyse tiim genlerde kontrol degerlerine geri
donmesi MSCov’un miyelin kilif rejenerasyonunu saglayabildigi, néroenflamasyonu

baskilama potansiyeline sahip oldugunun gostergesidir.

Bu sonuglardan yola c¢ikarak, MSCov’un etkisi ile ilgili daha detayli bir

cikarim yapacak olursak bu etkiler su sekilde siralanabilir:

a) Anti-enflamatuvar etki: oldukca gucli bir etki gozlendi
b) Miyelin rejenerasyonu: miyelin olusumunda yer alan proteinlerin artmasi
c) T- ve B-hiicre aktivasyonunu baskilamasi: immiinosupresif etki

d) Kompleman aktivasyonunu baskilamasi
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e) Miyelin iligkili antijen sunumunu engellemek: 6zgiin immiinosupresif etki
f) Bagisiklik diizenleyici: immiinomodiilator

g) Th17 baskilayici — dolayli tespit edilen etki (daha fazla ¢alisma yapilmalidir)

Tipta bir hastalifin tedavisi ve Onlenmesi i¢in en O6nemli adim hastaligin
nedenini aragtirmaktir. Ancak 6zellikle MS gibi karmasik karakterli hastaliklarda tek
bir sebep aramak miimkiin degildir. Immiin sistem ve MSS arasindaki onemli
homeostazi glia ve noronlarin aralarindaki iletisimle saglanabilmektedir.
Oligodendrositler MSS’nde miyelin yapimindan sorumlu hiicrelerdir.  Bunun
yaninda néronlarin biiylime ve sagkalim potansiyelini arttiran bazi norotropik
faktorleri iiretirler. Oligodendrositler MS gibi nérodejeneratif hastaliklarda 6nem arz
eden hiicrelerdir c¢iinkii bu hiicreler dogustan gelen giiglii bagisiklik islevlerine
sahiptirler, kemokin ve sitokinleri iireterek bagisiklik tepkilerini modiile ederler; bu
sayede ilerleyen norodejenerasyona neden olan yanitlar1 ortaya c¢ikarirlar (Ortiz ve
dig. 2016). Bunun gibi patolojik durumlarda CD4" T hiicreleri, antijen sunan glia
hlcreleri (astrositler ve mikroglialar) makrofajlar ve B hcreleri KBB’ni geger ve
enflamatuvar yanit1 baglatir (Ortiz ve dig. 2013; Ortiz ve dig. 2016).

MS bu kadar karmasik karakterli bir hastalik oldugu i¢in ve sonuglara genis
bir yelpazeden bakabilmek adina 3 farkli hiicre tipinin ¢calismalarimiza dahil edilmesi
uygun gorildd. Bu hicreler; insan néroblastoma hiicre hatti (SH-SY5Y), insan T
lenfoblastoma hiicre hatti (CCRF-CEM) ve kontrol hicreler olarak secilen fare

primer oligodendrosit hicreleridir.

Bundan sonraki asamalarda hayvan deneylerinde yaptigimiz MS dizin
analizleri ile gruplar arasinda farklilik saptadigimiz genler ile c¢alismalarimiz
gerceklestirildi. Bu genlerin literatiir taramasi1 yapilarak da MS ile iligkili oldugu
dogrulandi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda oncelikle doz saptamalari i¢in sitotoksisite
deneyleri gerceklestirildi. Bu deneylerden NOEL ve LOEL benzeri degerler
saptanmaya c¢alisildi. Ciinkii bu denemeler i¢in kanser c¢alismalarimin aksine,
kullanilacak dozlarin hiicre iizerine toksik etki gostermemesi gerekmekteydi. Hiicre
kiiltirlerinden de LOEL ve NOEL doz tayinleri yapilmasi miimkiin olmadig1 i¢in bu
degerlere yakin olabilecek 2 farkli doz (EC05 ve EC10) saptanarak bundan sonraki

calismalarda bu dozlar kullanildi.
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Hiicre kiltiirii ¢alismalaria ilk SH-SY5Y hiicreleri ile baslandi. SH-SY5Y
hiicrelerinde MSCov ekstresi ile birlikte MSCov’dan geri tiketilerek elde edilen 3 alt
fraksiyon ve MSCov ekstresinden izole edilen 7 aktif bilesik (Glukokapparin, 1H-
indol-, 2-hidroksi, 3-karboksilik asit, Oleanolik asit, Olean-12-en-28-0l, 3p-
pentakosanoat, Stigmast-5,22-dien-3B-miristat, 3-Sitosterol ve Ursolik asit) ve 1 tane
kombine etki (Olean-12-en-28-ol, 3B-pentakosanoat +Rutin) ¢alisildi.

Burada oncelikle MSCov ile tedavi edilen hayvanlarin ve MSCov uygulanan
SH-SYS5Y hiicrelerinin sonuglarini karsilagtiracak olursak sonuglar birbiriyle ortiisen

veriler ortaya koymustur. Bu karsilastirma Tablo 10’da 6zetlenmistir.

Tablo 10. MSCov tedavi grubu hayvanlarin beyin dokulariyla yapilan ¢aligmalar ve
MSCov ekstresinin SH-SY5Y hicrelerinde secilen genlerin mRNA
ekspresyon diizeylerine etkilerinin kat degisim sonuglari. Sonuglar
karsilastirma agisindan deneysel MS olusturan DAE grubu sonuglar ile
birlikte verilmistir.

(C57BL6 Fare) MSCov
(SH-SY5Y)

MSCov Tedavi 4mg/ml 6mg/ml
500mg/kg/giin

-1.27

CXCL10

[op]
'
n
'

PTPN11

TNF 26,33 5.42 -2,33 -2,81

Kirmuzi renkli olanlar kontrole gore ekspresyon diizeyi artanlar; mavi olanlar ise azalanlardir.
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Yukaridaki tabloda goriildiigii tizere MSCov tedavi grubu fareler ve SH-

SYS5Y hiicrelerine MSCov uygulamasi sonucunda elde edilen veriler birbiriyle
korelasyon gostermektedir. CCL5, CXCL9, CXCL10 ve TNF-a genlerinde MSCov

tedavi grubunda goriilen sonuclar DAE grubunda bu genlerdeki ciddi artistan

kaynaklanmaktadir. Ornegin CXCL10 (DAE grubunda en c¢ok ekspresyonu artan

gendir) ekspresyon duizeyi 79 kat gibi oldukca yiiksek bir artistan MSCov tedavisi ile

6 kat degerine diismiistiir. Buradaki fark 73 kat gibi ciddi bir farktir ve MSCov

ekstresinin anti-enflamatuvar etkinligini géz 6niine ¢ikarmaktadir.

Bu sonucglar, SH-SY5Y hicrelerinin in vitro etkinliklerin tespiti icin

kullanilabilirligini de gosterdi. Her ne kadar DAE gibi hayvan modelinde elde edilen

veriler kadar olmasa da MSCov ekstresi gen ifade dizeyinde paralellik tespiti bu

degerlendirmenin yapilmasina veri olusturmaktadir. MSCov ekstresi ve bu ekstreden
geri tlketimle elde edilen alt ekstrelerin SH-SYS5Y hicrelerinde DAE ile

karsilastirmali sonuglar1 Tablo 11°de verilmektedir.

Tablo 11. MSCov ekstresinin ve alt ekstrelerinin SH-SY5Y hcrelerinde secilen
genlerin mRNA ekspresyon diizeylerine etkilerinin kat degisim sonuglari.
Sonuglar karsilastirma agisindan deneysel MS olusturan DAE grubu
sonugclari ile birlikte verilmistir.

Gen DAE MSCov Diklorometan Etil Asetat n-Biitanol
4mg/ml 6mg/ml 22pg/ml 27pg/ml 24pg/ml 32pg/ml 37pg/ml 50pg/ml
APP 2,45 -2,73* -3,20* 1,54 1,88 3,67* 4,62* 1,30 1,41
C1S 6.99 -1,62 -1,93 -1,76 -1,43 -1,52 -1,61 -2,09* -2,73*
CCL5 78,28 -3,21* -2,98* -1,12 -2,23* -1,34 -2,09* -1,67 -1,84
CD4 3,06 -1,48 -1,60 -1,19 -1,41 1,35 1,76 -1,34 -1,64
CXCL9 13,43 -3,32* -2,89* -1,76 -2,21* -1,32 -2,03* -1,50 -1,71
CXCL10 79,13 -2,32* -2,82* -1,31 -1,27 -1,87 1,02 -6,42* -3,50*
GFAP 5,42 -2,50* -1,98 1,14 -1,21 2,44* 1,34 -1,01 1,20
GNAI 2,85 -1,41 -1,29 -1,60 -1,12 1,01 1,67 141 1,31
HIF1A 4,95 -3,24* -1,89 -3,14* -3,81* 1,03 1,56 -1,20 1,13
IL6 5,56 1,34 -2,51* -1,41 -1,67 -1,72 -1,91 -2,58* -2,04*
MAG -2,20 1,43 2,34* 1,34 121 -1,25 1,74 -3,63* -6,39*
MBP -2,80 1,33 1,75 1,34 1,27 1,10 1,33 1,34 1,47
MMP9 2,83 -1,68 -2,43* -1,34 -1,97 -1,55 -1,65 -4,74* -3,32*
NFKB 4,48 -2,16* -1,02 -1,70 1,57 -1,99 -2,39* -2,83* -1,76
PLP -2,63 1,10 3,79* 1,55 1,06 2,07* 2,33* 1,71 2,49*
PTPN11 -2,20 -2,61* -1,56 1,32 1,07 2,16* 2,25% -3,23* -2,29*
SOD -2,36 -1,10 -1,22 1,24 1,36 1,84 1,32 121 1,09
STAT3 2,78 1,21 1,04 -1,82 -1,34 -1,18 1,25 -1,04 1,56
TGFB1 2,10 -1,22 -1,51 1,17 1,23 1,88 -1,93 1,48 1,51
TNF-a 26,33 -2,33* -2,81* -2,12* -2,39* 1,12 1,35 -1,69 -2,74*
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DAE grubunda Kirmizi renkli olanlar kontrole gére ekspresyon diizeyi artanlar; mavi olanlar ise azalanlardir.
Diger gruplardaki *’lar ise anlamli farki gostermektedir.

Alt ekstreleri kendi igerisinde degerlendirdikten sonra en sitotoksik olanin
DKM alt ekstresi oldugu goriildii. Sonuglardan da anlasilabilecegi gibi hicbir alt
ekstreden ana ekstre MSCov ile benzer ya da daha iyi veriler Uretilemedi. Tek tek ele
alindiklarinda, bazi genlerin ifade diizeylerinde pozitif etkiler goézlemlenmesine
ragmen tiim genler birlikte degerlendirildiginde ekstrelerin etkilerinin zaman zaman
kendi i¢inde zit veriler iirettigi saptandi. Ornegin; n-biitanol alt ekstresi enflamasyon
iligkili baz1 genleri inhibe ederken, miyelin iliskili gen olan MAG genini de inhibe
etmistir ve ¢eligkili sonuglar ortaya koymustur. EA alt ekstresi de CCL5, CXCL9
gibi genleri baskilarken; APP, GFAP gibi genlerin mRNA ekspresyon dizeyini
arttirarak tezat etkiler ortaya koymustur. MSCov’dan geri tiiketilerek elde edilen 3 alt
ekstre kendi aralarinda degerlendirildiginde en fazla pozitif etki gdosteren ekstrenin
MSCov DKM alt ekstresi oldugu goriilmektedir. Cunkld bu alt ekstre MSCov
uygulmasina benzer sekilde CCLS, CXCL9, HIF1A, TNF-a genlerini anlamli olarak
baskilamaktadir. Bu ekstrenin hem anti-enflamatuvar hem de miyelin rejenere edici

etkiler sergiledigi sdylenebilir.

Literatiirde  ¢esitli  flavonoid bilesiklerin  anti-enflamatuvar  etkiler
sergiledikleri yani enflamasyonu baskiladigina kanitlar mevcuttur (Garcia-Lafuente
ve dig. 2009; Serefani ve dig. 2010; Parhiz ve dig. 2015). Buradan yola ¢ikarak
MSCov’un etkinliginin flavanoid kaynakli olup olmadigi sorusuna cevap arandi.
Ozgun-Acar ve dig. tarafindan 2016°da yapilan ¢aligmada MSCov’dan elde edilen
ekstrelerin Ozellikle flavanoid igerikleri analiz edilmistir. Hem ana ekstrenin ve hem
de alt ekstrelerin izokersetin, izoramnetin, kampferol-3-O-rutinozit, kampferol,
luteolin-7-O-glukozit, p-kumarik asit, pirogallol, kersetin-3-O-arabinosit, kersetin,
rutin, t-ferulik asit ve ursolik asit igerdigi rapor edilmistir. En fazla bulunan 2
flavanoid kaemferol ve rutindir. Bu calismadan yola ¢ikarak flavonoid bilesik
icerikleri ve uygulamalar ile molekiler dizeyde gen ifadelerinde g6zlemlenen
degisiklikler karsilastirmali olarak analiz edildiginde bu bilesikler ile bir pozitif
korelasyon ve uyum olmadig1 sonucuna ulasildi. Yani, 6zellikle MSCov basta olmak
Uzere, alt ekstreler ile gbzlemlenen etkiler bu ekstrelerin etkilerinin flavonoid iligkili
olmadigin1 goOstermektedir. Buradan yola ¢ikarak MSCov’un yukarida sayilan
etkilerinin, 6zellikle MS i¢in gbzlemlenen iyilestirici etkilerinin flavonoid bilesikler

kaynakli olmadigini sdylemek ¢ok da zor degildir.
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MSCov ekstresi ve alt ekstreleri ile ¢aligmalar yapildiktan sonra MSCov’dan

oncelikle ayr1 ayr1 ECO05 ve EC10 degerleri saptandi. Bu bilesiklerle yapilan

calismalarin sonuglar1 Tablo 12 ve 13’de verilmistir.

Tablo 12. MSCov ekstresinden elde edilen IHK, GC, OPC saf bilesiklerinin ve
OPC+Rutin kombine uygulamasimnin SH-SY5Y hicrelerinde segilen
genlerin mRNA ekspresyon diizeylerine etkilerinin kat degisim sonuclart.
Sonuglar karsilagtirma agisindan deneysel MS olusturulan DAE grubu
sonuglari ile birlikte verilmistir.

Gen DAE IHK GC OPC OPC+Rutin
T N G R T
Rutin Rutin
N N N N I I N N

e | 2w |z | e e || e | m | 2 | 1w

DAE grubunda Kirmiz1 renkli olanlar kontrole gore ekspresyon diizeyi artanlar; mavi olanlar ise azalanlardir.

Diger gruplardaki *’lar ise anlaml1 farki géstermektedir.
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Tablo 13. MSCov ekstresinden elde edilen OA, SDM, UA ve SIT saf bilesiklerinin
SH-SYS5Y hucrelerinde segilen genlerin mRNA ekspresyon duzeylerine
etkilerinin kat degisim sonuglari. Sonuglar karsilastirma agisindan
deneysel MS olusturan DAE grubu sonuglari ile birlikte verilmistir.

Gen DAE OA Y UA SIT
20uM | 26pM | 8pM | 12puM | 11pM | 14pM | 20 pM | 25 M
APP 245 220 | -435% 154 1,69 1,11 -1,09 1,88 2,12*
Cc1s 6.99 -320% | -2,68% | -111 -161 | -395% | -140 1,58 1,43
CCL5 7828 | -441* | -377% | -114 168 | w227 111 1,14 -1,21
CD4 3,06 -1,73 -1,74 1,56 1,65 1,75 | -2,63* | 155 1,22
CXCL9 = 1343 | -1341* -1936* 1,18 191 | -590%  -258* | 1,19 1,37
CXCL10 | 7913 | -613* | -811* | -145 | -251* | -339* | -167 1,09 -1,49
GFAP 5,42 -6,39*  -502*  -172 = -225% 1,03 2,68 1,13 -1,34
GNAI 2,85 182 | -256% | -151 -1,27 -1,69 1,22 8,02% | 6,11%
HIF1A 4,95 277% | 626  -1,86 -2,05 1,58 1,74 -1,28 -1,06
IL6 5,56 471 | 222 | A -1,81 -1,45 -1,53 1,38 21,77
MAG -2,20 1,66 1,12 308% | 2,89% 1,38 1,62 1,08 1,04
MBP -2,80 1,32 1,57 2,08% | 2,76% 1,10 1,33 1,44 1,42
MMP9 2,83 | -2404% 4859 = -174 | 277 | -490* = -278%  -251* @ -149
NFKB 4,48 -2,65% | -452% | 137 -1,02 -1,33 1,79 -1,68 -1,05
PLP -2,63 -1,86 -1,27 2,04% | 2,18* 1,90 2,01* 1,19 1,55
PTPN11 | -220 | -341* | -418* | -2,62* | -2,38% | 147 2,06% 1,15 1,02
SOD -2,36 1,87 2,61 1,26 2,08* 1,62 1,81 154 | -161
STAT3 2,78 1,54 1,61 -1,62 -1,22 1,33 1,30 1,21 -1,34
TGFB1 2,10 1,76 1,43 -1,58 1,76 | -1,03 -1,24 1,27 1,09
TNF-a 2633 | -1544* | -1869% | 1,76 154 | -3,32% | -2,34* | -2,20% | -2,00%

DAE grubunda Kirmizi renkli olanlar kontrole gore ekspresyon diizeyi artanlar; mavi olanlar ise azalanlardir.
Diger gruplardaki *’lar ise anlaml1 fark: géstermektedir.

Glukozinatlar bitkilerin 6zellikle keskin koku ve tatlarindan sorumlu olan
sekonder metabolitlerdir. GC Capparis ovata yaprak ve tohum ekstraktlarinda var
olan ana glukozinattir ve diger kapari tiirlerinde de bu bilesige rastlanir (Bor ve dig.
2009). Kullanilan dozlarda GC ozellikle enflamasyon/kemokin sitokin iligkili ve
kalitsal bagisiklik iligkili genlerin ekspresyon diizeylerini arttirdi, dolayisiyla
enflamatuvar etki ortaya ¢ikardi. Bu sonuglar MS tedavisi i¢in GC saf bilesiginin

umut vaad etmedigini gosteren kuvvetli deliller ortaya ¢ikardi.

IHK ile yapilan g¢alismalarda bu bilesigin calisilan genlere bakildiginda

kombine pozitif bir etkisine rastlanmadi.

Izole edilen ve incelenen diger bilesiklere baktigimizda OA ilging sonuglar

ortaya koymustur. Elde edilen verilere gore OA, T hiicre aktivasyonunu ve
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enflamasyonu baskilamaktadir. OA’in gen ifade diizeylerine etkileri daha oldukga
umut vaad eder gibi goriinse de, hayvan deneyleri ile karsilagtirma yaptigimizda bu
degerler kontrol hayvanlarda saptanan degerlerin olduk¢a altindadir. Bu durumda
oleanolik asitin yan etki olusturma potansiyelinden bahsetmek yanlis olmayacaktir.
Bunun yaninda miyelin iligkili genlerden en ©nemlilerinden biri olan PLP’nin
baskilanma egiliminde olmast OA’in MS tedavisi igin kullanilabilirligini sorgulatan
bir bagka etkendir. Litretatiir gézden gegirildiginde OA ile ilgili iki adet ¢alismaya
rastlandi. Bu ¢alismalardan bir tanesinde OA’in enflamatuvar hiicrelerin KBB’nden
sizmasint azalttigt ve MSS’ne infiltrasyonu baskiladigr bildirilmektedir. Ancak
calismada detayli gen ifadeleri incelenmedigi i¢in bizim elde ettigimiz diger veriler
ile karsilastirilmas1 miimkiin degildir. Diger ¢alismada ise OA’in DAE olusumunu
sitokin iiretimini engelleyerek baskiladig1 rapor edilmistir (Martin ve dig. 2010;
Pareek 2011). Bu calismalarda detayli gen ifadesi incelenmedigi ic¢in bizim
calisgmamizla karsilastirma yapmak c¢ok dogru yonde bir c¢ikarim olmayacaktir.
Ancak MS’de KBB bozulmasinin ana nedenlerinden biri olarak MMP’lar
goOsterilmektedir. Bizim ¢alismamizda OA, MMP9 mRNA ekspresyon dizeyini
ECO5 ve EC10 dozlarinda sirastyla 24 ve 48 kat baskilamistir; buradan yola ¢ikarak
OA’in KBB iizerindeki etkisini MMP9’a baglayabiliriz.

Calisilan bir diger aktif bilesik UA’in herhangi bir tedavi edici etki
gostermedigini ve MS tedavisi i¢in umut vaad etmedigini sOylemek mimkundar.
Ancak ilging olan durum OA ve UA bilesikleri yapisindaki tek fark sadece bir metil
grubuyken etkilerinin bu kadar farkli olmasidir (Sekil 380). Tek bir metil grubunun
yer degistirmesi bile bilesigin etkisini %100 farklilastirabilmektedir. Buradan yola
cikarak etki belirleme ve ilag gelistirme calismalarinin ne kadar zor siirecler

oldugunu sdylemek yanlis bir ¢ikarim olmayacaktir.

Sekil 380. Oleanolik asit (OA) ve ursolik asit (UA) karsilastirmali kimyasal yapilari.
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SIT bir fitosteroldiir ve calismalarimiza dahil edilmistir. Bu bilesiginde,
herhangi bir tedavi edici etki gostermedigini sdylemek miimkiindiir. Clnkl sonuglara
baktigimizda bu bilesigin gosterdigi tek pozitif etki TNF-o ve MMP9 ekspresyonunu
baskiliyor olmasidir ancak sadece bu iki gene bakarak pozitif bir degerlendirme

yapmak dogru degildir.

Calisilan diger bir bilesik bir steroid olan SDM’tir. SDM CXCL10, HIF1A ve
PTPN11 gibi enflamasyon/sitokin/kemokin grubu genlerin ekspresyonunu
baskilayarak anti-enflamatuvar etki ortaya koymustur. Bunun yaninda miyelin iliskili
genler olan MAG, MBP ve PLP’nin ekspresyonunu arttirarak néron rejenere edici
etki gosterme potansiyeli gosterdi. IL6 ve TGFB1, MS'in baslangici igin kritik bir
parametre olan T-hiicresi aktivasyonunda yer alan sitokinlerdir (Dendrou ve dig.
2015). Hem IL6 hem de TGFB1'in ekspresyonu iizerine SDM'nin asagi-diizenleyici
etkisi, doku infiltrasyonuyla ilgili olan MMP9’un da ifadesinin baskilanmasi ile hem
anti-enflamatuvar hem de bagisiklik baskilayic1 etkiler olarak gdrilebilir. Bu
sonuglar ayrica SDM'nin anti-enflamatuvar aktivitesini de desteklemektedir (Ozgun-
Acar ve dig. 2017).

Izole edilen saf bilesiklerin secili genlerin ifade diizeylerine etkileri DAE ile
karsilastirildiginda ve kontrol veriler ele alindiginda, bir triterpenoid olan OPC
bilesigi kontrol ile en uyumlu sonuglar iireten bilesik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu
veriler OPC’nin yan etki ihtimali diisiik ancak tedavi etmenligi giiclii bir bilesik
olarak Onerilmesini kuvvetle desteklemektedir. Ayrica, OPC’nin etki ettigi genler
irdelendiginde hem anti-enflamatuar (CXCL10, HIF1A, NFKB, TNF-a) etki
gosterdigi hem de miyelin rejenerasyonunu tetikledigi (MAG, MBP, PLP)
sOylenebilir. Bu nedenle, hastaligin, hem semptomatik etkilerinin giderilmesinde
hem de sistematik tedavisinde Umit verici bir bilesik oldugu ve hastalik belirtilerini
ortadan kaldirmada ve tedavide potansiyel bir terapdtik ajan olabilecegini
sOyleyebiliriz. Bu bilesigin kdk yapisinin OA yapisindan tiiredigini diisiiniirsek ve
burada bir ¢ikarim yapacak olursak OPC yapisindaki pentakosonoat grubunun bu
bilesigin biyolojik etkinligine pozitif etki kattigi, hiicre zarlara ve ¢esitli lipofilik
ajanlar ile etkilesimine olumlu etki ettigini diisiindiirmektedir. OA’e gore daha az

toksisite gostermesinin nedeni olarak da yine pentakosonoat grubu gosterilebilir.
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Triterpenoidler; imminmodulator etkiye sahip UA ve OA gibi bitkilerden
izole edilen sekonder metabolitlerdir (Lee ve dig. 2013; Venkatesha ve Moudgil
2016). Dogal triterpenoidlerin sentetik tiirevleri Ozellikle kanser ¢alismalarina
oldukga fazla konu olmustur (Probst ve dig. 2015). Triterpenoidlerin karsinogenezin
bastirilmasini NFKB ve STAT3 gibi pro-enflamatuvar mediyat6rlerin inhibisyonuyla
iligkilendirilmesi bu bilesiklerin otoimmiin ve enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde
ve 6nlenmesinde potansiyel roliinii sorgulamaya itmistir (Liby ve dig. 2006; Choi ve
dig. 2014). Literatirde MS ve triterpenoidlerle ilgili yapilan 2 tane calismaya
rastlanmistir (Pareek ve dig. 2011;Wei ve dig. 2017). Her iki ¢alismada kullanilan
triterpenoid de sentetiktir. Bunlardan bir tanesinde kullanilan triterpenoid OPC gibi
bir OA tirevidir ve MS patolojisinde ¢cok 6nemli olan IL-17 ekspresyonunu
baskilayarak DAE modeli lizerinde iyilestirici etkiler yaptigi bildirilmistir. Diger
calismada ise triterpenoid T hiicre farklilasmasini baskilayarak DAE indiiksiyonunu
baskilamigtir. Bu veriler 15181inda, dogal olarak ilk defa bu ¢aligmada izole edilen ve
bir triterpenoid olan OPC bilesiginin de MS i¢in timit verici bir terapdtik ajan olma

ihtimali cok yuksektir.

OPC ile birlikte kombine olarak rutin uygulamasi yaptigimiz deneyler de
enteresan sonuclar elde edildi. Rutin MSCov ekstresinde en fazla olan ikinci
flavonoid olmasi nedeniyle tercih edildi. Ayrica rutin ile ilgili bagisiklik sistemini
artirdigi ve diizenleyici etkisi oldugunu bildirir in vitro veriler de bulunmaktadir
(Ganeshpurkar ve Saluja 2017). Ancak bizim yaptigimiz veriler literatiirdeki bu
verilere ters diisgmektedir. Tam tersine, kombine uygulama ile OPC ile elde edilen
pozitif etkileri de bozucu sonuglar elde edildi. Ciinkii sadece OPC uygulamasi ile
ekspresyonu anlamli olarak baskilanan HIF1A, MMP9, NFKB ve TNF-a gibi
genlerin OPC+Rutin uygulamasinda bu anlamli farkin ortadan kalktigi goriildi. Bu
genlerden 6rnegin HIF1A OPC uygulamasi ile EC0O5 ve EC10 dozunda 4.5 kat ve 2.6
kat baskilanirken; rutin ile kombine OPC uygulamasinda EC05 dozunda 1.3 kat
baskilanmis EC10 dozunda ise baskilanma tamamen ortadan kalkmistir. Bu noktada,
MSCov ekstresi ve alt ekstrelerde flavonoid bilesiklerle yapilan yorumlarimizi
destekler veriler elde edildi. Ekstre ve alt ekstrelerin etkileri de icerdikleri flavonoid
bilesikler ile bir paralellik ve uyum gostermemekteydi. Bu hiicre hattinda rutin ile
elde ettigimiz sonuclar flavonoidlerin MS tedavisi i¢in bir etkilerinin olmadig

hipotezimizi ¢cok kuvvetle desteklemektedir.

185



SH-SYSY hiicreleriyle yapilan saf bilesik sonuglarina bakilarak ozellikle 2
bilesik MS tedavisi i¢in terapdtik ajan olma potansiyeline sahiptir ¢ikarimi
yapabiliriz. Bu 2 bilesik SDM ve OPC’dir. Aktif bilesik miktarlar1 elimizde ¢ok az
oldugu i¢in bu bilesikler sadece SH-SYS5Y hiicrelerinde test edilebildi. Diger 2
hicrede ise MSCov ve alt ekstreleri ile ¢caligmalar yapildi.

Bu 2 bilesik uygulamasi sonucunda elde ettigimiz sonuglar1 MSCov ekstresi
uygulamasindan elde ettigimiz sonuclarla karsilagtiracak  olursak  OPC
uygulamasinda MSCov’da oldugu gibi CXCL10, HIF1IA, MMP9, NFKB ve TNF-a
mRNA ekspresyon diizeylerinde kontrole gore anlamli baskilanma olmustur. Bu
sonuclar OPC’nin anti-enflamatuvar etkisini gosteren ciddi delillerdir. SDM
uygulamasinda ise yine MSCov’da oldugu gibi CXCL10, GFAP, HIF1A, MMP9 ve
PTPN genlerinin ekspresyon diizeylerinde MSCov uygulamasindaki sonuglarla
benzer olarak baskilanma gozlendi. Bu verilerden yola c¢ikarak bu iki bilesigin
MSCov’un etkilerinden sorumlu olabileceklerine dair bir ¢ikarim yapabiliriz. Ancak

bu ¢ikarimin tam anlamiyla kanitlanabilmesi i¢in daha fazla ¢caligmaya ihtiya¢ vardir.

MS, MSS’nin kronik enflamatuvar ve demiyelinizan bir hastaligidir ve
MSS’ne T hiicrelerinin ve makrofajlarin sizmasi ile seyreder. MS’de olusan
enflamasyon bu hiicreler kaynaklidir (Severson ve Hafler 2010). MSCov ve alt
ekstrelerinin T hiicreleri tizerinde 6zellikle enflamasyon etkinligini test etmek igin
secilen genlerin mRNA ekspresyon dizeylerine etkisine bakildi. Sonuglar Tablo

14°de verilmistir.
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Tablo 14. MSCov ekstresinin ve alt ekstrelerinin CCRF-CEM hiicrelerinde segilen
genlerin mRNA ekspresyon diizeylerine etkilerinin kat degisim sonugclart.
Sonuglar karsilastirma agisindan deneysel MS olusturan DAE grubu
sonugclari ile birlikte verilmistir.

Gen DAE MSCov Diklorometan Etil Asetat n-Butanol

1,25mg/ml | 1,5mg/ml | 10pg/ml | 12pg/ml | 13pg/ml | 17pg/ml | 17pg/ml | 20pg/ml
C1S 6.99 1,05 -1,22 -1,38 -2,17* -13,5* -10,4* -7,0* -3,84*
CCL5 78,28 -1,80 -1,92 1,38 -2,64* -3,07* -2,01* -7,91* -2,09*
CXCL9 13,43 -1,10 -2,36* 2,71* 1,58 -2,35% -2,68* -1,42 -1,61
CXCL10 | 79,13 -2,01* -2,09* 1,23 -2,40* -4,84* -7,85* -3,71* -3,17*
IL6 5,56 -1,34 -1,23 1,15 -1,58 -1,28 -1,49 -1,66 -1,78
IL10 -1,91 -2,15* -1,88 -1,01 -3,84* -16,54* -2,30* -8,24*
NFKB 4,48 -2,18* -2,61* -1,80 -1,26 -2,02* -3,23* 1,02 -1,67
TNF-a 26,33 -1,17 -1,10 1,49 -2,68* -1,3 -1,56 1,47 -1,21

DAE grubunda Kirmizi renkli olanlar kontrole gore ekspresyon diizeyi artanlar; mavi olanlar ise azalanlardir.
Diger gruplardaki *’lar ise anlamli farki géstermektedir.

MSCov ekstresi T hiicre aktivasyonunun, enflamasyonun ve sitokin,
kemokinlerin baskilanmasini saglamistir. Yani bu hiicre hattinda da SH-SY5Y hiicre

hattindan elde edilen sonuglarla uyum iginde olan sonugclar elde edildi.

Sitotoksisite sonuglarint degerlendirecek olursak SH-SY5Y hicrelerinde
oldugu gibi bu hiicre hattinda da en sitotoksik olan alt ekstre DKM’dir. Alt ekstreler
kendi i¢inde degerlendirildiginde her ti¢ alt ekstre enflamasyonu ve T hiicre
aktivasyonunu baskilamistir. C1S, CCL5 ve CXCL10 yine (¢ ekstrede de baskilanan
genlerdir. CXCL9 ve NFKB sadece EA, TNF-a ise sadece DKM alt ekstresinde
anlamli olarak baskilanmistir. IL6 geninde hi¢bir uygulamada anlamli bir degisiklik
olmamigtir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak en kuvvetli anti-enflamatuvar etkiyi
gosteren ekstre EA ekstresi olmustur. Ozellikle NFKB pro-enflamatuvar gen
ekspresyonunun en 6nemli duzenleyicisi olarak bilinir. TNF- o, IL-1p, IL-6 ve IL-8
gibi sitokinlerin sentezi NFKB aracilidir (Aupperle ve dig. 1999). Bu da EA alt

ekstresinin anti-enflamatuvar etkinligini ortaya koyan baska bir ¢ikarimdir.

Hiicre hatlari, biyolojik arastirmalar igin birincil olarak tercih edilirler. Cinki
bu hicreleri buyitmek ve temin etmek oldukg¢a kolaydir. Bununla birlikte, sonuglarin
yorumlanmasinda dikkat edilmelidir; ¢link( hiicre hatlar1 birincil hiicreleri her zaman
dogru bir sekilde ¢cogaltmamaktadir. Sonug olarak, hiicre hatlar1 gii¢clii bir aragtir ve

primer hiicrelere kiyasla bir¢cok avantaj sunar. Bununla birlikte, hiicre hatlarinin
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primer hucrelerle birebir ayn1 olmadigi, 6rnegin bunlarin kontakt inbibisyonlarinin
ortadan kaldirildig1 bilinmektedir. Bu nedenle, hiicre hatlari ¢alismalarindan ¢ikan
sonuglarin dogrulugundan emin olmak i¢in deneyler tasarlanirken ¢ok dikkatli
olunmahidir (Kaur ve Dufour 2012). Buradan yola ¢ikarak biz de bulgularimizi
kuvvetlendirmek igin deneylerimize primer fare oligodendrosit hicreleri ekledik.
Sonuglar Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. MSCov ekstresinin ve alt ekstrelerinin fare primer oligodendrosit
hicrelerinde segilen genlerin mMRNA ekspresyon diizeylerine etkilerinin
kat degisim sonuglari. Sonuglar karsilagtirma agisindan deneysel MS
olusturan DAE grubu sonuglari ile birlikte verilmistir.

Gen DAE MSCov Diklorometan ‘ Etil Asetat n-Butanol
Img/ml | 2mg/ml | 10ug/ml | 15pg/ml | 10pg/ml | 20pg/ml | 15pg/ml | 25ug/ml

APP 2,45 1,06 -1,73 1,33 -2,95* 4,25* 3,74* 1,05 3,34*
C1S 6.99 -1,54 -2,17* -4,74* -6,48* -1,09 -1,47 -1,05 1,76
CCL5 78,28 | -3,26% -1,67 2,34* 1,63 1,60 2,54* 1,30 6,69*
CD4 3,06 -1,42 -1,56 -1,46 -2,09* -1,48 -1,76 1,25 2,56*
CXCL9 13,43 -1,83 -1,34 1,16 -2,34* -1,33 1,20 1,38 3,86*
CXCL10 | 79,13 | -2,79* -1,20 1,28 -2,83* -2,28* 1,85 -1,04 1,41
GFAP 5,42 -5,44* -4,89* -2,12* -4,61* 3,41* 9,22* -1,37 1,38
GNAI 2,85 1,24 1,55 1,50 1,28 1,58 1,09 -1,29 1,64
HIF1A 4,95 -1,79 -2,82* 1,52 -1,06 -1,58 -1,07 -5,27* -1,89
IL6 5,56 -3,11* -1,08 1,17 -1,70 -2,93* -2,06* -7,08* -3,47*
MAG -2,20 2,15* 7,39* 3,98* 4,88* 1,97 4,37* -1,12 -1,31
MBP -2,80 1,49 5,23* 3,38* 2,72* 2,03* 6,23* 1,33 2,05*
MMP9 2,83 -1,09 -1,33 -2,68* -3,57* -1,27 -1,31 -5,07* 1,31
NFKB 4,48 -7,19* -4,14* -2,16* -3,23* -1,21 -1,40 -1,26 3,12*
PLP -2,63 1,93 2,85* 5,05* 2,50* 1,03 1,31 1,07 2,03*
PTPN11 -2,20 -1,79 -1,09 -1,58 -1,84 -2,67* 1,52 -2,05* 1,23
SOD -2,36 -121 -1,43 1,70 -1,07 1,78 2,55* -1,13 -1,21
STAT3 2,78 1,55 1,31 -2,00* -3,08* 3,40* 3,39* -1,78 -2,01*
TGFB1 2,10 -1,68 -2,26* 1,55 -1,75 1,57 2,01* -3,81* -2,95*
TNF-a 26,33 | -4,56* -2,89* -1,01 -2,04* -5,86* -1,51 -1,52 -1,05

DAE grubunda Kirmizi renkli olanlar kontrole gore ekspresyon diizeyi artanlar; mavi olanlar ise azalanlardir.
Diger gruplardaki *’lar ise anlaml1 fark: géstermektedir.

Fare primer oligodendrosit hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda diger hiicrelerde
oldugu gibi higbir alt ekstre ana ekstre MSCov kadar iyi sonuglar ortaya koyamadi.
MSCov’dan geri tiiketilerek elde edilen diger 3 alt ekstre kendi aralarinda
degerlendirildiginde en fazla etki gosteren ekstre SH-SY5Y hiicrelerinde oldugu gibi
DKM alt ekstresi olmustur.
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MSCov ekstresi C1S, CCL5, CXCL10, HIF1A, NFKB ve TNF-a
ekspresyonunu baskilayarak kemokin/sitokin cevabini baskiladi. Ayrica IL6 ve
TGFBI1 genlerini baskilayarak da T-hiicre aktivasyonunu baskilamistir. Bunun
yaninda miyelin iligkili 3 gen olan MAG, MBP ve PLP ekspresyonunu ciddi anlamda

arttirarak miyelin rejenere edici etki gostermistir.

Aksonlarin miyelinizasyonu ndronal sagkalim i¢in ¢ok 6nemlidir ve MSS’nde
bu gorev oligodendrosit hiicrelerinindir. Miyelin yoklugunda sinir impulsunun iletimi
olduk¢a yavagtir (Wolswijk ve Noble 1989; Noble ve dig. 1992) ve saglikli iletim
icin mutlaka saglam miyelin tabakaya ihtiya¢ vardir. Bu bilgilerden de yola ¢ikarak

MSCov’dan elde edilen sonuglarin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Yukaridaki bilgileri desteklemek ve MSCov ile ilgili verileri daha iyi
degerlendirebilmek adina galisilan genlerin yolagi Sekil 381’de verilmektedir.

MSCov

Sekil 381. Calisilan genlerin MSCov uygulamasi ile iligkili yolak (kirmizi oklar
MSCov tarafindan baskilanan yolaklar1 gostermektedir).
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Sonug olarak, yaptigimiz hayvan deneyleri ve hiicre kiiltiirii deneyleri MSCov
ekstresinin MS terapisi i¢in iimit vadeden, giivenli bir alternatif ve tamamlayici
tedavi ajam1 olabilecegini c¢ok kuvvetle desteklemektedir. Ana ekstre kadar iyi
sonuglar1 higbir alt ekstre hicbir hiicre hattinda saglamadi. Ancak ana ekstre ile en
yakin sonuglar ise DKM alt ekstresinden elde edildi. izole edilen saf bilesiklere
bakacak olursak OPC ve SDM bilesiklerinin de molekiiler veriler 1s1ginda MS igin
cok onemli alternatif bir terapotik olma ozelligi tasidigini séyleyebiliriz. Umut vaad
eden her iki bilesiginde DKM alt ekstresinden geri tiiketilerek elde edilmesi sonuglar
arasindaki korelasyonu gosteren bir bagka veridir. Ancak her iki bilesik i¢in de in

vivo deneyler yapilmasi kesin sonuglar elde etmek igin gereklidir.
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5. SONUC

Bu tez caligmasi kapsaminda Capparis ovata bitkisinden elde edilen ve
MSCov ismi verilen sulu ekstrenin, halen kesin tedavisi bulunmayan MS hastalig
icin hem diisilk maliyeti hem de yan etkilerinin olmamasi (giivenilirligi) ve aym
zamanda kolay kullanilabilir olmas1 géz 6niine alindiginda, yiiksek potansiyelli ve

onemli bir alternatif tedavi etmeni oldugunu kuvvetle destekleyen veriler elde edildi.

Hem hayvan deneyleri hem de hiicrelerle yapilan deneyler MSCov’un anti-
enflamatuvar, miyelin rejenere edici, T ve B hiicre aktivasyonunu baskilayici,
kompleman aktivitesini baskilayici, miyelin iligkili antijen sunumunu engelleyen
etkiler ortaya koydugunu gosterdi. Bunun yaninda MSCov ekstresi ile yapilan
calismalar bu ekstrenin ilag-diyet etkilesiminin neredeyse olmadigini ve giivenle
kullanilabilecegini gdstermektedir. Tiim bu etkilerin hepsini biinyesinde barmdirdigi

icin en iyi etki MSCov ekstresinde goruldu.

Hiicrelerle yapilan galismalardan SH-SY5Y ve primer fare oligodendrosit
hiicrelerinin MS ¢alismalarinda kullanilabilecegini ancak CCRF-CEM hiicrelerinin
sadece anti-enflamatuvar etki tespiti i¢in kullanilabilecegini gosterdi. Bunun yaninda
yapilacak olan bir co-culture (néron-oligodendrosit veya ndron-T hiicresi gibi) cok

daha anlamli sonuglar elde edilmesini saglayabilir.

Calisma kapsaminda Capparis ovata bitkisinden izole edilen (bazilari
dogadan ilk kez izole edildi) ve yapisi tayin edilen ve in vitro molekiler etkileri
tespit edilen toplam 7 tane saf bilesik ¢alisildi. Bu bilesiklerden stigmast-5,22-dien-
3p-miristat ve Ozellikle olean-12-en-28-ol, 3B pentakosanoat bilesiklerinin MS igin

cok onemli alternatif terapotik olma o6zellikleri tasidiklar1 gosterildi.

Bundan sonraki asamada pozitif veriler elde ettigimiz aktif bilesiklerle
Ozellikle hayvan denemeleri yapilarak, yurt disindan ¢ok yliksek maliyetlerle alinan
ve kesin tedavi saglamayan MS ilaglarina bir alternatif olarak ticari bir iiriine

doniistiiriilmesi lilke ekonomisine katki saglayacaktir.
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7. EKLER

Amiloyid Beta Prekorsor Protein (APP)

Bu gen insanlarda 21 nolu kromozomun uzun (q) kolu Uzerinde 21g21.3
pozisyonunda bulunur. APP geni, 18 ekson icerir ve ekzon 7, 8 ve 15'in alternatif
eklenip ¢ikarilmasi ile (splicing) en az sekiz APP protein izoformu olusur (Kitaguchi
ve dig. 1988) . APP amiloyid beta prekiirsor proteini kodlayan gendir. Amiloid
prekiirsor protein, daha kiiclik peptitler olusturmak i¢in enzimler tarafindan kesilir.
Bu peptitlerden ikisine ¢ozinirdir ve amiloid prekursor protein (APP) ve amiloid
beta (B) peptidi adin1 alirlar. APP proteini bir hiicre ylizey reseptorii olarak islev
goriir ve norit bliylimesi, ndron yapigsmasi ve aksonojenez ile ilgili ndronlarin
yiizeyinde fizyolojik islevleri yerine getirir. Son kanitlar, APP'nin biiylime
destekleyici 0Ozelliklere sahip oldugunu ve dogum oncesi ve dogum sonrasi
noronlarin olusumunda rol oynayabilecegini gostermektedir. APP peptidi, baz1 diger
proteinlerin islevlerini de kapatarak (inhibe ederek) kontrol edebilir. Bunun yaninda
protein-protein etkilesimleri yoluyla hiicre hareketliligine ve transkripsiyon
regilasyonuna katilir. APBBI1-KATS5'e baglanma yoluyla transkripsiyon
aktivasyonunu tesvik edebilir ve Numb ile etkilesim yoluyla Notch sinyalini inhibe
eder (Hartmann ve dig. 2001; Wang ve dig. 2017). Alzheimer hastaligindan, APP'nin
[-sekretaz yoluyla bélinmesinin nérotoksik AP ve APP-hiicre i¢i domain olusumuna
neden oldugu bilinmektedir. Noronlarda biriken AB’nin nérodejeneratif bir hastalik
oldugu bilinen Alzheimer gelisiminde ¢ok Onemli bir adim oldugu bilinmektedir

(O’Brien ve Wong 2011).
Kompleman Bilesen 1 (Cls)

C1S geni kalitsal bagisiklikta rol oynayan, klasik kompleman sistemi yolunun
ilk bilesenini olusturmak i¢in Clq ve Clr ile kompleks olusturan ve C2 ve C4
aktive eden bir serin proteazdir. Bu gen 12. kromozomun kisa kolu (p) tizerinde
12p13.31 pozisyonunda bulunur. Kompleman sistemi, enfeksiyon ve 6z bagisiklik
sistemi hastaliklarina karsi 6nemli bir savunma saglar (Gal ve dig. 2002).

Kompleman sistemin aktive olmasi, Alzheimer ve MS gibi enfeksiy6z olmayan

219


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%26%23x02019%3BBrien%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21456963
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21456963

ndrodejeneratif hastalik varliginda ortaya ¢ikar (Yashojima ve dig. 1998; Ingram ve

dig. 2009).
Kemokin (C - C motifi) Ligand1 5 (CCLS5)

Bu gen, kromozom 17'nin g-kolunda bulunan birka¢ kemokin geninden
biridir. Kemokinler, bagisiklik diizenleyici ve inflamatuvar siireclerde rol oynayan
protein super ailesidir. CC alt ailesi Uyesi olan bu kemokin, monositler, bellek T
yardimer hiicreleri ve eozinofiller i¢in bir kemogekici gorevi yapar. Histaminin
bazofillerden salinmasina ve eozinofillerin aktivasyonuna neden olur. CCR1, CCR3,
CCR4 ve CCRS reseptorlerine baglanir (Rot ve von Andrian 2004; Ransohoff 2006;
Bajetto ve dig. 2002; Viola ve Luster 2008). Yapilan caligmalarda hastaligin aktif
formunda olan multipl skleroz (MS) hastalarinin beyin-omurilik sivilarindaki CCL5
konsantrasyonunun saglikli bireylerle ve hastaligin inaktif agamasindaki hastalarla
karsilastirildiginda biiyiik oranda arttigi ve CCL5’in MS hastalig1 i¢in biyobelirteg
oldugunu gostermektedir (Tomioka ve Matsui 2014; Mori ve dig. 2016).

CD4 Molekiilii (CD4)

Bu gen, major histouyumluluk kompleksi sinif 11 antijenleri ile etkilesime
giren ve ayni zamanda insan bagisiklik yetmezligi viriisii i¢in bir reseptor olan, T
lenfositlerinin bir zar glikoproteini kodlar. Bu gen sadece T lenfositlerde degil aym
zamanda B hucrelerinde, makrofajlarda ve granulositlerde de ifade edilir. Ayrica
beynin bazi belirli bolgelerinde de bu gen ifade edilir. T-hiicre aktivasyonunun erken
safhasini baslatmak veya arttirmak tizere icin goOriir ve merkezi sinir sisteminin
bulasic1 ve immiin aracili hastaliklarinda dolayli olarak néronal hasarin 6nemli bir
ara bulucusu olarak islev goriir (Brady ve dig. 1993). T hiicrelerinin insan immiin
yetmezlik virGsu tip 1 (HIV-1) ile enfekte olmast CD4 ekspresyonunun
baskilanmasina neden olur ve hiicrelerin enfekte olma siireci baslar. HIV-1
enfeksiyonunu takiben, konak¢1 bagisiklik sistemini ciddi sekilde tehlikeye atan ve
kazanilmig bagisiklik yetersizligi sendromunun gelismesine yol acan ilerleyici bir
CD4-pozitif lenfosit kayb1 vardir (AIDS) (Dalglaish ve dig. 1984; Sattentau ve Weiss
1988). Bunun yaninda bu protein T-hilicre aktivasyonunun erken ddéneminde
aktivasyon baglatici ve artiric1 olarak islev yapmasindan dolayr merkezi sinir

sisteminde enfeksiyon veya bagisiklik aracili ndronal hasar olusunda énemli bir rol

oynar (Chitnis 2007).

220



Kemokin (C-X-C Motifi) Ligand1 9 (CXCL9)

CXC kemokinler, farkli 16kosit alt gruplarimi lokal enflamatuvar bolgelere
yonlendiren temel molekdllerdir. Bu kemokinler, kemokinlerin ikinci en buyuk alt
ailesidir. CXCL9 geni 4. kromozomun g kolu lzerinde 4g21.1 pozisyonunda yer alir.
Interforon-¥ tarafindan indiiklenir. Interferon-indiiklenebilir CXCR3 ligandlari, yani
CXCL9, CXCL10 ve CXCLI11, bagisiklik ve anjiyojenezin diizenlenmesinde
pleiotropik roller sergilemektedir (Zlotnik ve Yoshie 2000; Moser ve Loetscher
2001; Li ve dig. 2016). CXCL9’un insanlarda goriilen tiimor gelisiminde onemli
roller oynadig1 gosterilmistir (Wu ve dig. 2016).

Kemokin (C-X-C Motifi) Ligandi 10 (CXCL10)

Bu gende CXCL9 gibi, CXC alt familya tyesi bir kemokin kodlar ve CXCR3
reseptoriiniin bir ligandidir. CXCL10 hem Interforon-y hemde tip 1 interferonlar olan
interferon-a ve P tarafindan indiiklenebilir (Farber 1997). Merkezi sinir sistemi
disinda CXCL10, monositler, makrofajlar, fibroblastlar, osteoblastlar ve endotel
hiicreleri gibi ¢esitli hiicreler tarafindan eksprese edilir. Merkezi sinir sisteminde ise
tim glial hiicreler ve noronlar tarafindan ekspres edilir (Gasper ve dig. 2002;
McKimmie ve Graham 2010). CXCL10 ekspresyonunun MS’in erken donemlerinde
arttig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir ve CXCL10 6zellikle aktive olan astrositler
tarafindan salmir. Beyin omurilik sivisindaki CXCL10 protein seviyeleri, MS
hastalarinda belirgin olarak artmaktadir ve beyin omurilik sivisi ve serumdaki
CXCLI10 diizeylerinin, MS akut evrelerinde oldukca yliksek oldugu gosterilmistir
(Balashov ve dig. 1999). CXCL10 sadece MS’te degil ayrica alzheimer gibi diger
norodejeneratif hastaliklarda da yiiksek oranda ifade edilmektedir. “Disease” veri
bankasinda bu protein ile iligkili olarak bildirilen hastaliklar, MS, tiiberkiiloz,
alzheimer, asir1 duyarlilik reaksiyonu tip II hastaligi, kanser, astim, grip, siddetli akut

solunum yolu sendromu, hepatit C, pndmoni, dermatit ve artrit’dir (Booth ve dig.
2002).

Glial Fibrillar Asidik Protein (GFAP)

Bu gen, olgun astrositlerin ana ara filament proteinlerinden birini kodlar.
Gelisme sirasinda astrositleri diger glial hiicrelerden ayirt etmek icin bir belirteg

olarak kullanilir. Bu genin mutasyonlari, merkezi sinir sisteminde nadir bulunan bir
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astrosit bozuklugu olan Alexander hastaligina neden olur. Bazi aragtirmacilar,
astroglial hucrelerin, sinirleri cevreleyen 0zel hicreler (oligodendrositler) de dahil
olmak Ttizere diger hiicrelerin isleyisinde onemli bir rol oynadigini ve miyelin
tiretiminde ve uzun siireli bakiminda rol aldigini 6ne stirmiislerdir. Ayrica astroglial
hiicreler, sadece belirli maddelerin kan damarlari ve beyin (kan-beyin bariyeri)
arasinda gecis yapmasina izin veren koruyucu bariyerin korunmasma yardimci
olabilir. Bu gen insanlarda 17. kromozomun q kolu Gzerinde lokalizedir (Omary ve
dig. 2004; Wippold ve dig. 2006).

Guanin Niikleotid Baglayan Protein (G Protein), Alfa Alt Birimi 2(GNAI2)

Bu gen tarafindan kodlanan protein guanin niikleotid baglama proteinlerinin
(G proteinleri) bir alfa altbirimi'dir. Sentezlenen protein, guanin nikleotid baglama
bolgesini igerir ve adenilat siklazin hormonal regiilasyonunda yer alir. Guanin
nlkleotid-baglayici proteinler (G proteinleri) ¢esitli transmembran sinyalizasyon
sistemlerinde modiilator olarak yer alirlar. Bu gen insanlarda 3. kromozomun p kolu

tizerinde lokalizedir (Hamada ve dig. 2017).
Hipoksi Ile indiiklenebilir Faktor 1-Alfa (HIF1A)

Hipoksi induklenebilir faktori 1-alfa, HIF1A geni tarafindan kodlanir,
heterodimerik transkripsiyon faktoriniin hipoksi ile tetiklenebilen bir alt-birimidir
(Semenza ve dig. 1996). HIF-1, enerji metabolizmasi, anjiyojenez, apoptoz ve
hipoksiye metabolik adaptasyonu kolaylastiran diger genler dahil olmak iizere bir¢ok
genin transkripsiyonunu aktive ederek hipoksiye hiicresel ve sistemik homeostatik
tepkinin ana dlzenleyicisi olarak islev goriir. HIF-1, glikoz metabolizmasimi ve
redoks homeostazini diizenleyerek, anjiyogenezi ve oksijen kullanimini regiile
ederek oksijen alimimi denetler. HIF-1 aktivitesi beyinde, kalpte, bobrekte, akcigerde
ve iskelet kasinda HIF-lo. mRNA ve protein seviyelerinde meydana gelen
degisiklikler yoluyla hipoksi ile indiiklenir (Wiener ve dig. 1996; Bosch-Marce ve
dig. 2007). HIF1A birikimi ile karakterize edilen hipoksi-benzeri doku degisiklikleri,
MS patojenezinde gok erken bir evrede ortaya ¢ikar ve bu durumun kan beyin
bariyeri bozulmasiyla da dogrudan iligkili oldugu gosterilmistir (Le Moan ve dig.
2015). HIF1A geninin ayrica Sepsis (Peyssonnaux ve dig. 2007; Thiel ve dig 2007),

romatizmal artrit ve inme dahil olmak U(zere iltihaplanma ve ndrodejenerasyonla
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seyreden hastaliklarda hastaligin ilerlemesi {izerinde kuvvetli bir etkisinin oldugu

rapor edilmistir (Cramer ve dig. 2003).
Interlokin 6 (IL6)

Bu gen, enflamasyon ve B hiicrelerinin olgunlasmasinda islev goren bir
sitokini kodlar. Enfeksiyonlara ve doku yaralanmalarina tepki olarak derhal ve gegici
olarak iiretilen IL6, akut faz tepkileri, hematopoez ve bagisiklik reaksiyonlarinin
uyarilmas1 yoluyla konak¢1 savunmasina katkida bulunur. ifadesi transkripsiyon ve
transkripsiyon sonrast mekanizmalarla siki bir sekilde kontrol edilmesine ragmen,
IL6'nin diizensiz ve devamli sentezi, kronik iltihaplanma ve otoimmiinite {izerinde
patolojik bir etki yapar. Insan IL6 sitokini 212 amino asitten olusur ve geni 7p21
kromozomunda lokalizedir. Bu genin isleyisi ¢ok cesitli iltihap ile iliskili hastalik
durumlanyla iligkilendirilir (Tanaka ve dig. 2014).

Miyelin liskili Glikoprotein (MAG)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, tip I zar proteinidir ve immiinoglobulin
stper ailesinin bir Gyesidir. Miyelinizasyon siirecine dahil olur. Miyelin ile iligkili
glikoprotein (MAG), miyelin kiliflarinin  periaksonal Schwann hiicresi ve
oligodendroglial membranlarinda segici olarak lokalize olan 100 kDa'luk bir
transmembran glikoproteinidir ve hem c¢evresel sinir sistemi hem de merkezi sinir
sisteminde glia-akson etkilesimlerinde islev gordigiinii gostermektedir. Miyelinli
aksonlarin normal olusumu ve bakimi i¢in 6nemlidir, [gM monoklonal antikorlar i¢in
bir antijen olarak bilinmektedir. Bu protein miyelinin énemli bir bilesenidir. Diger
miyelin proteinlere kiyasla MS plaklarimin gelisiminde erken kaybi bu hastaligin
patojenezinde 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Nakahara ve dig.

2003; Quarles 2007).
Miyelin Temel Protein (MBP)

Klasik MBP geni tarafindan kodlanan protein, oligodendrositlerin miyelin
kilifinin ve gevresel sinir sistemindeki Schwann hiicrelerinin 6nemli bir bilesenidir.
MBP merkezi sinir sisteminde toplam proteinin %30’unu miyelin kuru agirliginin
yaklasik %10’unu olusturur. MSS’nde miyelin olusumu ve miyelinin ¢ok katli siki
yapisinin stabilizasyonu ig¢in gereklidir. MBP geni baskilanmig farelerde MSS

miyelinizasyonunda belirgin azalma ve titreme, nobetler ve erken olim ile
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karakterize ilerleyici hastalik tablosu izlenmistir (Martini ve dig. 1995). Miyelin kilif
tim omurgalilarda MBP bulundurur (Harauz ve dig. 2004). Miyelin yapisinda
bulunan miyelin temel proteininin farelerde 11 ekson, insanlarda 10 eksondan olusur

(Givogri ve dig. 2001).
Matriks Metalloproteinaz 9 (MMP9)

MMP ailesinin proteinleri, embriyonik gelisme, reprodiiksiyon ve doku
yenilemesi gibi normal fizyolojik siireglerin yani sira artrit ve metastaz gibi hastalik
stireclerinde ekstraselliiler matriksin pargalanmasina katilirlar. Bunlar ¢inko igeren
endopeptidazlardir. Cogu MMP'lar, hiicre dis1 proteinazlarla pargalandiginda aktive
olan pasif proproteinler olarak salgilanir. Noroenflamatuvar hastaliklarda, MMP'lar
enflamatuvar hiicrelerin MSS’ne akisi, miyelin tahribine katkisi, KBB bozulmasi ve
ekstraseliiller matriksin bozunmasindan sorumludur (Romi ve dig. 2012). MMP9,
onemli bir biyobelirte¢ olan proteolitik enzimdir. Inme, kalp hastaliklar1, tiimérler,
MS ve epilepside noronal hasarin biyolojik belirtegleri olarak kullanimi yaygindir.
MMP9 beyinde en yaygin bulunan metalloproteinazdir (Bronisz ve Kurkowska-
Jastrzgbska 2016).

Nukleer Faktor Kappa B (NFKB)

NFKB ilk kez 1986 yilinda Baltimore ve arkadaslar1 tarafindan
tammlanmustir. {lk tanimlandiginda B hiicrelerinde immiinoglobulin kappa hafif
zincirinin lretimini kolaylastiran bir faktor olarak tarif edilen NFkB, daha sonralari
bircok organizmada ve hemen her hiicre tipinde bulunan, organizmanin kendi
kendini savunmada kullandig1 ana sarterlerden birisi olarak kabul edilmistir (Brasier
2006). NFKB hiicrede DNA transkripsiyonu, hiicre dongiisii, bagisiklik tepkileri,
apoptoz ve enfeksiyonlar da rol oynayan bir protein kompleksidir. NFKB tiim hicre
tiplerinde bulunan dimerik bir transkripsiyon faktordir. Rel A (p65), Rel B, c-Rel,
NFKB1 (p50), ve NFKB2 (p52) tarafindan olusturulan homo ya da hetero dimerler
halinde bulunur ve bunlar sirasi ile Rel A, Rel B, c-Rel, NFKB1 ve NFKB2 genleri
tarafindan kodlanirlar. En sik bulunan dimer p50/RelA heterodimeri olup genel
olarak NFKB olarak adlandirilan bu dimerdir (Chen ve dig. 1998). NFKB bir¢ok
hlicrede bir uyart olmadig1 siirece sitoplazmada yer almaktadir. Burada inhibit6r
protein olan inhibitér kappa B (IKB) ile kompleks olusturan NFKB inaktif

formundadir. Organizma bir uyariya maruz kaldiginda ise NFKB ile IKB ayrilir ve
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NFKB aktif hale geger. Aktive olan IKK, IKB’yi fosforile eder ve NFKB aktive olur.
Aktif hale gegen NFKB hiicre sitoplazmasindan niikleusa yer degistirir. Burada
sitokinler, kemokinler ve adezyon molekiillerinin de yer aldig1 ¢esitli enflamatuvar
proteinleri  kodlayan genlerin DNA sekanslarina baglanir ve bunlarin

transkripsiyonunu dizenler (Finco ve Baldwin 1995).
Proteolipit Protein (PLP)

PLP geni insan X kromozomu (zerinde Xq22 bélgesinde lokalizedir. Bu gen,
merkezi sinir sisteminde ana miyelin proteini olan bir transmembran proteolipid
proteini kodlar. Bu protein 0zellikle beyinde ve spinal kordda (merkezi sinir sistemi)
bulunan olduk¢a hidrofobik miyelin ana proteinidir. “Disease” veri bankasinda bu
protein ile iligkili olarak bildirilen hastaliklar sunlardir: MS, pelizaeus-merzbacher
hastalig1 ve parapleji. Bu protein MS hastaliginda 6nemli bir otoantijendir. Buda MS
ile iligkisini ortaya koyan en 6nemli delildir. PLP proteini 276 aminoasit igerir ve
yaklasik 30kDa biiyiikliigiindedir. PLP geninde meydana gelen bir mutasyon miyelin
olusumunda aksakliklara neden olur. PLP proteininin MSS’inde PLP’den daha az

bulunan DM20 izoformu mevcuttur (Raphael ve dig. 2012).
Protein Tirozin Fosfataz Reseptér Olmayan Tip 11 (PTPN11)

PTPN11 geni onkogenler olarak simiflandirilan gen grubunda yer alir.
Insanlarda 12. kromozom (izerinde bulunur. Protein-tirozin fosfataz 1B (PTP-1B)
veya protein-tirozin fosfataz 2C (PTP2C) olarak bilinen protein tirozin fosfataz
reseptor olmayan tip 11 (PTPN11) insanlarda PTPN11 geni tarafindan kodlanan bir
enzimdir. Hiicre farklilagsmasi, hiicre proliferasyonu, apoptoz, immiinolojik sinyal ve
hiicre iskeleti fonksiyonlar1 gibi hiicresel siireglerde ¢ok c¢esitli ve 6nemli rol oynar.
Embriyonik gelisim sirasinda kalp, kan hiicreleri, kemiklerin ve diger dokularin

gelisiminde kritik 6neme sahiptir (Ostman ve dig. 1994).
Superoksit Dismutaz 1 (SOD1)

SOD1 geni insanlarda kromozom 21 iizerinde yer alir ve siiperoksit dismutaz
1 ya da sUperoksit dismutaz [Cu-Zn] olarak bilinen enzimi kodlar. Bu enzim
stiperoksit radikaller ad1 verilen toksik, yiiklii oksijen molekillerini pargalamak igin
bakir ve ¢inko molekiillerine baglar. SOD1 antioksidan bir enzim olarak islev goriir.

Zararl siiperoksit radikallerini temizler ve daha az reaktif oksijen tiirii (ROS) ve
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hidrojen peroksit (H20) haline doniistiiriir. Hidrojen peroksit de toksik oldugundan,
katalaz adi verilen baska bir enzim onu molekiiler oksijene (O2) ve suya (H20)
dontstiirtir. 1993  yilinda yapilan bir c¢alismada SODI1 genindeki genetik
mutasyonlarin ailesel ALS ile baglantili oldugu bulundu (Rosen ve dig. 1993).
Bunun yaninda yapilan ¢aligmalar MS hastalarinda bozulmus antioksidan savunma
sisteminin kismen SOD'nin diisiik aktivitesine bagli olabilecegini gostermektedir

(Miller ve dig. 2010).
Sinyal Doniistiiriicii ve Transkripsiyon Aktivatorii 3 (STAT3)

Janus Kinaz/Sinyal Déniistiiriicii ve Transkripsiyon Aktivatorii (JAK / STAT)
sinyal yolu, ¢ok sayida sitokin tarafindan kullanilir ve dogustan gelen bagisikligin
baslatilmasi, kazanilmis bagisikligin diizenlenmesinde kritik 6neme sahiptir. JAK /
STAT yolu sinyalleme icin ¢ok sayida sitokin tarafindan kullanilir ve immiin
yanitlarin gelisimi, diizenlenmesi ve sonlandirilmasi i¢in kritik 6nem tagir. STAT3
geni 17. kromozom iizerinde bulunur. Bagisiklik sisteminde, STAT3 proteini,
bagisiklik sistemi hiicrelerinin, 6zellikle T hiicrelerinin ve B hicrelerinin
olgunlagsmas1 i¢in gerekli sinyalleri iletir. Ek olarak, STAT3 proteini bagisiklik
sisteminin enfeksiyona veya yaralanmaya tepki vermesinin bir yolu olan
enflamasyonun diizenlenmesinde yer alir. STAT3 literatiirde MS duyarlilik geni
olarak geg¢mektedir ve ekspresyonunda artis MS ile iliskilendirilmektedir. STAT3
hedef genlerinden bir tanesi IL6’dir ve bu genin de asir1 ekspresyonu da yine MS ile

iligkilendirilmektedir (Lill ve dig. 2002).
Transforme Edici Blyume Faktori Beta 1 (TGFB1)

Bu gen insanlarda 19. kromozomun q kolu tzerinde lokalizedir. TGFB1
proteinini kodlar. Bu protein cesitli hiicre aktivitelerini diizenleyen kimyasal
sinyalleri uyarir, bu aktiviteler arasinda hiicrelerin biiyiimesi ve bdliinmesi,
hiicrelerin belirli islevleri yerine getirmesi i¢in olgunlagsmasi (farklilagsma), hiicre
hareketi (motilite) ve apoptoz yer almaktadir. TGFBI1, bagisiklik sistemindeki ¢ok
cesitli hiicre tipleri lizerinde cesitli etkilere sahip pleiotropik bir sitokindir. TGFB;
TGFBI, B2 ve B3 izoformlar1 néronlar ve glial hiicreler tarafindan ifade edilir ve
bunlarin reseptorleri merkezi sinir sisteminde ekspres edilir. Yapilan calismalar,

TGFB sinyalizasyonunun ¢esitli nérodejeneratif bozukluklarin patogenezinde yatan
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bir mekanizma olan glutamat aracili eksitotoksisiteden ndronlar1 korudugunu

gostermektedir (Katsuno ve dig. 2011).
Tumor Nekrozis Faktor-o (TNF-a)

TNF-o geni, tiimdr nekrozis faktdrii (TNF) siiper ailesine ait olan ¢ok
fonksiyonlu bir pro-enflamatuar sitokini kodlar. TNF-a, giiglii proinflamatuar ve
immun yanit1 denetleyen bir sitokindir. TNFa baska sitokinlerin iiretimini, adhezyon
molekiillerinin belirginlesmesini, hiicrelerin ¢ogalmasin1 ve metalloproteinazlarin
tiretimini arttirir. TNF-a akut faz yamtini, vaskiiler adezyonu, kemik iliginde
farklilasmay1 ve apoptozu regiile eder ve ayrica nétrofil aktivasyonuna, T ve B
lenfositlerin proliferasyonuna ve immunoglobulin sentezinde artisa da yol agar. TNF-
a esas olarak monosit ve makrofajlar tarafindan sentezlenir ve belirli kosullarda T
lenfositler, notrofiller, mast hiicreleri ve endotel hiicreleri senteze katkida bulunur.
TNF-0, 26 kilo dalton agirliginda membrana bagli pro-protein seklinde sentezlenir ve
TNF-a doniistiiriicii enzim tarafindan 17 kilo daltonluk bir monomere cevrilerek
¢Ozunlr TNF-a molekiilii seklinde serbestlesir. Olgun TNF-a, hiicrelerin ¢ogunda
eksprese edilen TNFR1 veya TNFR2 reseptorlerine baglanarak etkilerini gosterir
(Balkwill 1989; Beutler 1995). “Disease” veri bankasinda bu protein ile iligkili
olarak bildirilen hastaliklar sunlardir: Romatoid artrit, enflamatuvar bagirsak
hastalig1, psoriatik artrit, asir1 duyarlilik reaksiyonu tip II hastaligi, sedef hastaligi,
kanser, sitma, multipl skleroz, bag dokusu hastaligi, ankilozan spondilit, ttiberkiloz,

vaskiiler hastalik ve peritonit astimdir.
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