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OZET

Proteomik Yaklasimlarla Norodejeneratif Mekanizmalarin Arastirilmasi ve Tedaviye
Yonelik Potansiyel Hedeflerin Belirlenmesi
AMAC: Toll-like reseptor (TLR9) antagonizminin omurilik noronlarinda direkt ve astrosit
aracili etkisinin arastirilmast ve TLR9 antagonizminin omurilik néronlarinda meydana
getirdigi etkilerin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin belirlenmesi amaglanmustir.
YONTEM: Noéronal kilttrler on ii¢ giinliik fare embriyolarinin, astroglial kilttrler ise Gg
giinliik farelerin omuriliklerinden elde edilmistir. Etiketsiz karsilastirmali proteom analizi
nNLC-MS/MS kullanilarak yapilmistir. Noronal canlilik B-111 tubulin pozitif hicreler
sayilarak belirlenmistir.  Sitokin/kemokin konsantrasyonlari ELISA yontemi ile
Olcililmiistiir. Yetigkin farelere T8 kontiizyon hasar1 uygulanmustir.
BULGULAR: nLC-MS/MS analizi ile omurilik néronlarinda TLR9 antagonisti cytidine-
phosphate-guanosine oligodeoxynucleotide (CpG ODN) 2088 uygulamasinin ardindan
ekspresyonu degisen (2-kat<) 201 protein tanimlanmistir. CpG ODN 2088 Parkin ve
gamma-aminobutyric acid type B receptor subunit 1 (GABA(B)R1) protein seviyelerinde
artisa neden olmustur. Omurilik hasarl farelere CpG ODN 2088 muamelesi Parkin protein
seviyesinde hasara bagli meydana gelen azalmayi baskilamigtir. CpG ODN 2088 ayrica
omurilik néronlarii kainik asidin (KA) indiikledigi eksitotoksik 6liimden in vitro korumus
ve KA’nin yol agtig1 endoplazmik retikulum (ER) stresini azaltmistir. CpG ODN 2088
astrositlerden interlokin 6 (IL-6), Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (CXCL1) ve
monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) salgisini in vitro azaltmistir. CpG ODN 2088
uygulanan astroglial besiyeri noronal canliligi ve noronal TrkB protein miktarini
azaltmistir. Astrosit-ndron Kko-kdltirlerinin CpG ODN 2088 ile muamelesi de ndéronal
canlilig1 azaltmistir.
SONUC: TLR9, omurilik néronlarinin ve astrositlerinin islevlerinin diizenlenmesinde rol
oynayabilir. Direkt TLR9 antagonizmi omurilik néronlarinda ER stres cevabini kismen
baskilayarak noronlar1 eksitotoksisiteden korur. Buna karsin, astroglial TLR9’un
inhibisyonu noronal hayatta kalimi azaltir.
ANAHTAR KELIMELER: Omurilik yaralanmalari, Toll-like reseptorler, proteomiks,

ndrodejenerasyon, néronal koruma, eksitotoksisite, endoplazmik retikulum stresi



SUMMARY

The Investigation of Neurodegenerative Mechanisms by Using Proteomic Approaches
and Determining Potential Therapeutic Targets
OBJECTIVE: The aim of the current study is to investigate the effect of toll-like receptor
(TLR9) antagonism on spinal cord (SC) neurons through direct and astrocyte-mediated
actions and to elucidate the underlying mechanisms.
METHODS: Neuronal cultures were established from the SC of 13-day-old mouse
embryos. Astroglial cultures were obtained from the SC of 3-day-old pups. Label-free
differential proteome analysis were performed by nLC-MS/MS. Neuronal viability was
assessed by counting B-11I tubulin positive cells. Chemokine/Cytokine concentrations were
measured by ELISA. A SC contusion injury was induced in adult mice at the T8 level.
RESULTS: nLC-MS/MS analysis identified 201 differentially modulated proteins in SC
neurons (2-fold<) in response to the TLR9 antagonist cytidine-phosphate-guanosine
oligodeoxynucleotide (CpG ODN) 2088, in vitro. Parkin and gamma-aminobutyric acid
type B receptor subunit 1 (GABA(B)R1) were among proteins which were up regulated by
CpG ODN 2088. Intrathecal administration of CpG ODN 2088 to mice sustaining spinal
cord injury prevented the injury-induced decrease in Parkin at the epicenter. CoG ODN
2088 protected SC neurons from kainic acid (KA)-induced excitotoxic death in vitro and
attenuated the KA-elicited endoplasmic reticulum (ER) stress response via direct effects.
CpG ODN 2088 reduced interleukin 6 (IL-6), chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (CXCL1)
and monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) release by astrocytes, in vitro. Conditioned
medium of CpG ODN 2088-treated astrocytes also reduced the viability of neurons and
decreased neuronal Trk receptor B (TrkB) protein levels. Treatment of astrocyte-neuron
co-cultures with CpG ODN 2088 reduced neuronal viability.
CONCLUSIONS: TLR9 plays role in the regulation of SC neuronal and astroglial
function. Direct TLR9 antagonism protects neurons against excitotoxicity partly through
the attenuation of the ER stress response. In contrast, astroglia adversely affect neuronal
survival following blockade of TLR9.
KEYWORDS: Spinal cord injury, Toll-like receptors, proteomics, neurodegeneration,

neuroprotection, excitotoxicity, endoplasmic reticulum stress
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1.GIRIS

Toll-like reseptorler (TLR) gesitli patojen kokenli molekiiler motifleri taniyan
(PAMP; pathogen-associated molecular patterns) ve dogal bagisiklik cevabini baslatan
transmembran reseptorlerdir (Bsibsi ve dig. 2002, Kaisho ve Akira 2006, Okun ve dig.
2009). Herbir TLR dimeri lipid, lipoprotein, niikleik asit veya protein olabilen farkli bir
PAMP’1 tanir. Birgok ekzojen ligandin yani sira, hasarli veya 6len hiicrelerden salinan
Damage associated molecular patterns (DAMPs) olarak adlandirilan endojen ligandlar da
TLR’lere baglanarak hiicre i¢i sinyal yolagini aktive ederler (Heiman ve dig. 2014, Okun
ve dig. 2009). TLR’ler memeli bagisiklik sistemi hiicrelerinin yani1 sira merkezi sinir
sisteminin néronal ve glial hicrelerinde de eksprese edilirler (Bsibsi ve dig. 2002).
TLR’lerin aktive edecegi sinyal yolagi TLR’lerin ¢esidine, aktivasyon durumuna ve
bulundugu hiicreye bagli olarak degisir (Heiman ve dig. 2014). Ornegin mikrogliada
TLR2, TLR3 ve TLR4 uyarimi sitokin ve kemokin cevabi baslatirken, astrositlerde TLR3
uyarimi sadece IL-6 ekspresyonunu baslatir (Jack et. al. 2005). TLR’lerin hicresel
lokalizasyonu da downstream sinyal basamaklarini etkiler. Bu yiizden, farkli hiicrelerin
TLR’lerin uyarilmasma kars1 verdigi yanit da farklihik kazanir (Bsibsi ve dig. 2002,
Hanisch ve dig. 2008, Heiman ve dig. 2014, Van Noort ve Bsibsi 2009).

TLR’lerin bagisiklik sistemindeki rolii iyi tanmimlanmis ve bu konuda bircok
ilerleme kaydedilmistir. Son yillarda, TLR’lerin merkezi sinir sistemindeki islevlerine
dikkat c¢ekilmis ve bu alanda yapilan ¢aligmalar 6nem kazanmaya baslamigtir. TLR’ler
norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde rol alirken ayni zamanda merkezi sinir
sisteminde koruyucu etki de yaratabilirler (Okun ve dig. 2009). TLR’lerin merkezi sinir
sistemi hastaliklarinda veya yaralanma durumunda steril inflamasyonun diizenlenmesinde
gorev aldigi bilinmektedir (Heiman ve dig. 2014, Kaisho ve Akira 2006, Okun ve dig.
2009). DAMP aracili TLR aktivasyonu viicudu olas1 tehlikeye karsi uyararak savunma
veya onarim mekanizmasini indiikleyebilir veya inflamatuar hastaliklarin patogenezinde
yer alabilir. TLR’ler; aktive olan TLR’ye, bulundugu hiicreye ve duruma bagli olarak
hastaligin veya yaralanmanin alevlenmesine veya iyilesmesine yol agabilir (Bsibsi ve dig.
2002, Heiman ve dig. 2014, Van Noort ve Bsibsi 2009). Ornegin dogumsal bir
norodejeneratif hastalik olan ve omurilikte motor ndéronlarinin kaybi ile karakterize
amiyotrofik lateral sklerozda (ALS) TLR’lerin steril inflamasyona aracilik ettigi

belirlenmigtir. Post-mortem yapilan bir caligmada ALS hastalarinin omuriliklerinde TLR2
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ve TLR4 mRNA seviyelerinin kontrol gruplarmma goére yiiksek oldugu belirlenmistir
(Casula ve dig. 2011). ALSSOD1-G93A fare modelinde yapilan bir ¢alismada TLR4
agonisti lipopolisakkaritin (LPS) sistemik uygulamasi hastaligin siddetini artirmis ve
ventral lomber (L5) omurilikte noronal ve astroglial kaybin meydana geldigi bolgelerde
mikrogliada TLR2 ekspresyonun ve pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonlarinda artis
tespit edilmistir (Nguyen 2004). Bu ¢alismalar TLR2 ve TLR4’iin ALS’de rolii olduguna
isaret etmelerine ragmen bu TLR’lerin hastalikla iliskisinin altinda yatan molekiiler
mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir. Kronik inflamasyon ve demiyelinizasyon ile
karakterize edilen Multiple Skleroz (MS) hastaliginda da MS lezyonlarinda TLR’lerin
ckspresyonlarinda ¢arpici bir artis oldugu gosterilmistir. MS hastalarinda saglikli beyaz
cevherde TLR ekspresyonu bulunmamasina ragmen aktif lezyon bolgelerinde mikrogliada
TLR3 ve TLR4’ln yiksek miktarda eksprese edildigi gosterilmistir (Bsibsi ve dig. 2002).
TLR sinyal yolaginda bir adaptor protein olan MyD88’in eksprese edilmedigi MyD88'/'
farelerde MS’in deneysel bir modeli olan deneysel otoimmiin ensefalitinin (EAE;
experimental autoimmune encephalomyelitis) gelisiminin baskilandigi gosterilmistir
(Marta ve dig. 2008). Ote yandan TLR4" ve TLR9™ farelerle yapilan calismalarda TLR4
ve TLRY aktivasyonunun hastaligin siddetinin diizenlenmesinde rol oynadigi ifade
edilmistir (Marta ve dig. 2008). Buna karsin, MS’de TLR’lerin koruyucu etkilerine de
dikkat ¢ekilmistir. Poli I:C ile TLR3 aktivasyonunun endojen IFN-B’y1 indiikleyerek
EAE’yi baskiladig1 gosterilmistir (Touil ve dig. 2006).

Cesitli TLR’lerin omurilik yaralanmalarinda ikincil hasar mekanizmalarinin
diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir (Heiman ve dig. 2014). Omurilik
yaralanmalarinda yapilan caligmalar genellikle TLR2 ve TLR4 {izerine yogunlagsmistir
(Kigerl ve dig. 2014). Farelerde omurilik hasarinin ardindan omurilikte TLR2 ve TLR4
ckspresyonunda artis tespit edilmis ve knockout farelerle yapilan ¢alismalarda da
TLR2’nin ve TLR4’iin noronlart koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Kigerl ve dig.
2007). Ancak bu koruyucu etkinin altinda yatan molekiiller mekanizma heniiz
aydinlatilamamigtir. Bunun yani swa TLR aktivasyonun merkezi sinir sistemi
yaralanmalarindaki etkisini arastirmak igin TLR agonistleri veya antagonistleri
calismalarda yaygmn bir sekilde kullanilmaktadir (Hanisch ve dig. 2008). Farelerde
Pam2csk4 ile mikroglial TLR2’nin uyarilmasinin mikroglial profili degistirdigi (M1-M2
karigik) ve miyelinli aksonlarin ikincil kaybmi azalttigi gosterilmistir (Stirling ve dig.
2014). Ancak bir baska TLR2 agonisti zimosan kullanildiginda aksonlar Uzerindeki bu

koruyucu etki gozlenmemistir (Stirling ve dig. 2014). Bir baska ¢alismada ise hemisection
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hasar1 uygulanan farelere ginlik LPS enjeksiyonunun Wallerian degradasyonu gorilen
bolgelerde mikroglia/makrofaj sayisini arttirdigt ve hasarli miyelinlerin fagositozunu
giiclendirdigi gosterilmistir (Vallieres ve dig. 2006). TLR4 agonisti ile ilgili yapilan bazi
caligmalarda omurilik yaralanmalarinin ardindan meydana gelen islevsel kayiplarin geri
kazaniminda TLR4 aktivasyonunun etkili oldugu gosterilmistir. Omurilik hasarli siganlara
sistemik LPS uygulamasinin aksonal korunmay1 giiclendirdigi belirtilmistir (Guth ve dig.
1994).

Omurilikte TLR3,7,8 ve 9 aktivasyonunun, inhibisyonunun veya delesyonunun
omurilikte meydana getirdigi etkiler hakkinda daha az bilgi bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada, agir omurilik kontiizyon hasar1 uygulan farelerde beyin omurilik sivisina (BOS)
TLR9 antagonisti cytidine-phosphate-guanosine oligodeoxynucleotide 2088 (CpG ODN
2088) verilmesinin omurilik hasarinin yarattigt pro-inflamatuar sitokin ve kemokin
ekspresyonunu azalttigi, bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonunu indirgedigi ve ndropatik
agr1 gelisimini sinirladigi gosterilmistir (David ve dig. 2013). Buna paralel bir baska
calismada da CpG ODN 2088’in “white matter sparing”i arttirdigi ve mesane islevlerini
gelistirdigi gosterilmistir (David ve dig. 2014). Bunula beraber TLR9 agonisti CpG
1826’nin ise inflamatuar reaksiyonu ve mesane disfonksiyonunu arttirdigi belirtilmistir
(David ve dig. 2013). Omurilik astrositlerinde ve néronlarinda in vivo TLR9 ekspresyonu
gosterilmistir (David ve dig. 2013). Bu bakimdan, CpG ODN 2088 bagisiklik hiicrelerinin
yan1 sira ngronal ve glial hiicreler tizerinde direkt etki ederek omurilik yaralanmalarinin
ardindan meydana gelen olumsuz durumlarin iyilesmesine katki saglayabilir. Bu nedenle,
tez calismasinin birinci kisminda TLR9 antagonisti CpG ODN 2088’in omurilik ndronlari
uzerine direkt etkisi in vitro incelenmistir.

Astrositler merkezi sinir sisteminin baglica glial hiicreleridir ve ndronal canlilik ve
noronal islevlerin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Astrositler noronlara yapisal
destek saglamanin yani sira, noronlarin beslenmesi, kan-beyin ve kan-omurilik
bariyerlerinin korunmasi, sinaptik iletimin diizenlenmesi, glutamat tasinmasi gibi birgok
fizyolojik islevin diizenlenmesine katki saglar (Sofroniew ve Vinters 2010). Ayrica
merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda reaktif astrositler glial skar olusumuna Onciiliik
ederek rejenerasyonun oniindeki en biiyiik engeli olustururlar (Pekny ve Pekna 2014).
Bununla beraber reaktif astrositler hiicre dist glutamat dengesini diizenleyerek ve
norotrofin sentezleyerek noronlar iizerinde koruyucu etki de saglarlar (Karimi-
Abdolrezaee ve Billakanti 2012, Sofroniew 2005) Merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda

reaktif astrositlerin pro-inflamatuar ve biiyiime baskilayici etkisi astrositlerin ndronal
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korunmadaki 6nemli rolii ve aksonal gelisimi destekleme potansiyeli ile dengelenir.
Astrositler aksonal biylmeyi inhibe edici molekiil olan kondriotin siilfat proteoglikanlari
(CSPG) sentezlerken (Cafferty ve dig. 2010) aym zamanda laminin gibi adhesiv
ekstrasellular matriks (ECM) molekullerini sentezleyerek buyumeyi destekleyici etki
yaratir (McKeon ve dig. 1991). Bu yiizden, merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda
astrositlerin olusturdugu cevap basarili homeostaz ve doku onarimi i¢in 6nem teskil eder
(Pekny ve Pekna 2014). Bu baglamda calismanin ikinci kisminda CpG ODN 2088’in
omurilik astrositlerinin bazal islevleri iizerine etkisi ve ayn1 zamanda astrositlerde TLR9
inhibisyonunun omurilik noronlari tizerine etkisi in vitro arastirtlmistir.

David ve dig. (2013, 2014) omurilik yaralanmalarinin ardindan TLR9
antagonizminin duyu ve otonomik islevlerin iyilesmesine katki saglayarak olumlu etkiler
yaratabilecegini ileri slirmiis ve CpG ODN 2088’in tedavi amagh kullanimmna dikkat
¢cekmistir (David ve dig. 2013, 2014). Ancak TLR9 inhibisyonunun bazi hiicre
popiilasyonlarinda olumsuz etkiler de dogurabilecegi gbz ardi edilmemistir. Bu sebeple,
calismanin son asamasinda omurilik hasarli farelerde CpG ODN 2088 uygulamasinin
hasar merkezinde molekiiler ve hiicresel diizeyde meydana getirdigi degisiklikler

incelenmistir.

1.1 Toll-like Reseptorler

Toll reseptorleri ilk defa Drosophila Melanogaster’de tanimlanmis ve bu
reseptorlerin embriyonik donemde dorsal-ventral eksen gelisiminde 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir (Anderson ve dig. 1985, Hashimoto ve dig. 1988). Daha sonra Toll
reseptorlerinin  Drosophila’da mantar enfeksiyonuna karsi konak savunmasinda rol
oynadig1 gosterilmis ve dogal bagisikliktaki roliine dikkat c¢ekilmistir (Lemaitre ve dig.
1996). Memelilerde dogal bagisikligi uyaran ve ardindan kazanilmig bagisiklik cevabini
baslatan Toll homologu belirlenmistir (Medzhitov ve dig. 1997). Daha sonra, Dropsophila
Toll proteini ile yapisal olarak akraba protein ailesi tanimlanmis ve bu proteinler Toll-like
reseptorler olarak adlandirilmigtir (Rock ve dig. 1998).

Insanlarda dokuz islevsel TLR (TLR1-9) ve bir islevsel olmayan TLR (TLR11)
olmak toplam on bir TLR tanimlanmistir. Farelerde ise on iki islevsel TLR (TLR1-9 ve
TLR11-13) ve bir islevsiz TLR (TLR10) olmak iizere toplam on ii¢ TLR belirlenmistir
(Heiman ve dig. 2014, Thompson ve dig. 2011). Herbir TLR, homodimer veya baska bir
TLR ile heterodimer olusturarak farkli bir PAMP’1 tanir (Okun ve dig. 2009). TLR’yi

aktive eden PAMP protein, niikleik asit veya lipid yapisinda olabilir. TLR4 gram negatif
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bakterilerdeki LPS yapisim1 tanir; TLR1,2 ve 6 ise mikoplazma zarindaki birgok
lipoproteini tanir. Protein yapili PAMP’lardan bakteriyel flagellin TLRS5’e baglanir; murin
TLR11’i ise protozoan kokenli profilin benzeri proteini tanir. Bakteriyel ve viral DNA ¢ok
miktarda metillenmemis CpG dizisi igerir ve bu dizi konak hiicrede TLRO tarafindan
taninarak bagisiklik cevabini tetikler. Virls kokenli tek zincirli RNA (ssRNA) TLR7 ve
TLRS1, ¢ift zincirli RNA (dsRNA) ise TLR3’ii aktive ederek bagisiklik cevabini baslatir.
Lipid ve protein yapisindaki ligandlar hiicre zarinda, niikleik asit yapisindaki ligandlar ise
endozomlardaki TLR’ler tarafindan taninir (Kaisho ve Akira 2006). TLR1,2,4-6,10-12
hiicre yiizeyinde bulunurken TLR3,7,9 ve 13 bagisiklik sistemi hiicrelerinde; I6kositler,
monositler, dendritik hiicreler, T ve B lenfositlerinde; endozom ve endoplazmik retikulum
(ER) zarina yerlesmistir. Bunun yani sira, yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda insanlarda
ve hayvanlarda merkezi sinir sistemi hucreleri olan mikrogliada (Bsibsi ve dig. 2002,
Kigerl ve dig. 2007, Lafon ve dig. 2006), astrositlerde (Bsibsi ve dig. 2002, Kigerl ve dig.
2007), oligodendrositlerde (Bsibsi ve dig. 2002, Kigerl ve dig. 2007) ve ndronlarda (David
ve dig. 2013, Lafon ve dig. 2006, Y. Ma ve dig. 2006) cesitli TLR’lerin ekspresyonu
gosterilmis ve TLRlerin bagisiklik cevabi disindaki roliine de dikkat ¢ekilmistir.
TLR’lerin enfeksiyon cevabmin yani sira, doku hasart ve onarimiyla iligkili
enfeksiydz olmayan durumlarda da 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. DAMP olarak
adlandirilan endojen ligandlar da TLR’lerin aktivasyonuna neden olabilir (Heiman ve dig.
2014). Bu ligandlar genellikle hiicresel stres, hiicre hasar1 ya da hiicre olimi gibi
durumlarda salinabilir. DAMP’lar TLR’lere baglanarak TLR’lerin aktivasyonuna yol acar
ve steril inflamasyonda rol alir. High mobillity group box-1 (HMGB-1) (Park ve dig.
2004), heat shock protein (HSP)’ler (Asea ve dig. 2002, Ohashi ve dig. 2000), miRNA
(Lehmann ve dig. 2012), mitokondriyal RNA ve DNA (Karik6 ve dig. 2005, Q. Zhang ve
dig. 2010) ve histon (Huang ve dig. 2011) molekillerinin TLR aktivasyonuna neden
olduklar1 gosterilmistir. Ayrica strese veya hasara maruz kalan hucrelerden aktif
proteazlarin salgilanmasi, hiicre digi matriks bilesenlerinin bozunmasina ve sonugta
fibrinojen (Smiley ve dig. 2001), fibronektin (Gondokaryono ve dig. 2007), hiyaluronik
asit (Termeer ve dig. 2002) ve biglikan (Schaefer ve dig. 2005) gibi TLR’lerin
aktivasyonuna neden olan DAMP’larin olusumuna sebep olur (Heiman ve dig. 2014).

TLR’ler ve ligandlar1 ¢izelge 1.1°de 6zetlenmistir.



Cizelge 1.1. Endojen ve Ekzojen TLR ligandlart Kigerl ve dig (2014)’den uyarlanmastir.

Reseptor Ekzojen Ligandlar Endojen Ligandlar Kaynaklar
TLR1 Peptidoglikan, triagil HSP60, HSP70,HMGBL1, (Asea ve dig. 2002)
TLR2 lipoprotein, zimosan, verscican, nekrotik hiicreler

lipoteikoik asit

TLR3 Viral dsRNA mMRNA (Kariké ve dig. 2005)
TLR4 LPS HMGB1, HSP60, HSP70, (Ohashi ve dig. 2000)
hiyoluronik asit, fibronektin (Smiley ve dig. 2001)
fibronojen, Tenasin C (Termeer ve dig. 2002)
TLR5 Bakteriyel filagellin
TLR6 Peptidoglikan, diagil
lipoprotein
TLR7 sSRNA MiRNA, RNA (Lehmann ve dig. 2012)
TLR8 SSRNA SiRNA
TLR9 Metillenmemis CpG mtDNA; n-formil peptid (L. Zhang ve dig. 2010)
DNA
TLR11 Uropatojenik E. Coli ATP, urik asit kristalleri
Ca, K amiloid-

1.2 TLR Sinyal Yolagi

TLR’ler, hiicre disinda “leucine-rich repeat (LRR) domain”i ve hicre icinde
“Toll/IL-1 receptor (TIR) domain” i bulunduran tip | transmembran reseptorlerindendir
(Rock ve dig. 1998). Ligandin baglanmasinin ardindan TLR’ler homodimer veya
heterodimer olusturarak hiicre i¢i sinyal iletimini baslatir. TLR sinyal yolagi Myeloid
differentiation-88 (MyD88)-bagimli veya MyD88-bagimsiz olmak tizere iki sinifa ayrilir.
MyD88, TLR3 disindaki diger biitiin TLR’yi toplayan ortak bir adaptor proteindir. TLR
aktivasyonunun ardindan MyD88; TIR-domain-containing adaptor/MyD88 adaptor-like
(TIRAP/Mal), TIR-domain-containing adaptor molecule 1/ TIR-domain-containing
adaptor-inducing interferon-y (TICAM/TRIF) veya TRIF-related adaptor molecule
(TRAM) ile birlikte TLR’lerin TIR domain’ine toplanir. MyD88 bir serin tirozin kinaz
olan IL-1R-associated kinase (IRAK-4) proteinini aktive ederek IRAK-1 veya IRAK2
proteinlerinin fosforilasyonuna yol acar. IRAK’lar fosforile olduktan sonra MyD88’den
ayrilir ve tumor necrosis factor (TNF)-associated factor 6 (TRAF-6) ile etkilesirler.
TRAF6 proteini transforming growth factor-f (TGF-p) activated kinase 1 (TAK1)-TAK1-

binding protein (TAB) 1-TAB2-TAB3 protein kompleksi ile etkileserek TAK1 proteinin
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aktivasyonunu saglar. TAK1; mitogen-activated kinases (MAPK) ailesi ve nuclear factor-
kB (NF-kB) sinyal yolagini aktive ederek interlokin (IL)-6, IL-1 ve TNF-a gibi inflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu tetikler. TLR3 ve TLR4 disindaki TLR’lerin hiicre i¢i sinyal
yolagi aktivasyonu MyD88-bagimlidir (Heiman ve dig. 2014).

TLR3 aktivasyonu MyD88-bagimsiz hiicre i¢i sinyal yolagini tetikler. TLR3’{in
ligand ile aktivasyonunun ardindan TRIF, TLR3’iin TIR domain’ine baglanir. TRIF,
TRAF3 araciligiyla interferon regulatory factor (IRF) 3’Gn IRF7’nin aktivasyonuna ve
dimerlerin sitozolden nukleusa gegisine yol acar. IRF3 ve IRF7 transkripsiyon faktorleri
nukleusta tip 1 interferon (IFN) genlerinin trasnskripsiyonunu tetikler. Bunun yani sira
TLR3, TRAF6 araciligiyla IRF5, activator protein (AP-1) ve NF-xB transkripsiyon
faktorlerini aktive ederek inflamatuar sitokinlerin transkripsiyonunu da saglar. TLR4 ise
her iki sinyal yolagini aktive eden tek TLR’dir. Cizim 1.1’de TLR sinyal yolagi sematik

olarak gosterilmistir.
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Cizim 1.1. TLR’lerin sinyal iletim yolagi. Heiman ve dig (2014)’den alinmistir. Cizim
metin i¢inde agiklanmis ve molekiillerin agik adlarina yer verilmistir.

1.3 Omuriligin Yapisi

Omurilik beyin ile periferal sinirler arasinda iletisimi saglayan, omurga igerisinde
boyundan kuyruk sokumuna kadar uzanan merkezi sinir sisteminin bir pargasidir. Bunun
yani sira omurilik spinal refleks adi verilen reflekslerin olusum yeridir. Omurilik, omurilik
soganindan (medulla oblangata) ilk lomber omura kadar foramen magnum boyuna uzanir.
Omurilik insanlarda ilk lomber omura (L1) kadar siganlarda L3’e kadar uzanir. Servikal
seviyenin altinda omurilik sinirleri omurgaya paralel uzanir. Insanlarda omurga otuz iic
omurdan olusur ve omuriligin sagindan ve solundan diizenli siralanmis otuz bir ¢ift duyu

ve motor siniri ¢ikar. Insanlarda omurilik sekiz servikal (C1-C8), on iki torasik (T1-T12),
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bes lomber (L1-5L), bes sakral (S1-S5) ve bir koksigeal (Col) kisimdan olusur (Cizim 1.2)
(Silva ve dig. 2014).

Ug tabakali bir zar olan meninks omuriligi ¢evreleyerek omuriligin korunmasini
saglar. Meninks dura, araknoid ve piamater olmak Uzere ii¢ bag dokusu tabakasindan
olusur (Cizim 1.2) Araknoid ve piamater arasi beyin omurilik sivisi; epidural bosluk (dura
ve periosteum arasi) ise fibroz ve adipoz bag dokusuyla doludur ve omuriligin
korunmasina katk1 saglarlar.

Gri cevher omuriligin merkezinde konumlanir ve etrafi beyaz cevher ile ¢evrilidir.
Gri cevherde hiicre govdesi, dendritler, ara noronlar ve glial hiicreler yer alir. Beyaz

cevher ise ¢ogunlukla miyelinli aksonlardan olusur (Silva ve dig. 2014).
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Cizim 1.2. Omuriligin yapist (a) Insan omurilik sinitleri; Silva ve dig (2014)’den
uyarlanmistir (b) Omuriligin yatay kesiti http://www.newhealthadvisor.com/Spinal-Cord-
Cross-Section.html adresinden erigilmis ve uyarlanmistir () Omuriligi ¢evreleyen
katmanlar http://faculty.southwest.tn.edu/rburkett/A&P1_nervous_syst organization.htm
adresinden erigilmis ve uyarlanmistir.



http://www.newhealthadvisor.com/Spinal-Cord-Cross-Section.html
http://www.newhealthadvisor.com/Spinal-Cord-Cross-Section.html
http://faculty.southwest.tn.edu/rburkett/A&P1_nervous_syst_organization.htm

1.4 Omurilik Yaralanmalan

1.4.1 Omurilik Yaralanmalarimn Epidemiyolojisi

Akut travmatik omurilik yaralanmalari bireyi fiziksel, fizyolojik ve sosyal olarak
etkileyen en Onemli travmatik yaralanmalardan biridir. Omurilik hasart ndronlarin ve
aksonlarin zarar gormesine ya da dliimiine yol acarak bireyde duyu, motor ve otonomik
islevlerin kaybina yol acar (Jain ve dig. 2011). Bununla beraber omurilik yaralanmalari
bireyin yasamini olumsuz etkileyen hatta hayati tehlike olusturabilen ikincil durumlarin
olusumuna da neden olabilir. Solunum bozukluklari, derin ven trombozu, iiriner sistem
islev bozuklugu, idrar yollar1 enfeksiyonu, basi yarasi, osteoporoz, kas kasilmalar1 ve
kronik agr1 omurilik yaralanmal1 hastalarda gézlenen saglik sorunlarindandir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2013 yilindaki verilerine gére diinya genelinde her yil
250.000-500.000 kiside omurilik yaralanmalari meydana gelmektedir.
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs384/en/). Omurilik yaralanmalar1 prevelan-
smin (906/1 000 000) en yiiksek oldugu iilke Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’dir

(Singh ve dig. 2014). Ulkemizde ise Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde yapilan bir ¢alis-
mada omurilik yaralanmalarini prevelansi 16,9/ 1 000 000 olarak belirlenmistir (Karacan
ve dig. 2000).

Omurilik yaralanmalarinin %90°1 trafik kazalari, siddet, diisme vb. gibi travmatik
olaylara bagli olarak meydana gelir. Omurilik yaralanmalarinin nedenleri farkli cografi
bolgelere gore degiskenlik gosterebilir. ABD’de omurilik yaranmalarima sebep olan
olaylarin basinda aragli kazalar (%40) gelmektedir. Bunu yiiksekten diisme (%29,54),
siddet (%14,41), spor kazalar1 (%8,39) ve tibbi komplikasyonlar, hayvan yaralamalar1 vb
(%8,5) faktorler takip etmektedir (The National SCI Statistical Center 2014).

Erkeklerde 20-29 yas arasi ve 70 yas lstii riskin en yiiksek oldugu dénemlerdir.
Kadinlarda ise 15-19 yas arasinda ve 60 yas iistiinde omurilik yaralanmalarin meydana

gelme riski en ylksektir (http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2013/spinal-cord-

injury-20131202/en/). Omurilik yaralanmalarinin goriilme siklig1 cinsiyete gore de

farklilik gosterir. Genel olarak erkeklerde omurilik yaralanmalarinin daha fazla meydana
geldigi bilinmektedir. Erkeklerde ve kadinlarda goriilme orami yaklasik 4:1 olarak
belirlenmistir (The National SCI Statistical Center 2014).

10


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs384/en/
http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2013/spinal-cord-injury-20131202/en/
http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2013/spinal-cord-injury-20131202/en/

1.4.2 Omurilik Yaralanmalarinin Patafizyolojisi

Akut omurilik yaralanmalarinin ardindan omurilik hasarina yol agan patolojik siire¢
iki asamadan olugur. Birincil hasar dogrudan hiicre oliimiine ve kanamaya yol agan
mekanik hasar1 belirtir. Hasarin meydana geldigi omurilik bolgesinde hem nekrotik hem
de apoptotik noéronal ve glial hiicreler yogun olarak bulunur. Nekrotik merkezin
cevresindeki dokularin bozuldugu siire¢ ise ikincil hasar olarak adlandirilir. (Tator ve
Fehlings 1991). Akut yaralanmanin ardindan omurilikte hemoraji, 6dem, aksonal ve
néronal nekroz, demiyelinizasyon, kist olusumu ve damar tikanmasi gibi bir dizi patolojik
degisiklik meydana gelir (Tator ve Fehlings 1991).

Akut omurilik travmalar1 omurilik mikro dolasiminda bir¢ok vaskiler degisiklige
neden olur. Omurilik travmalarinin ardindan kan-omurilik bariyeri (BSB; Blood-Spinal
Cord Barrier) bozulur ve 6dem olusmaya baslar. BSB’nin bozulmasi nétrofillerin ve
makrofajlarin infiltrasyonuna yol acarak travma sonrasi bagisiklik cevabinin olusumunu
tetikler. Buna ek olarak, travma sonucu aktive olan endotelyal ve glial hicreler omurilik
perflizyonunu etkileyen reaktif oksijen tirleri (ROS), bradikininler, histaminler ve nitrik
oksit (NO) gibi vazoaktif maddeleri salgilayarak plazma kokenli molekiillerin omurilige
gecisini kolaylastirir. Bariyer bozulmasi sadece hasarli bolge ile sinirli kalmaz ve omurilik
boyunca ilerler. Omurilik yaralanmalarinin ardindan meydana gelen biitiin bu vaskiiler
olaylar omurilik boyunca iskemi olusumuna yol agar. (Hausmann 2003). Iskemik
dokularda enerji ihtiyaci artar ve yogun ATP tiiketimi gerceklesir. Reoksijenizasyon
sirasinda bazi hiicreler zarar goriir ve apoptoz meydana gelir (Saikumar ve dig. 1998).

Omurilik yaralanmasi1 ve iskeminin ardindan hiicre dis1 alanda eksitator
aminoasitlerin yogunlugunda artis meydana gelir (Mills ve dig. 2001). Merkezi sinir
sisteminde en Onemli eksitator norotransmitter glutamattir. Normal sartlarda belirli
transporter proteinler sinaptik cukurdan glutamati uzaklastirarak fazla glutamatin sinaptik
cukurda birikmesini engeller (Hausmann 2003). Omurilik yaralanmalarinda ise hiicre dist
alandaki glutamat yogunlugu norotoksik seviyeye ulasir ve eksitotoksisiteye neden olur
(Hausmann 2003, Mills ve dig. 2001). Omurilik yaralanmalarinin hemen ardindan glial ve
noronal glutamat transporter proteinlerinin ekspresyonunda artis meydana gelir ve altinci
saatte en yiiksek seviyeye ulasir. Daha sonra ekspresyon yirmi dordiincii saate kadar
azalarak devam eder(Vera-Portocarrero ve dig. 2002). Glutamat, N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorlerini aktive ederek hiicre icine Ca*? akisiin artisma neden olur

(Hausmann 2003). Hiicre ici Ca*? seviyesinin artist serbest radikal ve NO olusumuna,
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proteazlarin ve endoniikleazlarinin aktivasyonuna, mitokondriyal hasara ve ER stresine ve
sonucta hucre 6lume yol acar (X. Zhang ve Zhu 2011).

Omurilik yaralanmalarinin ardindan ikincil hasar siirecinde bir dizi hiicresel
degisiklik meydana gelir (Hausmann 2003). Omurilik yaralanmalarinin ardindan hasarin
olustugu dokuya biriken ilk inflamatuar hucreler nétrofillerdir. Yaralanmanin ilk giintinde
mikroglial aktivasyon da baslar ve 2-4 haftaya kadar mikroglial aktivasyon devam eder
(Carlson ve dig. 1998). Notrofiller, mikroglia ve makrofajlar fagositik 6zellikleri sayesinde
doku parcalarini temizleyerek bozulan homeostazin onarilmasina katki saglarlar.
Mikroglia/makrofaj ayrica sitokin ve kemokin salgilayarak hasar ¢evresinde inflamatuar
cevabin dlzenlenmesinde rol oynarlar (Hausmann 2003, Taoka ve Okajima 1998).
Merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda mikroglia proinflamatuar sitokinler salgilayarak
tahribatin artmasina neden olurken ayni zamanda baz1 biiyiime faktorlerini salgilayarak da
noronal hayatta kalimi ve doku onarimi desteklerler (Hausmann 2003). Mikroglia
aktivasyonu ve periferal makrofajlarin infiltrasyonuna paralel olarak hasar merkezinde T-
lenfositlerinin sayisinda da artis meydana gelir. Omurilik yaralanmalarinin ardindan glial
skar olusumuna onciiliik eden reaktif astrogliozis meydana gelir (Sofroniew 2005, 2015).
Travmanin ardindan hasar merkezinin g¢evresinde apoptotik hiicreler gozlenir. Merkezi
sinir sisteminde apoptoz ¢ogunlukla oligodendrositlerde meydana gelir (Crowe ve dig.
1997, X. Z. Liu ve dig. 1997). Oligodendrositlerin apoptozu ndrodejenerasyona yol agan
kronik demiyelinizasyona (Wallerian dejenerasyonu) neden olur. Ayrica omurilik hasari
bircok miyelin proteininin seviyesinde azalmaya neden olarak anormal miyelinasyona da

yol acar (Hausmann 2003).

1.5 Astrositler

Astrositler, gliay1 olusturan temel hiicrelerdir ve merkezi sinir sisteminde birgok
yapisal ve fizyolojik islevde hayati rol oynarlar (Chen ve Swanson 2003). Astrositler ilk
olarak, sadece noronlara yapisal destek saglayan hiicreler olarak tanimlanmistir. Ancak
yapilan caligmalar astrositlerin, noronlarin normal iglev gérebilmesi i¢in gerekli oldugunu
ve merkezi sini sistemi homeostazini diizenleyen temel hiicreler oldugunu ortaya
koymustur (Sofroniew ve Vinters 2010, Volterra ve Meldolesi 2005).

Astrositler pre- ve post-sinaptik noronlarla birlikte clu sinapslar olusturarak
sinaptik iletimi duzenlerler (Perea ve dig. 2009). Noronlarda bulunan birgok
ndrotransmitter reseptor astrositlerde de sentezlendiginden astrositler noronlardan gelen

sinyallere cevap olusturabilirler. Boylece astrosit ve noronlar arasinda karsilikli iletisim
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saglanir (Perea ve dig. 2009, Volterra ve Meldolesi 2005). Astrositler sinaptik aktiviteyi
iyonotropik ve metabotropik reseptorler aracilifiyla algilarlar. Bu reseptorlerin
aktivasyonu hiicre ici Ca™ seviyesini degistirerek astrositlerden glutamat, adenozin
trifosfat (ATP), gamma aminobutirik asit (GABA) ve D-serin gibi gliotransmitterlerin
salgilanmasini tetikler (Araque ve dig. 2014). Gliotransmitterler néronal reseptorleri aktive
ederek sinaptik iletimin ve sinaptik plastisitenin diizenlenmesinde rol oynar (Araque ve
dig. 2014). Ayrica astrositler, bircok norotransmitter alicilar1 araciligi ile ise sinaptik
cukurlarda GABA, glisin ve glutamatin temizlenmesini saglayarak normal sinaptik iletimi
kolaylastirirlar ve néronlari eksitotoksisiteden korurlar (Sofroniew ve Vinters 2010).

Astrositler biiyiime faktorleri ve iliskili molekiilleri salgilayarak sinaptik islev
uzerinde glclu ve uzun sureli etkiler meydana getirebilirler (Sofroniew ve Vinters 2010).
Bununla beraber, Ostradiol ve progesteron gibi noroaktif steroidleri ve metabolitleri
sentezleyerek de sinaptik aktivitenin diizenlenmesine katki saglarlar (Garcia-Segura ve
Melcangi 2006).

Astrositler kan-beyin bariyeri (BBB; blood-brain barrier) ve BSB’nin olusumunda
ve korunmasinda esas rol oynarlar. “End-feet” yapilariyla kan damarlarina tutunarak
noron ve damarlar arasinda fiziksel bariyer olustururlar (Karimi-Abdolrezaee ve Billakanti
2012). Kapiller endotelyal hiicreler arasinda “intercellular tight-juncitons” olusumu ve
bircok endotelyal trasnporter’in ekspresyonunu ve islevini diizenleyerek de BBB veya
BSB’nin korunmasina katki saglarlar (Abbott ve dig. 2006, Sofroniew ve Vinters 2010).

Astrositler, merkezi sinir sisteminde normal ve patolojik durumlarda pH dengesinin
diizenlenmesinde gorev alirlar (Obara ve dig. 2008). Ayrica astrositlerde bol miktarda
bulunan aquaporin’ler sayesinde de sivi ve iyon homeostazi korunur (Nasic ve dig. 2006).

Astrositler, merkezi sinir sisteminde ECM’nin sentezlenmesinde ve korunmasinda
aktif rol oynarlar. Fibronektin ve laminin gibi ECM bilesenlerini sentezleyerek aksonal
biliyiime ve onarimina katki saglarlar (Karimi-Abdolrezaee ve Billakanti 2012). Bunun
yani1 sira tenasin C gibi aksonal rejenerasyonu baskilayan proteinleri sentezlerler (Burda ve

dig. 2015, Cafferty ve dig. 2010).

1. 6 Merkezi Sinir Sistemi Yaralanmalarinda Astrositlerin Rolii

Astrositler merkezi sinir sisteminde normal yapisal ve islevsel gorevlerinin yani
sira beyin ve omurilik patolojisinde Onemli rol oynar. Merkezi sinir sistemi
yaralanmalarinin ardindan astrositlerde bir dizi yapisal, molekiiler ve islevsel degisiklikler

meydana gelir ve bu siire¢ astrogliozis olarak adlandirilir (Karimi-Abdolrezaee ve
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Billakanti 2012). Astrogliozisin ilk asamalarinda astrositlerde hipertrofi olusur ve GFAP
ekspresyonunda artig baglar. Bu asamada astrositler bulunduklar1 alanda genislemesine
ragmen komsu astrositlerin uzantilariyla ¢akismazlar. Agir reaktif astrogliozis durumunda
ise hipertrofinin yani sira hiicrede yogun GFAP ekspresyonu ve hiicre proliferasyonunda
artis meydana gelir. Boylece astrositik uzantilar birbirleriyle temas ederek dallanmis bir
yap1 meydana getirirler ve glial skar olusumuna Onciilik ederler. Astrositler 6zellikle
fibromeninjial hiicreler ve diger glial hiicrelerle etkileserek kompleks glial skar
olustururlar. Beyin ve omurilik yaralanmalarinin ardindan reaktif astrositlerde kollagen,
CSPG’ler ve tenasinler gibi aksonal biiyiimeyi baskilayan ECM bilesenlerinin
ekspresyonunda dramatik bir artis meydana gelir (Silver ve Miller 2004). Reaktif
astrositler ECM bilesenleri ile birlikte hasarin ¢evresinde yogun bir glial skar meydana
getirerek aksonal biiyiimeye karsi hem fiziksel hem de kimyasal engel olusturur (Karimi-
Abdolrezaee ve Billakanti 2012). ECM bilesenlerinin yani sira, reaktif astrositler;
semaphorin 3 (SEMA 3), ephrin-B2 ve slit proteinleri gibi proteinler araciligiyla aksonal
rejenerasyonu baskilar (Silver ve Miller 2004).

Astrogliozis ve glial skar olusumunun aksonal rejenerasyonu engelleyici etkisi
genel kabul goren goriis olmasina ragmen, in vivo ve in vitro yapilan birgok g¢alisma
merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda astrogliozisin ve glial skar olusumunun yararl
etkilerini de ortaya koymustur (Sofroniew 2005, 2015). Reaktif astrositler beyin veya
omurilik yaralanmalarinda inflamasyonun diizenlenmesinde kritik Oneme sahiptirler.
Reaktif astrositlerin varliginda glial skar hasarin meydana geldigi dokuyu gevreleyerek
komsu canli doku ile hasarli doku arasinda sinir olusturur. Bu sinirlandirilmig alan iginde
glcli bir inflamasyon cevap meydana gelir ve yaralanmalarin ardindan inflamasyon
hizlica giderilir (Sofroniew 2005). Merkezi sinir sistemi yaralanmalarinin ilk asamalarinda
reaktif astrositler yara ¢cevresinde pro-inflamatuar etki gosterirken daha sonraki asamalarda
hasarli doku ve saglikli doku arasinda anti-inflamatuar etki gosterir (Sofroniew ve Vinters
2010).

Reaktif astrositler BBB ve BSB onarimimi ve korunmasii saglayarak periferal
16kositlerin infiltrasyonunu ve mikroglial aktivasyonunu azaltir (Bush ve dig. 1999).
Ayrica doku sivi dengesini diizenleyerek hasar sonrast 6dem olusumunu azaltirlar.
(Mulligan ve MacVicar 2004).

Beyin veya omurilik yaralanmalarinin ardindan hiicre dis1 ¢evreye glutamat
salgisinda artis meydana gelir. Astrositler fazla glutamati hiicre i¢ine alarak noronlar1 ve

oligodendrositleri glutamat eksitotoksisitesine karsi korur (Rothstein ve dig. 1996).
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Bununla beraber, astrositler glutatyon gibi antioksidanlar1 salgilayarak néronlar1 oksidatif
strese (Vargas ve dig. 2008) ve amonyak toksisitesine karsi korur (Rao ve dig. 2005);
adenozin salgilayarak hiicresel aktiviteyi azaltir ve enerji metabolizmasini korur (Lin ve
dig. 2008).

Klinik ve deneysel calismalardan elde edilen bulgular astrositlerin ve reaktif
astrositlerin belirli durumlarda zararli etki kazanma potansiyelleri oldugunu ortaya
koymustur. Belirli sinyal yolaklarinin uyarilmasiyla astrositler nitrik oksit radikalleri, ROS
(Hamby ve dig. 2006) veya glutamat salgilayarak (Takano ve dig. 2005) norotoksik 6zellik
gosterebilirler. Bunun yami sira, astrositler salgiladiklar1 bazi sitokinler araciligiyla
inflamasyonun siddetini arttirabilirler (Brambilla ve dig. 2005). Reaktif astrositler BBB ve
BSB’nin korunmasinda 6nemli rol oynamasina (Bush ve dig. 1999) ragmen yapilan bir
calismada astrositlerden salgilanan vascular endothelial growth factor A (VEGF-A)’nin
BBB’nin bozulmasina yol agtigi da gosterilmistir (Tadesse ve dig. 2009). Ayrica reaktif
astrositlerin kronik inflamasyon ve noropatik agri olusumunda onemli rol oynadigi de
bilinmektedir (Hansen ve Malcangio 2013).

Ozetle, reaktif astrositler merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda inflamasyonu
diizenleyerek ve simirlandirarak veya hiicre disi boslukta molekiillerin yogunlugunu
diizenleyerek noronlar1 yapisal ve islevsel olarak korur. Bunun yami sira, aksonal
rejenerasyonu baskilayarak veya ikincil hasar tetikleyen sitotoksik mekanizmalarla zararl

etkiler ortaya koyar (Sofroniew 2005).

1.7 Norotrofinler ve Norotrofin Reseptorleri

Norotrofinler omurgalilarda sinir sisteminin gelisimi ve devamliligi i¢in oldukga
onemli bir protein ailesidir (Chao 2003). Norotrofinler ve norotrofin reseptorleri néronal
gelisim ve hayatta kalim {izerine bilinen klasik etkisinin yan1 sira bircok noronal iglevin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Schinder 2000). Norotrofinler aksonal ve dendritik
bliylime, miyelin kilif olusumu, sinaps olusumu ve sinaptik iletim, norotransmitter
salgilanmasi, sinaptik plastisite gibi bir¢ok noronal iglevin diizenlenmesinde gorev alirlar
(Schinder 2000). Norotrofinler Trk reseptor tirozin kinazlar1 ve p75 norotrofin reseptorleri
tarafindan taninirlar (Chao 2003). Norotrofinler 6zgiin reseptor tirozin Kinazlara
baglanarak sinyal iletimini baslatirlar (Friedman ve dig. 1998). Nerve growth factor (NGF)
TrkA’ya; brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ve norotrofin 4 (NT4) TrkB’ye;
norotrofin-3 (NT-3) ise TrkC’ye baglanir. p75 ise bu dort nérotrofini de baglayabilir (Chao
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2003). Merkezi sinir sisteminde TrkB ve TrkC en ¢ok eksprese edilen Trk reseptorleridir
(Frisén ve dig. 1993, Liebl ve dig. 2001).

BDNF’nin TrkB’ye baglanmasi reseptdr dimerizasyonunu otofosforilasyonunu
indlkler. TrkB’nin aktivasyonu hucre i¢i U¢ ana sinyal yolagini; phospholipase-C/inositol-
3-phosphate  (PLC/IP-3), extracellular  signal regulated kinase (ERK),
phosphatidylinositol-3 kinase alpha and serin/treonin kinase (PI-3/Akt) sinyal yolagr;
aktive ederek hayatta kalimi, aksonal biiylimeyi, sinaptik plastisiteyi ve iletimini dtzenler
(Cizim 1.3). Bunlarin yan1 sira, BNDF/TrkB sinyal yolagt NMDA reseptor alt birimlerini
fosforile ederek hiicre ici Na* ve K* seviyesinin artisina neden olabilir (Blum ve Konnerth
2005). Benzer sekilde TrkB/PLC sinyal yolaginin aktivasyonu Ca*?-aracili kanallarin
acilmasina ve sonugta zar potansiyelinin artigina neden olabilir (Carvalho ve dig. 2008).
BNDF’in eksitator etkisinin yani sira, TrkB sinyal iletimi potasyum-klortr ko-transporter
KCC2’in protein seviyesinin azalmasina neden olarak klorid kanallarinin inhibitor etkisini
azaltabilir (Rivera 2004). BNDF/TrkB sinyal iletiminin etkisi hiicre tipine, reseptor
ekspresyonuna ve lokalizasyonuna bagli olarak degisir (Weishaupt ve dig. 2012).
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Cizim 1.3. BDNF/TrkB sinyal iletimi. Weishaupt ve dig (2012)’den alinmustir.

1.8 Endoplazmik Retikulum Stresi ve Katlanmamis Protein Cevabi
ER hiicrenin hayatta kalimi ve normal islevi igin temel birgok hicresel surecte

onemli rol oynayan bir organeldir (Kim ve dig. 2008). ER glukoneogenez ve lipid
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biyosentezi gibi metabolik siireglerde yer alir, otofagozomlarin ve peroksizomlarin
biyogenezine katki saglar ve Ca*? homeostazinda dnemli rol oynar (Hetz 2012). Bunlarin
yani sira, salgi proteinleri ve transmembran proteinlerinin katlanma ve olgunlagma siireci
ER liimeninde gergeklesir (Janssens ve dig. 2014). ER dogru protein katlanmasi ve sonugta
normal hicre islevi ig¢in kritik dneme sahiptir (Hetz 2012). ER’de hatali katlanmis
proteinlerin veya katlanmamis proteinlerin birikimi ER stresine yol acar (Todd ve dig.
2008). Okaryotik hiicreler dogru protein katlanmasimi saglamak ve katlanmamis
proteinlerin ER’de birikimini 6nlemek amaciyla evrimsel siiregte, normal hiicre islevi i¢in
olduk¢a 6nemli bir mekanizma olan katlanmamis protein cevabin1 (UPR; unfolded protein
response) gelistirmislerdir (K. Zhang ve Kaufman 2008). Hipoksi, glikoz eksikligi, hiicre
ici Ca*? dengesinin bozulmasi, salgi proteinlerinin sentezinin artigini gerektiren patolojik
ve fizyolojik durumlar ve viral enfeksiyon gibi etkenler ER stresini tetikler (Kim ve dig.
2008). ER stresi kosullarinda UPR’nin aktivasyonu bir¢ok hayatta kalim mekanizmasini
uyararak katlanmamis proteinlerin birikimini engeller. Ancak ER stresinin agir oldugu ve
homeostazin geri saglanamadigi durumlarda UPR hiicre 6limund tetikler (Todd ve dig.
2008).

Memelilerde ER’ye yerlesmis ii¢ sensor protein; inositol-requiring la (IRE1 o),
activating transcription factor 6 (ATF6) ve double-stranded RNA-dependent protein
kinase (PERK); UPR sinyal iletimini baslatir (Bertolotti ve dig. 2000, Kimata ve dig. 2003,
Shen ve dig. 2002). Her ¢ transmembran proteinin de ER limeninde katlanmamig
proteinleri algilayan ER-luminal domain’i, transmembran domain’i ve sinyalleri
transkripsiyonel veya translasyonel aygitlara ileten sitoplazmik domain’i bulunur. Normal
kosullarda ER saperon proteini immunoglobulin-heavy-chain binding protein (BiP) bu
sensOr proteinlerine baglanarak inaktif halde kalmalarimi saglar (Bertolotti ve dig. 2000).
ER stresi durumunda BiP, ER liimeninde katlanmamis veya hatali katlanmis proteinlere
baglanarak sensor proteinlerinin serbest kalmasina ve aktivasyonuna neden olur (Bertolotti
ve dig. 2000, Kim ve dig. 2008, Todd ve dig. 2008).

ER stresine karsi ilk cevap BiP’ten ayrilarak aktive olan PERK’in elF2a
(eukaryotic translation-initiation factor 2 a)’y1 fosforile etmesidir (Hetz 2012).
Fosforillenmis elF2a 80S ribozomun olusumunu engelleyerek hiicrede protein sentezini
durdurur. Bununla beraber, bazi mRNA’larin translasyonu icin ise elF2a’nin
fosforilasyonu gerekmektedir (Harding ve dig. 2000). ATF4 bir transkripsiyon faktéradur
ve UPR’de yer alan bir¢ok genin promotorini dizenler. elF2o’nin fosforilasyonu, ATF4

mRNA’smin translasyonunu tetikler ve aminoasit biyosentezi ve tasinmasinda, glutatyon
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biyosentezinde ve oksidatif stres direncinde gorev alan genlerin ekspresyonunu saglar
(Ameri ve Harris 2008). Bdylece hiicrenin redoks homeostazi onarilarak proteinlerin
katlanmasi ya da yikimi i¢in ER’ye yardimci olur. Ancak hiicrede protein sentezinin uzun
stire baskilanmasi hiicrenin hayatta kalimi ile bagdasmaz. Bu bakimdan ER stresinin uzun
siirdiigii kosullarda ATF4 otofaji ya da apoptozda yer alan bazi1 genlerin ekspresyonunu
tetikler (Cizim 1.4) (Kim ve dig. 2008, Ogata ve dig. 2006).

ER stresi cevabinda yer alan bir diger protein Ser/Thr kinaz ve RNaz aktivitelerine
sahip IREla’dir. ER stresi varliginda BiP IRElo’dan ayrilarak IREla’nin
dimerizasyonuna ve otosoforilasyonuna yol acar. Aktive olan sitosolik RNaz domain’i x-
box-protein binding 1 (XBP1) mRNA’sinda translasyonunu engelleyen bir intron
bdlgesinin kesilip atilmasini ve sonugta XBP1 proteinin ekspresyonunu saglar (Calfon ve
dig. 2002, Yoshida ve dig. 2001). XBP-1; UPR ve endoplasmic-reticulum associated-
protein degradation (ERAD)’da yer alan birgok genin promotoriine baglanarak
transkripsiyonlarim1 diizenler (A. H. Lee ve dig. 2003). XBP1 fosfolipid sentezini
diizenleyerek stres altinda ER zariin genislemesinde 6nemli rol oynar (Hetz 2012). IRE-
lo’'nin RNaz domaini XBP1’in yami sira, ER’ye yerlesecek olan proteinlerin
MRNA’larmin yikimin1 katalizleyerek ER’ye polipeptid akisini azaltir (Cizim 1.4).
IREla’in kinaz domain’i ise Apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1) proteini
fosforile ederek downstream kinazlar1 p38 ve c-Jun N-terminal protein kinases (JNK)’nin
aktivasyonuna yol acar. JNK ve p38 pro-apoptotik genlerin ekspresyonu duzenleyerek
hiicre 61Umuna tetikler (Todd ve dig. 2008).

ER stresinde ¢unci sensor protein ATF6 (ATF6a ve ATF6p) ise stres durumunda
BiP’ten ayrilarak Golgi cisimcigine yerlesir. Golgi cisimciginde ATF6’nin hidrofobik
kismi proteazlar tarafindan kesilir ve sitolose gecisi saglanir (Haze ve dig. 1999). ATF6
homodimer veya diger transkripsiyon faktorleriyle heterodimer olusturarak protein
disulfide isomerase (PDI), BiP, ve ER degradation-enhancing o mannosidase-like protein
1 (EDEM1) gibi ER stres genlerinin ekspresyonunu diizenler (Cizim 1.4) (Haze ve dig.
1999, Todd ve dig. 2008).
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2. AMAC

Bu tez caligmasinda TLRY antagonizminin omurilik noronlar iizerine direkt ve
astrosit aracili etkisinin arastirilmas: hedeflenmistir. Oncelikle in vitro modeller
olusturularak proteomik yontemlerle CpG ODN 2088’in omurilik néronlari tizerine olumlu
veya olumsuz etkilerinin altinda yatan molekiiller ve hiicresel mekanizmalarin
aydinlatilmas1 amaglanmistir. Bu amagla omurilik néron kultlrleri olusturulmus ve TLR9
antagonisti CpG OND 2088’in omurilik néronlarinin protein ekspresyonu (zerine etkisi
etiketsiz karsilastirmali proteom analizi ile belirlenmistir. NLC-MS/MS analizi ile TLR9
antagonizmine cevap olarak omurilik ndronlarinda ekspresyonu degisen proteinlerin
tanimlanmasi1 ve bu proteomik bulgularin kaynak taramasiyla gii¢lendirilmesi ile hedef
sinyal yolaklarinin belirlenmesi planlanmistir. Tez ¢alismasindan elde edilen bulgular,
omurilik ndronlarinda TLR9 antagonizminin etkileyebilecegi sinyal yolaklarinin
belirlenmesi ile temel bilimlere katk: saglayacaktir.

Omurilik yaralanmalarinda glutamat eksitotoksisitesi néronal 6liim veya islev
kaybma yol agan ikincil hasar mekanizmalarindandir (D. Liu ve dig. 1999). Bununla
beraber, MS, ALS gibi omuriligin etkilendigi hastaliklarda eksitotoksisitenin noronal
dejenerasyona yol agtigi bilinmektedir (Kawahara ve Kwak 2005, Pitt ve dig. 2000). Daha
once yapilan ¢alismalarda kainik asidin (KA) omurilik néronlarinda eksitotoksik hasar
yaratarak 6liime yol actig1 gosterilmistir (Kurnellas ve dig. 2010). Bu ¢alismada, omurilik
noronlarinda TLR9 antagonisti CpG ODN 2088’in KA’nin yol actig1 nérotoksisite (izerine
etkisi in vitro aragtirtlmistir.

Merkezi sinir sisteminde néronal ve glial hiicrelerde TLR’lerin ekspresyonu birgok
calismada gosterilmistir (Bsibsi ve dig. 2002). Astrositlerin nérodejeneratif hastaliklarda
ve merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda 6nemli rol oynadigi bilinmesine ragmen,
astrositlerde TLR9 ligandlarinin meydana getirdigi degisimler hakkinda ¢ok fazla bilgi
bulunmamaktadir. Ayrica TLR9 sinyal yolaginin astrositler ile néronlar arasindaki iliski
Uzerine etkisini gosteren smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu tez ¢alismada, TLR9
antagonisti ile uyarilan omurilik astrositlerinin omurilik ndronlar1 iizerine etkisinin
arastirtlmasi ve TLR9 antagonizminin omurilik néronlarinda etkiledigi sinyal yolaklarinin
belirlenmesi  hedeflenmistir. Bdylece hem omurilik astrositleri hem de omurilik
noronlartyla in vitro yapilan deneylerden elde edilecek bulgular TLRY antagonistinin

omurilik yaralanmalarinda tedavi amagli kullaniminin merkezi sinir sistemi hiicrelerinde
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meydana getirebilecegi islevsel ve hayatta kalimla ilgili siirecler iizerine etkilerine dikkat
cekilmesini saglayabilecektir.

Calismanin ii¢ilincii kisminda ise in vitro elde edilen bulgularin in vivo deneylerle
karsilagtirtlmas1 amacglanmistir. Bu baglamda, C57BL/6 farelerinde omurilik hasari
meydana getirilerek TLR9 antagonisti CpG ODN 2088’in hasar merkezinde protein
seviyeleri zerine etkisinin belirlenmesi planlamistir. Béylece elde edilen bulgular TLR9
antagonisti CpG ODN 2088’in tedavi amagli kullanimina yonelik c¢alismalara katki
saglayabilecektir.
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3. YONTEM

3.1 Materyal

Minimum essential medium (MEM), fetal bovine serum (FBS), neurobasal medium
(NBM), penisilin/streptomisin, tripsin-EDTA ve 50X Tris-asetat-EDTA (TAE) Thermo
Fischer Scientific (Waltham, MA, ABD) sirketinden; HEPES, sodyum kloriir (NaCl),
sodyum dodesil sulfat (SDS), sodyum azid (NaN3), sodyum klortr (NaCl), sodyum florid
(NaF), %35 bovine serum albumin (BSA), phosphate-buffered saline (PBS), poli-D-lizin,
poli-L-ornitin, KA, IGEPAL CA-630, Dithiothreitol (DTT), lodoacetamide (I1AA),
Trifluoroacetic acid (TFA), Cytosine-1-p-D-arabibofuranoside (AraC), Tween-20,
paraformaldehit (PFA), Triton-X100, proteaz ve fosfataz inhibitor karigimlari Sigma-
Aldrich (St Louis, MA, ABD) sirketinden, CpG ODN 1826 ve CpG ODN 1826
InvivoGen (San Diego, CA, ABD) sirketinden; Neurobrew 21 (N-21) Miltenyl Biotech
(San Diego, CA, ABD) temin edilmistir.

3.1.1 CpG ODN 1826

CpG ODN'ler metillenmemis CpG  dintikleotidleri  igeren  sentetik
olidoniikleotidlerdir. CpG ODN'ler, TLR9'a baglanir ve giiglii bir bagisiklik cevabin
baslatilmasina onciiliikk ederler. CpG ODN 1826 (5’-tccatgacgttcctgacgtt-3’) B sinifi CpG
ODN/'dir ve fare TLR9'unu aktive eder. B smifi CpG ODN'ler fosforotioat omurgasi ve bir
veya daha fazla CpG dinikleotidi icerir.
http://www.invivogen.com/PDF/ODN1826 TDS.pdf)

3.1.2 CpG ODN 2088

TLR9 antagonisti CpG ODN 2088 (5’- tcctggcggggaagt -3) CpG ODN'lerin uyarici
etkisini notralize eden inhibitér ODN'dir. inhibitér ODN'ler CpG ODN'lerin ve TLR9'un
endozomal vesikillere ko-lokalizasyonunu engelleyerek TLR9 sinyal yolagini inhibe
edereler. (http://www.invivogen.com/PDF/ODN_2088_TDS.pdf )

3.2 Kullanilan Cozeltiler ve Besiyerleri
1. NM-15: % 15 FBS ve 10 iinite/ml penisilin/streptomisin MEM i¢inde hazirlanmistir.
0.22 um por ¢apli filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.
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2. NBM+: %2 N-21, 9%0,06 NaCl, 10 tnite/ml pen/strep iceren Neurobasal Medium
0.22 pum por ¢apl filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.

3. %4 BSA: %35 BSA c¢ozeltisi steril PBS i¢inde seyreltilerek hazirlanmastir.

4. %9 NaCl: NaCl distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir. .NaCl ¢ozeltisi 0.22 um por
capli filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.

5. Phosphate Buffered Saline (PBS): Ticari olarak satilan toz PBS karisimi distile suda
coziilerek hazirlanmistir.

6. T-PBS : % 0.05 (v/v) Triton X-100 igeren PBS hazirlanmis ve oda sicakliginda
saklanmustir.

7. 10X Poly-d-Lizin Cozeltisi: 1mg/ml Poly-d-lizin ¢6zeltisi distile su ile hazirlanmis ve
0.22 um por ¢apl filtre ile streil edilerek -20°C’de saklanmustir.

8. 500 uM CpG ODN 2088 ¢ozeltisi: 1 mg CpG ODN 2088 endotoksin icermeyen steril
suda ¢oziilerek hazirlanmigtir. 1 mI’lik tuplerde -20°C’de saklanmustir.

9. 500 uM CpG ODN 1826 ¢ozeltisi: 1 mg CpG ODN 2088 endotoksin icermeyen steril
suda ¢o6ziilerek hazirlanmigtir. 1 mI’lik tiplerde -20°C’de saklanmustir.

10. 40 mM Kainik asit: Endotoksin igermeyen steril suda ¢oziilerek hazirlanmigtir. 1,5
ml’lik tlplerde -80°C’de saklanmustir.

11. 10X Tris Buffered Saline (TBS): 200 mM Tris, 1,37 M NacCl distile suda ¢ozilerek
hazirlanmistir ve pH: 7.6’ya ayarlanmistir. Oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

12. Protein Lizis Tamponu: 10mM HEPES, 150 mM NacCl, %0,02 NaNs;, %0,1 SDS,
%0,1 IGEPAL CA-630, 50 mM NaF toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su
icinde hazirlanmistir ve pH:8’e ayarlanmistir. Hazirlanan tampon +4°C’de bir ay

muhafaza edilmistir.

3.3 Hayvanlarin Bakim

Calismada kullanilan yabani tip (WT) C57BL/6 fareler Charles River (Wilmington,
MA, ABD) Laboratuvalari’ndan temin edilmistir. TLR9™" fareler ise Dr. Shizuo Akira ve
dig. (Osaka University, Osaka, JAPAN) tarafindan {retilmistir ve iireme ¢iftleri Dr.
Padmini Salgame (Rutgers University, Newark, NJ, ABD) tarafindan saglanmistir. Fareler
Rutgers, The State University of New Jersey Comperative Medicine Resources deney
hayvanlari biriminde 12 sa karanlik-12 sa aydinlik dongiisii uygulanarak muhafaza edilmis
ve giinlik bakimlar1 saglanmistir. Hayvanlara yeterli miktarda su ve yem saglanmustir.

Kontrol hayvanlar1 ayn1 odada muhafaza edilmis ve patojen kontrolii diizenli olarak
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yapilmistir. Biitiin hayvan deneyleri protokolleri Rutgers Institutional Animal Care and

Use Committee tarafindan onaylanmustir.

3.4 Omurilik Noron Kalturi

Omurilik noéron kiiltiirleri on ii¢ giinlik C57BL/6 fare embriyolarindan elde
edilmistir. On ti¢ glnlik hamile C57BL/6 farelere %50 CO; ile 6tenazi uygulandiktan
sonra fareler %70 etil alkol+sporocidin i¢inde 5 dk ardindan %70 etil alkol icinde 2x5 dk
bekletilerek steril edilmistir. Steril makas ve pens ile embriyolar ¢ikarilip soguk PBS’ye
konulmustur. Disseksiyon islemi biyogiivenlik kabini igerisinde stereo mikroskop altinda
gercgeklestirilmistir. Disseksiyon igslemi sirasinda embriyolar ve omurilikler soguk ortamda
PBS veya NBM+ i¢inde tutulmustur. Amniyon kesesi agilarak embriyolar ¢ikarildiktan
sonra embriyolardan omurilikler ¢ikarilmistir. Daha sonra omuriliklerden menengeal
membranlar temizlenmistir. Temizlenen omurilikler bisturi ile kuguk parcalara
bolundikten sonra 1ml BSA (%4 )+ 3 ml NBM+ icinde 5 mI’lik cam pipet ile pipetaj
yapilarak dokular homojenize edilmistir. Doku pargalarin1 uzaklastirmak amaciyla %4
BSA gradienti uygulandiktan sonra 1500 rpm’de 1,5 dk santrifiij edilmistir. Pellet 5 ml
NBM-+ ile yeniden suspanse edildikten sonra tekrar santrifiij edilmistir. Pellet NBM+ ile
stispanse edildikten sonra hiicre sayimi yapilmis ve poli-L-ornitin ile kaplanmig 35 mm’lik
kiiltiir kaplarina 5x10° hiicre ekilmistir. Hlcreler 37°C sicaklikta, % 5 CO, ve % 95 hava
iceren ortamda buydtuldi. Her ii¢ giinde bir besiyerinin yarist atilip kiiltlirlere ayni
miktarda taze yeri besi ilave edilmistir. Onuncu gun sonunda omurilik néron kilturleri

deneylerde kullaniimistir (Cizim 3.1).

Cizim 3.1. Omurilik néronlari, in vitro. 10 gunlik néronal kiiltiirler B-II1 ile isaretlenmis
ve Leica (Wetzlar, Almany) DMIL mikroskopta goriintiilenmistir. 20X
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3.5 Karnsik Glial Kiiltiir

Uc gunlilk C57BL/6 farelerden omurilik glial Kkiltirleri hazirlanmistir. Fareler %
50 CO; igeren hava ortaminda 15-20 dk bekletilerek 6tenazi uygulanmistir. Fareler %70
etil alkol+sporocidin icinde 5 dk ve ardindan etil alkolde 2x5 dk bekletilerek steril
edilmigtir.  Disseksiyon  biyogiivenlik  kabininde  stereco  mikroskop  altinda
gerceklestirilmistir. Disseksiyon islemi sirasinda omurilikler soguk ortamda PBS veya
NM-15 iginde tutulmustur. Omuriliklerden menengeal membranlar ve kan damarlari
temizlendikten sonra bistiiri ile kiigiik pargalara boliinmiistiir. Daha sonra dokular 50 ml
tiplere alinmis ve NM-15 icinde 5 ml cam pipet ile pipetaj yapilarak homojenize
edilmistir. Daha sonra hiicre stispansiyonu poli-D-lizin ile kaplanmis 75 cm? kiiltiir
kaplarina ekilmistir. Her bir kiiltiir kabma ii¢ fareden elde edilen omurilik hiicre
sispansiyonu ekilmistir. Hlcreler 37°C sicaklikta, %5 CO, ve %95 hava igeren ortamda
biiyiitiilmistiir. Hiicre ekiminden ii¢ giin sonra kiiltiir kaplart NM-15 ile yikanarak yiizeye
tutunmayan doku ve hiicre pargalart uzaklastirilmistir ve besiyeri taze NM-15 ile

degistirilmistir. Bir hafta sonunda omurilik karisik glial kiiltiirler elde edilmistir.

3.6 Karnsik Glial Kiiltiirlerden Astrositlerin Saflastirilmasi ve Pasajlanmasi

Omurilik glial kiiltiirleri elde edildikten sonra astrositlerin saflastirilmasi iglemine
gecilmistir. Glial kdltirlerden mikroglia ve oligodendrositleri uzaklastirmak igin glial
kaltarler 280 rpm’de 37°C’de orbital calkalayicida gece boyu ¢alkalanmistir. Daha sonra
besiyeri uzaklastirilarak 10 pM AraC igeren besiyerinde 37°C sicaklikta, % 5 CO, ve % 95
hava iceren ortamda (i¢ gun inkiibe edilmistir. AraC igeren besiyeri uzaklastirildiktan sonra
hiicreler PBS ile yikanmistir. Hiicreler yapistiklar1 yiizeyden  %0,05 tripsin-EDTA
muamelesi ile kaldirilmis ve NM-15 icinde 2000 rpm’de 10 dk santrifilj edilmistir. Sivi
kisim uzaklastirildiktan sonra hiicreler NM-15 ile siispanse edilmis ve santrifij islemi
tekrarlanmistir. Santrifiijiin ardindan hucrler yeniden suspanse edilerek poli-D-lizin kapli
75 cm?lik kiiltiir kaplarina ekilmistir. Pasajlama islemi 4-5 gilinde bir 1:2 oraninda
yapilmigtir. Her pasaj oncesi kiiltiirde kalan mikrogliay1 uzaklastirmak amaciyla kiiltiirler
280 rpm’de 37°C’de orbital calkalayicida gece boyu galkalanmistir. Astrosit kulttrlerinin
safligi mikroglial belirteg olan Iba-1 ile isaretlenerek immiinositokimya yontemi ile

belirlenmistir. Deneylerde kullanilan astrositler (p:3) %99 < safliktadir.
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Cizim 3.2. Omurilik astrositleri, in vitro. Saf astrosit kiiltiirleri GFAP ile isaretlenmis ve
Leica DMI3000 fluoresan mikroskopta 594 nm dalga boyunda goriintilenmistir. 10x40
blyultme.

3.7 Astroglial Sartlandirilmis Besiyeri Uretimi

Astrositler (p:2) 3.6’da anlatildigi gibi pasajlanmak icin kaldirilip siispanse
edildikten sonra hemositometre ile slispansiyondaki hiicre sayis1 belirlenmistir. Daha sonra
hiicre siispansiyonundan poli-D-lizin kapli 35 mm? kiiltiir kaplarina 7,5x10 hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Astrositler NM-15 besiyerinde 37°C sicaklikta, % 5 CO, ve % 95
hava iceren ortamda gece boyu inkube edildikten sonra besiyeri NM-15/NBM+ (1:1)
besiyeri ile degistirilmistir. Sekiz saat inkiibasyondan sonra NM-15/NMB+ besiyeri
uzaklastirilarak hiicreler NBM+ besiyerinde gece boyu inkiibe edilmistir. Boylece
astrositlerin serum iceren NM-15 besiyerinden serumsuz NBM+ besiyerine asamali olarak
gecisi saglanarak hiicrelerin ortama aligmasi1 kolaylastirilmistir. NBM+ besiyerindeki
astrositler 1 uM CpG ODN 2088, 1uM CpG ODN 1826, 1uM CpG ODN 1826+CpG
ODN 2088 veya vehicle (endotoksin igermeyen su) ile muamele edilmis ve 37°C
sicaklikta, % 5 CO,ve % 95 hava igeren ortamda 24 veya 48 sa inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan 24 ve 48 saat sonra sartlandirilmis besiyerleri (CM; Conditioned Medium)

1,5 ml tiiplere alinmis ve hizlica -80°C’ye kaldirilmstir.

3.8 Mikroglial Kiiltiirlerin Saflastirilmasi

Mikroglial kiltiirler karisik glial kiiltiirlerinden saflastirilarak olusturulmustur.
Glial kiiltlirler 180 rpm’de 37°C’de iki saat orbital inkiibatdrde ¢alkalanarak mikroglianin
ve oligodendrositlerin yiizeyden ayrilmasi saglanmustir. iki saat sonunda kiiltiir

kaplarindan besiyeri toplanarak siispansiyon 2000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Pellet
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serumsuz MEM ile suspanse edildikten sonra santrifiij islemi tekrar edilmistir. Pellet
serumsuz MEM’de stispanse edildikten sonra 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu
kiiltir plakalarma ekim yapilmistir. Hucreler 37°C sicaklikta, % 5 CO;ve % 95 hava
iceren ortamda 10 dk inkiibe edilerek mikroglianin yiizeye yapismasi saglanmistir. Daha
sonra besiyeri NM-15 ile degistirilerek mikroglial kiiltiirler 37°C sicaklikta, % 5 CO, ve %
95 hava iceren ortamda gece boyu inkiibe edilmistir. Mikroglial kultlrler astrosit
kiiltirlerinde oldugu gibi asamali olarak NBM+ besiyerine alinmigtir. Daha sonra vehicle
veya I uM CpG ODN 2088 ile muamele edilerek mikroglial CM elde edilmistir.

3.9 Astrosit-Noron Ko-Kulturleri

Omurilik néronlar1 boliim 3.4 te anlatilan sekilde elde edilmis ve poli-L-ornitin ile
kaplanmis 6 kuyulu plakalarda biiyiitiilmiistiir. Astrositler ise poli-D-lizin ile kaplanmis
“Trans-well insert” lere 5x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. “Trans-well insert” ler porlu
membran yapisindadir ve hiicreler membrana tutunarak c¢ogalir. Memrbandaki porlar
kiiciik molekiillerin geg¢ine olanak saglayacak boyutta oldugundan hicre-hiicre etkilesimi
olmadan hiicreler arasinda karsilikli iletisim saglanabilir (Sekil 3.3). Astrositler bolim
3.7’de anlatildigi gibi asamali olarak NBM+ besiyerine alinmigtir. 10 gunlik néron
kiltirlerinden NBM+ besiyeri uzaklastirilmis ve astrositler besiyeri ile beraber néron
kiiltiirlerinin bulundugu kuyulara yerlestirilmistir. Astrosit-néron ko-kdltirleri 1 uM CpG
ODN 2088 veya vehicle ile muamele edildikten sonra 24 sa % 5 CO,, % 95 hava
ortaminda 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

Astrosit
Kultiri Noron kiiltiiri

/L, Trans-well insert

Cizim 3.3. Astrosit-ndron ko-kiltirinin sematik goésterimi

3.10 Noronlarin CM, CpG ODN 2088 veya KA ile Muamelesi
Omurilik néron kalttrleri bolim 3.4’te anlatildigi gibi elde edilmis ve on giin % 5

CO3, % 95 hava ortaminda 37°C’de biiyiitiilmistiir. Onuncu giinde besiyerine vehicle, son
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konsantrasyonu 1 uM olacak sekilde CpG ODN 2088, son konsantrasyonu 20 UM olacak
sekilde KA veya CpG ODN 2088 (1 uM) + KA (20uM) ilave edilmis ve 24 sa inkiibe
edilmistir.

Noron kdlttrleri CM ile muamele edilmeden 6nce astroglial CM’ler % 5 CO, , %
95 hava ortaminda 37°C’de 10-15 dk inkiibe edilerek CM’lerin uygun sicaklik ve pH’ye
gelmesi saglanmistir. Daha sonra CM’ler kisa siire santrifiij edilerek hiicre pargalarinin
¢okmesi saglanmistir. Noron kiiltiirlerinden NBM+ uzaklagtirilarak noronlar astroglial CM

ile 24 sa inkiibe edilmistir.

3.11 ELISA

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) 0zel bir antijen proteininin
ornekteki miktarin1 6lgmek icin kullanilan, antijen-antikor iligkisi temeline dayanan nicel
bir yontemdir. Bu tez ¢alismasinda sandvig¢ tipi ELISA kitleri kullanilmistir. Bu ELISA
tipinde Ozgiin antikorlar 96 kuyulu plakalara sabitlenmistir. Ornekler antikor baglh
kuyulara eklenir ve drneklerdeki 6zgiin proteinler antikorlar tarafindan taninir ve baglanir.
Enzim bagl 6zgin ikinci antikor ortama eklenir ve birinci antikordan farkli bir epitopa
baglanir. Ardindan ortama ilave edilen substrat ikinci antikora bagli enzim ile reaksiyon
verir. Reaksiyonda olusan renk kolorimetrik olarak ol¢iiliir. Boylece ortamdaki rengin
yogunlugu 6l¢iilerek her 6rnekteki antijen miktar1 saptanir.

Bu ¢aligmada astroglial ve mikroglial CM’lerdeki monocyte chemotactic protein 1
(MCP-1) ve chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (CXCL 1) konsantrasyonlari sirasiyla
Mouse/Rat CCL2/JE/MCP-1 Immunoassay Quantikine ELISA Kit ve Mouse CXCL1/KC
Quantikine ELISA Kit (R&D Biosystems) kullanilarak Slgiilmiistiir. Bu kitler kati fazli
ELISA’lardir. Bu kitler kullanilirken izlenen protokol kisaca su sekildedir:

Astroglial veya mikroglial CM’ler oda sicakligina getirildikten sonra 1:4-1:10
oraninda seyreltilmistir. 15,6-1000 pg/ml araliginda farkli konsantrasyonlarda CXCL1
veya MCP-1 standartlar1 hazirlanmistir. Herbir kuyuya 50 pl “assay diluent” eklendikten
sonra 50 pl de standartlardan veya CM’lerden ilave edilmis ve oda sicakliginda 2 sa
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kuyular yikama tamponu ile bes defa yikanmistir.
Ardindan kuyulara 100 pl horse raddish peroxidase (HRP)-bagli 6zgiin ikincil antikor
(anti-mouse KC veya anti-mouse MCP-1) ilave edilip oda sicakligindan 2 sa inkibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda yikama islemi tekrar edilmistir. Hidrojen peroksit (H,05)
ve kromojen (tetrametilbenzidin) esit hacimlerde karistirildiktan sonra her bir kuyuya 100

ul karisimdan ilave edilmis ve reaksiyon i¢in 30 dk karanlikta inkiibe edilmistir.
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Reaksiyon 100 ul hidroklorik asit ¢ozeltisi ile durdurulduktan sonra optik yogunluk 450
nm (540 nm referans) dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Microsoft Excel programinda standart
grafikler ¢izilmis ve drneklerdeki CXCL1veya MCP-1 konsantrasyonlar1 hesaplanmigtir

Mikroglial veya astroglial CM’lerdeki IL-6 ve soluble TNF-a receptor 1 (STNFR1)
konsantrasyonlari ise sirasiyla RayBio Mouse 1L-6 ELISA Kit ve RayBio Mouse STNFR1
ELISA kit (Raybiotech, Norcross, GA, ABD) kullanilarak belirlenmistir. Bu Kkitler
kullanilirken izlenen protokol su sekildedir:

Kit bilesenleri oda sicakligina getirildikten sonra drnekler yukarida belirtildigi gibi
hazirlanmistir ve analiz boyunca biitiin islemler oda sicaklifinda gerceklestirilmistir. 0,82-
600 pg/ml veya 1,23-300 pg/ml konsantrasyon araliginda sirasiyla IL-6 veya sSTNFR1
standartlar1 hazirlanmigtir. Mikroplaka kuyularina 100 pl 6rnek veya standartlardan ilave
edilerek 100 rpm’de calkalamali inkiibatorde 2,5 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
kuyular yikama c¢ozeltisi ile dort defa yikanmistir. Ardindan 6zgiin ikinci antikor
(biotinylated anti-mouse IL-6 veya biotinylated anti-mouse sTNFR1) kuyulara ilave edilip
100 rpm’de 1 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda yikama islemi tekrar edilmis ve
ardindan kuyulara 100 ul HRP-bagl streptavidin ¢ozeltisi ilave edilerek 100 rpm’de 45 dk
inkiibe edilmistir. Daha sonra streptavidin c¢ozeltisi uzaklastirilip yikama islemi tekrar
edilmistir. Ardindan 100 pl tetrametilbenzidin ¢ozeltisi ilave edilip 100 rpm’de 30 dk
karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyulara 50 pl 0,2 M siilfirik asit
eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Optik yogunluk 450 nm dalga boyunda dl¢tilmiistiir.
Microsoft Excel programinda standart grafikler ¢izilmis ve Orneklerdeki IL-6 veya

STNFR1 konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

3.12 Sitokin Array

Astrositlerde TLR9’un CpG ODN 2088 ile inhibisyonunun sitokin salgis1 tizerine
etkisini arastirmak amaciyla “Mouse Cytokine Antibody Array (RaybioTech)”
kullanilmistir. Bu array aymi anda 22 farkli fare sitokininin goruntiilenmesine olanak
saglayan membran bazli antikor array’ idir. Sandvig tipi immiino analiz prensibine dayali
bir yontemdir. Antikorlar 2,5x3 cm nitroseliiloz membran iizerine immobilize edilmistir ve
western blot yodntemine benzer islemler uygulanir. Calismada izlenen protokol su
sekildedir:

Biitlin kit bilesenleri oda sicakligina getirildikten sonra membranlar inkiibasyon
kuyularina alimmistir. Her bir kuyuya 2 ml bloklama tamponu ilave edilerek oda

sicakliginda 30 dk inkiibe edilmistir. Ardindan bloklama tamponu uzaklastirilip kuyulara
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vehicle veya CpG ODN 2088 ile muamele edilen astroglial CM’ler ilave edilmis ve
+4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda CM’ler uzaklastirilip
membranlar 6nce yikama tamponu I ile 3x5 dk daha sonra yikama tamponu Il ile 2x5 dk
yikanmistir. Ardindan membranlar 1 ml biotinlenmis antikor karisimi ile oda sicakliginda
2 sa inkiibe edilmistir. Antikor karigimi inkiibasyon sonunda uzaklastirilip membranlar
daha oOnce belirtilen sekilde yitkama tamponlari ile yitkanmistir. Daha sonra membranlar 1
ml HRP-streptavidin ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 2 sa inkiibe edilmistir. Ardindan
membranlar yikama tamponlariyla belirtilen sekilde yikanmistir. Membranlar H,O, ve
luminol karisimi (1:1) ile muamele edilip Chemidoc MP Imager (Bio-RAD Hercules, CA,
ABD) ile goriintiilenmistir.

3.13 Proliferasyon Analizi

CpG ODN 2088’nin astrosit proliferasyonu tzerine etkisi “Click-iT EdU Staining
Kit (Thermo Fisher Scientific)” kullanilarak belirlenmistir. Kit EdU (5-etinil-2’-
deoksidridin), Alexa flour azit, reaksiyon tamponu, bakir siilfat ve Hoechst boyasindan
olusmaktadir. Bir timidin analogu olan EdU, DNA sentezi sirasinda DNA’nin yapisina
katilir. Hiicre boliinmesi sirasinda DNA replikasyonu meydan geldigi icin EAU béliinen
hiicrelerdeki DNA’nin yapisina katilir. Ortama ilave edilen bakir EdU “daki alkin ug ile
Alexa Fluor boyasindaki azid arasinda kovalent bag olusumunu katalizler ve boylece EAU
pozitif hiicrelerin flouresan mikroskopta 488 nm dalga boyunda goriintiilenmesi saglanir.

Astrositlere CpG ODN 2088 ve vehicle uygulamasi boliim 3.7°de anlatildig: sekilde
yapilmustir. Proliferasyon analizi igin astrositler CpG ODN 2088 ve vehicle ile muamele
edilirken besiyerine son konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde EdU ilave edilmis ve % 5
CO;2, % 95 hava ortaminda 37°C’de 24 veya 48 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
hicreler PBS ile yikanmis ve %4 PFA ile oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilerek fikse
edilmistir. Fiksasyon ¢6zeltisi uzaklastirilip hiicreler %3 BSA ¢ozeltisi ile yikanmistir.
Ardindan hiicreler % 0,5 Triton-X 100 ile oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilerek
permabilize edilmistir. Permabilizasyonun ardindan hiicreler %3 BSA ¢ozeltisi ile
yikandiktan sonra Alexa Flour 488 ve bakir siilfat (CuSO,) igeren reaksiyon karigimi ile
karanlik ortamda oda sicakliinda 30 dk inkiibe edilmistir. Reaksiyon karisimi
uzaklastirthp hiicreler %3 BSA ¢ozeltisiyle yikandiktan sonra 5Spug/ml Hoechst ile
boyanmis ve lamel ile kapatilmigtir. 30 dakika inkiibasyondan sonra hiicreler floresan

mikroskopta (Leica DMI13000) 488 nm dalga boyunda goriintiilenmistir.
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3.14 RNA izolasyonu

Astrosit ve noron kiiltiirlerinden RNA izolasyonu trizol kullanilarak yapilmistir.
Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra 200 pl trizol ile muamele edilmistir. Hiicreler “cell
scraper” ile kaldirilip RNaz icermeyen tiiplere alinmistir. Hiicreler oda sicakliginda trizol
icinde 5 dk inkiibe edildikten sonra tlplere 200 ul kloroform ilave edilmis ve tupler 15 sn
kuvvetlice ¢alkalanmistir. Daha sonra oda sicakliginda 3 dk inkiibe edilip ardindan 12000
xg’de +4°C’de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda olusan ii¢ fazdan niikleik
asitlerin bulundugu st sivi alinarak yeni tiiplere aktarilmistir. RNA presipitasyonunu
saglamak icin Orneklere 0,5 ul glikojen ve 500 pl izopropanol eklenerek karistirilmistir.
Oda sicakliginda 10 dk inklbe edildikten sonra 6rnekler 12000 xg’de +4°C’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Santrifijiin ardindan pellet 1 ml %75 etanol ile yeniden suspanse
edilmistir. Tiipler vorteksle kisa siire karigtirildiktan sonra 7500 xg’de +4°C 5 dk santrifij
edilmistir. Santrifiij sonunda sivi faz uzaklastirllarak RNA pelleti oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra pellet 20 ul RNaz icermeyen su ile tekrar ¢ézindu.
Ardindan saflastirma amaciyla DNaz ile muamele edilmistir. 37°C’de 30 dk DNaz ile
inktbe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak igcin DNaz inaktivasyon c¢ozeltisi ilave
edilmistir. Oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildikten sonra 10000 xg’de 1 dk santrifij
edilmistir. Siv1 faz yeni bir tlipe aktarilarak 1:0,1 (v/v) oraninda 5M amonyum asetat,
1:0,02 (v/v) oraninda linear akrilamit ve 1:2,5 (v/v) oraninda %100 etanol ilave edildikten
sonra -20°C’de gece boyu presipitasyona birakilmistir. Etanol presipitasyonunun ardindan
ornekler +4°C’de 125000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda siv1 faz
uzaklastirilarak RNA oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Alkol tamamen
uzaklagtirildiktan  sonra pellet RNaz igcermeyen su ile ¢OzUnmistir. RNA
konsantrasyonlar1 nanodrop spektrofotometrede (Thermo Fischer Scientific) 6lgim

yapilarak belirlenmistir.

3.15 cDNA Sentezi ve qRT-PCR

cDNA sentezi toplam 1ug RNA ile “Superscript 111 reverse transcriptase (Thermo
Scientific)” kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon karisimi asagidaki ¢izelgede verilmistir.
cDNA sentezi sirasinda uygulanan protokol ise su sekildedir.

Kalip RNA, dNTP ve random heksamerler RNase-free tlplerde belirtilen
hacimlerde karistirilarak 65°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Ardindan 1 dk buzda bekletilerek
ornekler spin edilmistir. Her bir tlipe reaksiyon tamponu, DTT, RNaz inhibitori ve revers

transktriptaz tabloda belirtilen hacimlerde karistirilarak oda sicakliginda 5 dk inkiibe
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edilmistir. Daha sonra sentez ic¢in Ornekler 50°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan

70°C’de 15 dk inkiibe edilerek reaksiyon sonlandirilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA sentezi reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Hacim
RNA (1ug) 9 ul
dNTP (10mM) 1pl
Random Heksamerler (50uM) 1l
Reaksiyon Tamponu (5X) 4 ul
DTT (0,1 M) 1pl
RNaz Inhibitdrii (40 U/ul) 1pl
Revers Transcriptaz (200 U/ul) 1l
Toplam 20 pl

cDNA sentezinin ardindan astrosit ve noron kilturlerinde TLR9 mRNA ekspresyonu gqRT-
PCR yontemiyle belirlenmistir. Primerler Thermo Fischer Scientific firmasi tarafindan
sentezlenmistir. Forward primer 5-GCGGCAGCATCCTGCTCCAA-3, reverse primer 5-
GGGGGCTAAGGCCAGTGGGT-3. gRT-PCR 300 nM primer, 5ul cDNA ve Clontech
SYBR reaksiyon karigimi kullanilarak ABI4000 (Applied Biosystems; Thermo Fischer
Scientific) cihazinda gergeklestirilmistir. Reaksiyon dongiisii su sekildedir: 95°C’de 15 dk
ardindan 40 dongii 95°C’de 15 sn denatiirasyon, 58°C’de 1 dk baglanma ve 72°C’de 1 dk
sentez. Reaksiyon sonunda gRT-PCR urunleri %2,5 agaroz jel elektroforezinde 140 V’de
40 dk yiritilmis ve UV 15181 altinda goriintiilenmistir. Elektroforez Bio-RAD yatay
elektroforez sistemi kullanilarak 1X TAE icinde yapilmistir.

3.16 DNA izolasyonu ve Genotiplendirme

TLRO” farelerden elde edilen astrosit ve noron kultirlerinin genotipleri PCR
analizi ile dogrulanmistir. Astrosit ve noron kiiltiirlerinden DNA izolasyonu “DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Almanya)” kullanilarak yapilmistir. Hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra “cell scraber” yardimiyla bulunduklar yiizeyden kaldirilmis ve PBS

icinde tiiplere aktarilmistir. Hiicreler 300 xg’de 5 dk santrifiij edildikten sonra pellet
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Proetinaz K ve RNaz A icerene PBS ile slispanse edilmis ve oda sicakliginda 2 dk inkiibe
edilmistir. Ardindan 1:1 oraninda lizis ¢6zeltisi (AL buffer) ilave edilerek 56°C’de 10 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ¢ozelti etanolle karistirildiktan sonra DNeasy mini
spin kolonlara aktarilmis ve 6000 xg’de 1 dk santrifiij edilmistir. Kit icindeki yikama
tamponlar1 ile 6000 xg’de 1dk ve 16000 xg’de 3 dk santrifiij edilerek kolonlar yikanmustir.
Ardindan kolonlara eliisyon tamponu eklenerek 6000xg’de 1 dk santriflij edilmistir. DNA
konsantrasyonlari nanodrop spektrofotometride 260 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilarak
belirlenmistir.

Mutant TLR9 alleli genin downstream boélgesine baglanan primer (5’-GCAA
TGGAAAGGACTGTCCACTTTGTG-3’) ve neomisin diren¢ genine 6zgu primer (5°-
ATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAG-3’) ¢ifti kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir.
WT TLR9 alleli ise 5-GCAATGGAAAGGACTGTCCACTTTGTG-3° ve 5’-
GAAGGTTCTGGGCTCAATGGTCATGTG-3> primer ¢ifti kullanilarak PCR ile
cogaltilmistir. Primerler Babiuk ve dig. (2004) tarafindan tasarlanmis ve Thermo Fischer
Scientific firmasi tarafindan sentezlenmistir. PCR, “Advantage 2 DNA polymerase mix
(Clontech, Palo Alto, CA, ABD)” kullanilarak Thermal Cycler (Eppendorf, Hamburg,
Almanya) cihazinda gergeklestirilmistir. Reaksiyon karigimi 25 pmol primer, 0,2 mM
dNTP karisimi ve 100 ng DNA kullanilarak 25 pl hacim iginde hazirlanmistir. PCR
94°C’de 1 dk baslangi¢ inkiibasyonunun ardindan, 94°C’de 30 sn, 67°C’de 45 sn 72°C’de
1 dk olacak bicimde 35 dongu olarak gergeklestirilmis ve 72°C’de 10 dk inkiibasyonun
ardindan PCR tamamlanmistir. Reaksiyon iirlinleri %2 agaroz jel elektroforezinde

yiiriitiilmiis ve UV 15181nda altinda goriintiilenmistir.
3.17 Immiinositokimya

3.17.1 3,3’-diaminobenzidin (DAB) Boyama

CpG ODN 2088’in noronal canlilik tizerine direkt ve astrosit aracili etkisi
immiinositokimya yontemiyle belirlenmistir. Omurilik néronlari; Vehicle, KA, KA+CpG
ODN 2088, CpG ODN 2088 ile uyarilmis CM veya vehicle ile uyarilmig CM ile muamele
edildikten 24 sa sonra noronal canliligi belirlemek amaciyla hiicreler B-I11 tubulin ile
isaretlenmis ve hiicreler DAB boyama yontemi ile goriintiilenmistir. Yontem sirasinda

uygulanan protokol su sekildedir:
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Besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler PBS ile 3x10 dk yikanmis ve %4 PFA ile
oda sicakliginda 30 dk fikse edilmistir. Fiksasyonun ardindan PFA uzaklastirilmis ve
hicreler PBS ile 3x10 dk yikanmigtir. Hiicreler %10 normal goat serum/%0,1 triton X-
100/PBS ile oda sicakliginda 1 sa bloklanmistir. Daha sonra hiicreler birincil antikor B-111
tubulin (1:1000) ile +4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Birincil antikor uzaklastirilip
hiicreler 3x10 dk PBS ile yikandiktan sonra biotinlenmis ikincil antikor anti-rabbit (1:500)
ile oda sicakliginda 1 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 3x10 dk PBS ile
yikanmis ve avidin-biotin kompleksi (Vectastain Elite ABC kit; Vector Laboratories,
Burlingame, CA, ABD) ile oda sicakliginda 1 sa inkiibe edilmistir. Hiicreler 3x10 dk PBS
ile yikandiktan sonra B-I11 pozitif hiicreler DAB (Sigma Aldrich) ile belirlenmistir. Leica
DMIL mikroskopta 10x40 objektif altinda otuz farkli bdlgede B-111 pozitif hicreler

sayillmistir.

3.17.2 Floresan Boyama

Astrosit kilturlerinde GFAP ekspresyonu floresan boyama yapilarak belirlenmistir.
Hicreler bolim 3.16.1°’de belirtilen kosullarda fiksasyon ve bloklama islemlerinin
ardindan GFAP (1:1000) ile inkiibe edilmistir. Daha sonra ikincil antikor anti- rabbit 1gG
Alexa Fluor 594 (1:1000) ile oda sicakliginda 1 sa inkiibe edilmistir. Hiicreler 3x10 dk
PBS ile yikandiktan sonra nuklear boyama icin “Prolong Gold Antifade mountant with
DAPI (Thermo Fischer Scientific)” soliisyonu damlatilip lamel ile kapatilmistir. Hicreler
floresan mikroskopta (Leica DMI3000) 594 nm dalga boyunda goriintiilenmistir

3.18 Protein Ozltleme

Proteomik uygulamalar icin hicrelerden protein o6zitleri “Universal Protein
Extraction Kit (UPX; Expedeon, San Diego, CA, ABD) ” kullanilarak elde edilmistir.
Hicreler ¢ kez soguk PBS ile yikandiktan sonra petrilere UPX lizis tamponu eklenerek
hiicreler yapisik olduklar1 yiizeyden “cell scraper” yardimiyla kaldirilmis ve 1,5 ml’lik
tiiplere almmustir. Orneklere hizli dondurma-¢6zme islemi uygulandiktan sonra drnekler
ultrasonik banyoda diigiik frekansta 30 sn inkiibe edilmistir. Ardindan 6rnekler 100°C’de
10 dk kaynatilmis ve +4°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Sogutma isleminin ardindan
ornekler 15000xg’de 10 dk sanrifiij edildikten sonra sivi faz yeni bir tiipe alinmistir.
Protein konsantrasyonu Bio-RAD DC Assay ile belirlendikten sonra 6érnekler kuigik

hacimlere bolinerek protein LoBind (Eppendorf) tuplerde -80°C’de saklanmustir.
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3.19 Bio-RAD DC Assay ile Protein Miktar Tayini

DC assay protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilan Lowry yOntemine
dayal1 kolorimetrik bir yontemdir. Lowry yontemi proteinin alkalin bakir tartarat ¢ozeltisi
ve folin bileseni ile reaksiyona girmesini temel alir. Proteinin alkali ortamda bakir ile
reaksiyona girmesi folinin indirgenmesine sebep olur. Renk olusumu tirozin (Try) ve
Triptofan (Trp) aminoasitlerinden kaynaklanir. Protein 1,2 veya 3 O atomu kaybederek
folinin indirgenmesine neden olur ve maksimum absorbanst 750 nm’de goriilen mavi renk
olusumu gozlenir. Calismada protein konsantrasyonlarini belirlemek i¢in izlenen protokol
su sekildedir:

1ml Reagent A Uzerine 20 pl Reagent S eklenerek Reagent A’ hazirlanmustir. 0,2
mg/ml’dan 1,5 mg/ml araliginda farkli konsantrasyonlarda BSA standartlar1 hazirlanmistir.
Hazirlanan BSA standartlarindan ve hiicre lizatlarinda 5 pl/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu
plaklara iiger kopya halinde eklenmistir. Her bir kuyuya 25 pl Reagent A’ eklenmistir. Her
bir kuyuya 200 pl Regent B eklenerek oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir. 750 nm’de

absorbanslar1 dl¢iilmiistiir. Degerler Microsoft Excel programinda hesaplanmustir.

3.20 LC-MS/MS Analizi ve Veri Bankasi1 Taramasi

NLC-MS/MS analizi ve protein tanimlama daha 6nce belirtilen protokol izlenerek
yapilmistir (Serhatli ve dig. 2014). 2ul hacim iginde 200 ng triptik peptid karigimi nano
LC-MS/MS (Acquity UPLC M-Class and SYNAPT G2-si HDMS; Waters, Milford, MA,
ABD) sisteminde analiz edilmistir. Trap ve analitik kolonlar %97 hareketli faz A UHPLC-
grade su ve %0,1 formik asit (Merck, Kenilworth, NJ, ABD) ile dengelenmistir. Kolon
sicakligr 55°C’ye ayarlanmistir. Peptidlerin trap kolonundan (Symetry C18 5 um, 180um
i.d x 20 mm, Waters) analitik kolona gecisi gradiyent eliisyonu ile saglanmistir. %5-40
hareketli faz B (%0,1 formik asit iceren hypergrade asetonitril) gradienti 400 nl/min akis
hiziyla 90 dk boyunca uygulanmistir.

Analizler mobility time of flight (TOF) modunda 0,7 s MS ve MS/MS fonksiyonlari
uygulanarak pozitif iyon modunda gerceklestirilmistir. Siirliklenme zamanma 06zgii
carpisma enerjisi peptid tiirlerinin fragmentasyonu i¢in kullanilmistir. Glu-fibrinopeptid
internal kontrol olarak kullanilmigtir. Glu-fibronopeptid 0,5 pl/dk akis hiziyla her 30
saniyede bir enjekte edilmis ve m/z deger 50-1900 arasi peptidler kaydedilmistir. “Tandem
mass data extraction”, “charge state deconvolution” ve “deisotoping” Progenesis QI for
proteomics (v.2.0, Waters) kullanilarak yapilmistir ve Uniprot’ta tanimlanmis protein veri

bankasinda taranmistir. Veri bankasi taramasi peptid ve protein basina sirasiyla en az {i¢ ve
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yedi fragment iyon eslesmesi saglanacak sekilde yapilmistir. Proteinler en az bir peptid ile
tanimlanmistir ve bir hatali kesim g6z ardi edilmistir. Analizler sirasinda karbamidometil-
sistein modifikasyonlar1 ve asetil N-TERM, asparagin ve glutamin deaminasyonu,
metionin oksidasyonlar1 g6z 6niinde bulundurulmustur.

Ornek setleri arasindaki normalizasyon toplam iyon yogunluguna gére yapilmustir.
Kromatografik gruplama, peptid miktarinin hesaplanmasi ve normalizasyonu ve
ekspresyon degisiklikleri Progenesis QI yazilimi kullanilarak yapilmistir. Tanimlanan
biitlin proteinlerin normalize edilmis miktarlari Microsoft Excel dosyasi halinde rapor

edilmistir.

3.21 Western Blot Analizi

Elektroforez %4-15, %10 veya %12 Criterion stain-free TGX precast jeller
kullanilarak Bio-RAD Criterion elektroforez sisteminde yapilmistir. 10 pg protein
ornekleri Laemli yilikleme tamponu ve %?2,5 B-merkaptoetanol ile karistirildiktan sonra
100°C’de 5 dk denatiire edilmistir. Ardindan 6rnekler kuyulara yiklenerek 200 V’de 45 dk
yiirtitiilmistiir.

Elektroforezin ardindan jel goriintiileri ChemiDoc Touch (Bio-RAD) gorintiileme
sistemi kullanilarak elde edilmistir. Ardindan proteinler Bio-RAD Trans-Blot Turbo
sistemi kullanilarak polivinilidin fluorid (PVDF) membranlara transfer edilmistir. Transfer
icin oncelikle membranlar metanolde 1dk inkiibe edilerek aktive edilmistir. Membranlar
dH20 ile yikandiktan sonra %20 etanol igeren transfer tamponunda (Bio-RAD) 10 dk
inkiibe edilmistir. Trans-Blot Turbo cihazinda 15 dk 2,5 A (25V) akim uygulanarak
transfer gerceklestirilmistir. Transfer sonunda membranlar ve jeller ChemiDoc Touch
goruntileme sisteminde goruntulenerek transferin etkinligi kontrol edilmistir.

Goruntileme isleminin ardindan 06zglin olmayan baglanmalari engellemek
amaciyla membranlar bloklama cozeltisinde (%5 sut tozu, %0,1 Tween 20, TBS) oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilerek bloklanmistir. Birincil antikorlar %5 BSA/T-TBS
icinde ¢izelge 3.2°de belirtilen oranlarda seyreltilmis ve membranlar birincil antikor
cozeltisi ile +4°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Birincil antikor ¢ozeltisi uzaklastirilip
membranlar T-TBS ile 3x10 dk ile yikanmistir. Ikincil antikor anti-rabbit 1gG bloklama
¢ozeltisinde seyreltilmis (1:5000) ve membranlar ikincil antikor ile oda sicakliginda 1 sa
inkiibe edilmistir. ikincil antikor ile inkiibasyonu takiben membranlar T-TBS ile 3x10 dk
yikanmistir. Kemiliiminesans reaksiyon Clarity Enhanced Chemiluminescent Western
Blotting Substrate (ECL; Bio-RAD) kullanilarak baslatilmistir. T-TBS uzaklastirilip
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membranlar luminol/peroksidaz (1:1) ¢ozeltisiyle 5 dk inkiibe edilmistir. Protein bantlar
ChemiDoc Touch (Bio-RAD) sistemi kullanilarak goriintiilenmistir. Western blot sonuglari
ImageJ (Image Processing and Analysis in Java, ABD) programi kullanilarak analiz

edilmisgtir.
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Cizelge 3.2 Western blot ve immiinositokimya analizlerinde kullanilan antikorlar
CST: Cell Signaling, Ab: Abcam, NB: Novus Biologicals, Jackson: Jackson Immuno
Research Laboratories, VL: Vector Laboratories, Thermo: Thermo Fischer Scientific

Antikor Adx Seyreltme Katalog No
Oram
anti-BiP (C50B12) rabbit mAb 1:5 000 CST-3177
anti-PDI (C81H6) rabbit mAb 1:5000 CST-3501
anti-TrkB rabbit pAB 1:2 000 NB100-92063
anti-TrkC (C44H5) rabbit mAb 1:20 000 CST-3376
anti-Parkin rabbit pAb 1:10000 Ab-15954
anti-GABA(B)R1 rabbit mAb 1:10 000 CST-3835
anti-g-111 tubulin rabbit mAb 1:1000 Ab-52901
anti-lbal rabbit pAb 1:1000 Wako 019-19741
anti-GFAP rabbit pAb 1:1000 Dako 1S524
Donkey anti-rabbit 1IgG 1:5000 Jackson 711-036-152
Biotinylated anti-rabbit 1gG 1:500 BA-1000 (VL)
anti- rabbit 1gG Alexa Fluor® 594 1:1000 Thermo A-11008

3.22 Omurilik Kontiizyon Hasar1

On haftalik disi C57Bl/6 farelere David ve dig.(2013)’nin belirttigi sekilde
kontlizyon hasar1 uygulanmigtir. Fareler ameliyattan once ortama aligmalarii saglamak
amaciyla bir hafta deney hayvanlari biriminde muhafaza edilmistir. Farelere Ketamine (80
mg/kg;Vedco, St. Joseph, MO, ABD) ve Xylazine (10 mg/kg; Akorn Inc, Decatur, IL,
ABD) intraperitoneal verilerek anestezi yapilmistir. Anestezinin ardindan farelerin sirt
kismindaki tiiyler omurga boyunca tiras edilmistir. Aseptik kosullarda T7-T9 omurlar
seviyesinde kesik olusturulmustur. T8 seviyesinde laminektomi yapilmis ve Infinite
Horizon Impactor Device (Precision Systems and Instrumentation, Lexington, KY, ABD)
ile 70 kdyn kuvvet uygulanarak agir kontiizyon hasari olusturulmustur. Hasarin ardindan
kesik dikislerle ve yara zimbalariyla birlestirilmistir. Omurilik hasar1 olusturulan biitiin
farelerde esit uzunlukta kesik olusturulmus ve esit sayida dikis ve zzmba kullanilmistir.
Kontrol grubundaki farelerde ise kesik olusturulmamis ancak ayni sekilde anestezi
uygulanmig, sirt kismi esit sekilde tirag edilmis ve esit sayida zimbalar kullanilmistir.
Ameliyatin hemen ardindan biitiin fareler kafeslere alinmis ve 1s1 pedi kullanilarak ortam
sicakligr 29°C’ye sabitlenmistir. Ameliyat sonrast bakim igin farelere 1 ml “Lactated
Ringers Solution (Baxter,Deerfield, 1L, ABD), 0,02 ml Baytril (Bayer, Kansas City,
Kansas, ABD) ve 0,05 ml Buprenorphine (Hospira, Lake Forest, IL, ABD)” enjekte
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edilmistir. Ameliyatin hemen ardindan antibiyotik, agr1 kesici ve serum belirtilen
miktarlarda enjekte edilmis ve yedi giin boyunca giinde iki defa uygulamaya devam
edilmistir. Ameliyatin ardindan dehidrasyonu o6nlemek amaciyla fareler Hydrogel
(ClearH20, Portland, ME, ABD) ile beslenmistir. Deney siiresi boyunca giinde iki defa
farelerin idrar torbasina elle baski uygulanarak idrarlar1 bosaltilmistir.

Ameliyattan 24 sa sonra “open-field locomotor function” testi Basso mouse scale
(BMYS) ile degerlendirilmistir (Basso ve dig. 2006). BMS degeri <2 olan fareler deneylere
dahil edilmistir.

3.23 Farelere CpG ODN 2088 Uygulamasi

CpG ODN 2088 (1mg/ml) endotoksin icermeyen suda ¢oziinerek hazirlanmis ve
kiicik hacimlerde bolinerek -20°C’de saklanmistir. Fareler rastgele gruplara ayrilmis ve
%3 oksijen iceren ortamda izofloren (1,0 1/dk) verilerek anestezi uygulanmistir. Hamilton
siringasina bagl 27-gauge ignesi LS ve L6 arasindaki interlaminar bogluga batirilmistir.
Omurilik hasarindan kag¢inmak igin intratekal bosluga enjeksiyon caudal’den conus
medullarise dogru yapilmistir. Omurilik hasarli farelere 3 pl CpG ODN 2088 (1mg/ml)
veya vehicle (endotoksin icermeyen su) enjekte edilmistir. Omurilik hasar1 yaratilmamis
kontrol farelerine de vehicle enjekte edilmistir. Enjeksiyon alt1 giin boyunca 48 saatte bir

tekrar edilmistir.

3.24 Dokudan Protein Ozitleme

Ameliyattan alt1 giin sonra farelerden hasarin uygulandigi dokular izole edilmistir.
Farelere %50 CO; ile 6ztenazi uygulandiktan sonra omurga dikkatlice agilmis ve hasarin
uygulandigi doku (T8) ¢ikarilmistir. Dokular kuru buzda hizlica dondurulmus ve -80°C’de
muhafaza edilmistir. 20-30 mg doku 300 pl lizis tamponu ig¢inde homojenize edilmistir.
Daha sonra Orneklere i¢ kez hizli dondurma ve ¢6zme islemi uygulanmistir. Ardindan
tiipler 5x15sn vorteks ile karistirilmistir. Orneklerin 1smnmasimi 6nlemek amaciyla her
vorteks isleminin ardindan o©rnekler 30 sn buzda bekletilmistir. Vorteks islemi
tamamlandiktan sonra Ornekler ultrasonik su banyosunda diisiik frekansta 30 sn inkiibe
edilmistir. Ornekler buzda 30 dk bekletildikten sonra 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.
Stv1 kisim yeni bir tiipe alinip bicinchoninic acid (BCA) yontemi ile protein miktar tayini
yapilmistir. Protein konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra ornekler kiigiik hacimlere

bolunerek -80°C’de muhafaza edilmistir.
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3.25 BCA Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Dokulardan elde edilen proteinlerin konsantrasyonlart BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fischer Scientific) kullanilarak belirlenmistir. BCA yontemi alkali ortamda
proteinin Cu*? katyonlarmmn Cu* katyonlarma indirgenmesine dayal kolorimetrik bir
yontemdir. BCA ¢o6zeltisinde iki molekiiliin bakir katyonlari (Cu+1) ile selatlanmasi
cozeltide renk degisimine neden olur ve olusan kompleksin 652 nm dalga boyunda 6l¢iilen
absorbansi protein konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Kit BCA Reagent A (sodyum
karbonat/sodyum bikarbonat/BCA/sodyum tartarat/sodyum hidroksit), BCA Reagent B
(%4 kuprik asit) ve BSA (2mg/ml) standardindan olusmaktadir. Calismada protein
konsantrasyonlar1 belirlenirken izlenen protokol su sekildedir:

2mg/ml BSA c¢Ozeltisi lizis tamponu ile seyreltilerek 0,025-2 mg/ml araliginda
farkli konstrasyonlarda BSA standartlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan BSA standartlarindan
ve oOrneklerden 25 ul/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu plaklara Gcer kopya halinde
eklenmistir. Reagent A ve Reagent B 50:1 oraninda karistirilarak her bir kuyuya
karigimdan 200 pl eklenmis ve 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Olusan rengin yogunlugu
ELISA okuyucusunda 652 nm dalga boyunda belirlenmistir. Microsoft Excel programini
kullanilarak standart egri olusturulmus ve Orneklerdeki protein konsantrasyonlari

hesaplanmustir.

3.26 Istatiksel Analizler ve Grafik Cizimleri

Istatiksel analizler SPSS 19.1 progranmi kullanilarak yapilmistir. Western blot ve
noronal canlilik analizleri i¢in Student’s t-test veya tek yonlii ANOVA uygulanmistir.
ELISA sonuglar1 ise Student’s t-test veya iki yonli ANOVA ile degerlendirilmistir.
Proliferasyon analizi i¢in iki yonliit ANOVA kullanilmstir.

Butlin grafikler GraphPad Prism 6 programinda ¢izilmistir ve ¢izimler Adobe

Photoshop CC programinda diizenlemistir.
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4. BULGULAR

4.1 Omurilik Noronlari ve Astrositlerinde TLR9 Ekspresyonu

Omurilik noronlarinda in vivo TLR9 ekspresyonu daha oOnceki ¢alismalarda
gosterilmistir (David ve dig. 2013). Bu ¢alismada 6ncelikle in vitro TLR9 ekspresyonunu
gostermek amaciyla on giinlilk omurilik néron kiiltiirleri ve astrosit (p:2) kiiltiirlerinden
mRNA izolasyonu yapilmistir. cDNA sentezinin ardindan qRT-PCR analizi yapilmstir.
gRT-PCR Urdnu %2 poliakrilamit jelde yiiriitilmiis ve jel UV transimulatoriinde
goriintiilenmistir. Hem omurilik néron kiiltiirlerinde hem de astrosit kiiltiirlerinde TLR9

mRNA ekspresyonu belirlenmistir (Sekil 4.1)

1000

500

Cizim 4.1. Omurilik astrosit (A) ve néron (N) kultirlerinde TLR9 transkripsiyonu

4.2 CpG ODN 2088, TLR9 Agonisti CpG ODN 1826’nin Uyarici Etkisini Baskilar

Bu caligmada TLR9 antagonisti CpG ODN 2088’in omurilik néronlari, astrositleri
ve astrosit-noron etkilesimi iizerine etkileri arastirilmigtir. CpG ODN 2088 murin TLR9’
unu hedef alan 6zgun bir antagonistidir ve CpG ODN 2088 ile yapilan birgok ¢aligma
bulunmaktadir. CpG ODN 2088’in 6zgiinliigli murin bagisiklik hiicrelerinde yapilan bir
calismada gosterilmistir (Lenert 2010). Bu tez c¢alismasinda, CpG ODN 2088’in
ozgiinliigiinii dogrulamak amaciyla iki deneysel yaklasim kullamilmistir. Oncelikle CpG
ODN 2088’in, astrositlerde TLR9 agonisti CpG ODN 1826 ile indiiklenen CXCL1
salgisini azalttigi gosterilmistir. Ayrica CpG ODN 2088’in astrositlerde bazal CXCL1
salgisim da azalttigi gozlenmistir (Sekil 4.2). Bunun yami sira, astrosit veya noron
kiiltiirleriyle yapilan deneyler TLR9™ astrosit veya noron kiiltiirlerinde tekrar edilmis ve

CpG ODN 2088’in TLR9"* kiiltiirlerindeki etkisi TLR9™ kiiltiirlerde gdzlenmemistir.
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Cizim 4.2. TLR9 agonisti CpG ODN 1826’nin ve TLR9 antagonisti CpG ODN 2088’in
omurilik astrositlerinde CXCLI1 salgisi Uzerine etkisi. Astrosit kilturleri vehicle (Kontrol),
1 uM CpG ODN 1826 (ODN 1826), 1 pM CpG ODN 2088 (ODN 2088) veya CpG ODN
1826+CpG ODN 2088 (ODN 1826+ODN 2088) ile 24 sa muamele edilmis ve CM’deki
CXCL1 konsantrasyonu ELISA ile dl¢iilmiistiir. iki bagimsiz deney yapilmis ve benzer
sonuglar elde edilmistir. Grafikler 6rnek bir deneyden elde edilen verileri gostermektedir.
Hata barlari ortalama +SEM’i belirtmektedir. Istatiksel analizler tek yonlii degisken
analizinin (ANOVA) ardindan Tukey ¢oklu karsilastirma testi uygulanarak yapilmistir.
*p<0,05;**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

4.3 Etiketsiz Karsilastirmali Proteom Analizi ve IPA Yolak Analizi

Omurilik ndron kilturlerinde TLR9 ekspresyonu gosterildikten sonra TLR9
antagonisti CpG ODN 2088’in ndronlar Uzerindeki etkisini arastirmak etiketsiz
karsilagtirmali proteom analizi yapilmigtir. Omurilik ndéronlar1 1 pM CpG ODN 2088 veya
vehicle ile 24 saat inkiibe edilmis ve proteom profilleri karsilagtirilmistir. nLC-MS/MS
sonucundan 4333 protein en az bir 6zgiin peptid ile tamimlanmistir. Bu proteinlerin
arasindan 2977 proteinin miktar1 6l¢lilmiistiir ve 201 proteinin ekspresyonunda istatiksel
olarak anlamli degisiklik (%50<) oldugu belirlenmistir. CpG ODN 2088 uygulamasina
bagl olarak ekspresyonu en az iki kat degisen 71 protein tanimlanmis ve bu proteinler
biyolojik islevlerine gore gruplandirilmistir (Cizelge 4.1). Belirlenen bu proteinlerin
birbirleriyle ve diger sinyal yolaklariyla iligkisinin belirlenmesi ve bdylece karmagik omik
verilerinden hedef proteinlerin belirlenmesini kolaylastirmak amaciyla IPA (Fall Release
2014; Qiagen) analizi yapilmistir. Analiz sonucunda yedi protein ag1 haritalanmistir ve en

yiiksek puani alan iki ag haritas1 ve ¢izim 4.3’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. CpG ODN 2088 ile muamele edilen omurilik ndronlarinda ekspresyon
seviyesi 2-kat< degisen proteinler. |: Artis 1: Azalis *Diger: Transkripsiyon faktorleri,
eksositoz, nuklear taginma

Uniprot  Protein Adi Degisim Regulasyon  p degeri
No Orani

Noronal Gelisim

P35803 Neuronal membrane glycoprotein M6-b 2,10 1 1,6x10%

Q6ZPU9  KIF1-binding protein 2,05 0 1,6x10°

Q99MRO  Actin-like protein 6B 2,10 0 1,5x10°

Q80zD8 Amphoterin-induced protein 1 10,5 1 1x10°®

A1A535 Ventricular zone-expressed PH domain-containing 2,15 1 4,6x107
protein 1

Sinaptik Iletim

035409 Glutamate carboxypeptidase 2 3,87 l 1,2x10%

P70232 Neural cell adhesion molecule L1-like protein 7,57 l 1,6x10™

Q9wv1s Gamma-aminobutyric acid type B receptor subunit 1 2,10 1 2,6x107

Q2TVv84 Transient receptor potential cation channel subfamily M 2,34 1 1x10”7
member 1

035887 Calumenin 2,21 l 3,2x10°

Hiicre Yapisi ve Organizasyonu

Q8R5H6 Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 1 2,08 l 1,1x10°

P70208 Plexin-A3 2,26 l 1,9x10°

Q01104 Nebulette 6,65 l 6,1x10™

Q6AW69 Isoform 4 of Cingulin-like protein 1 2,94 1 1x10°

Q8R2U0 Nucleoporin SEH1 2,88 l 4,6x10°

Q07797 Galectin-3-binding protein 4,70 l 1,5x10

Mitokondriyal Islev/ Oksidatif Stres

Q99LX0 Protein DJ-1 2,09 ! 2,7x10°

Q9JLV5 Cullin-3 2,00 l 9,2x10°

Q9CQC7  NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex 4,41 l 1,3x10°
subunit 4

P48774 Glutathione S-transferase Mu 5 114 l 8,4x10°

Q4KMM3  Isoform 3 of Oxidation resistance protein 1 2,34 1 6,8x10°

QI9CR68 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske 2,30 1 4,6x107

Q8R164 Valacyclovir hydrolase 2,53 l 2,3x10°

Q8CIWS5 Twinkle protein, mitochondrial 5,30 1 7,7x10°

Ca'? Homeostazi

Q9RON5  Synaptotagmin-5 4,30 l 4,6x10°7

Q9ROK7 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 5,04 l 8,5x107

Q9WUX5  Protein MRVI1 2,91 ! 3,5x107
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Sinyal Iletimi

P97950
Q8BWRS
P62881-2

070161

Q6PAJ1
070291
QOEP69
Q8CFW1

Ras-related protein Rab-33A

Rhophilin-2

Isoform 2 of Guanine nucleotide-binding protein subunit
beta-5

Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type-1
gamma

Breakpoint cluster region protein

G protein-coupled receptor kinase 4
Phosphatidylinositide phosphatase SAC1

Anoctamin-2

Hicre Dongusi/Apoptoz

Q9EQUS5
P61982
Q91YM4
QID6US
Q3TXU5
P05480

Protein SET

14-3-3 protein gamma
Protein TBRG4

Protein FAM162A
Deoxyhypusine synthase

Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src

Protein Sentezi ve Katlanmasi

QID7N3
Q9QYI3

P14576
QI9CQE7

Q149F3

Q9CQ79

28S ribosomal protein S9, mitochondrial

DnaJ homolog subfamily C member 7

Signal recognition particle 54 kDa protein

Endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment
protein 3

Eukaryotic peptide chain release factor GTP-binding
subunit ERF3B

Thioredoxin domain-containing protein 9

Protein Degradasyonu

035730
P62984
Q9WVS6

E3 ubiquitin-protein ligase RING1
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40

Isoform 3 of E3 ubiquitin-protein ligase parkin

Kromozomal Organizasyon

P43276
Q8VHL1
Q62018

Histone H1,5
Histone-lysine N-methyltransferase SETD7
RNA polymerase-associated protein CTR9 homolog

Niikleik Asit Metabolizmas:

Q3THK?
P42669
Q9D071
035114

GMP synthase [glutamine-hydrolyzing]
Transcriptional activator protein Pur-alpha
MMS19 nucleotide excision repair protein homolog

Lysosome membrane protein 2
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2,17
3,89
15,7

3,18

2,14
4,27
5,40
2,05

3,34
2,27
3,95
5,06
3,12
2,31

3,01
2,05
4,55
2,14

2,47

4,81

2,02
2,57
8,48

2,57
2,01
2,78

2,71
2,20
3,03
3,72

— o - 5 5 > — > 5 >

- - > >

— — —

4,2x10°°
2,1x107
1,8x10

7,1x10°

1x10°

3,6x10™
1,2x10™
3,4x10°

3x10°
2x10°3
3,6x10™
1,6x10°
1x107®
1x107®

9x10°
2,9x10°
1,4x10°
1x107

1x10°

6,7x107

1,3x10°
1,3x10”
1x10°

4,8x10°
6,5x10*
2x10*

4,6x10°
1,9x10°
2,1x10°
4,3x10°



Q9JM14
Q91YRY
055055
Diger
055023
Q8BT60
Q9CQHY7
P43135
Q9JHQ5
Q9D4H1
QICRT8

5'(3")-deoxyribonucleotidase, cytosolic type
Pre-mRNA-processing factor 6
tRNA (cytosine(38)-C(5))-methyltransferase

Inositol monophosphatase 1

Copine-3

Transcription factor BTF3 homolog 4

COUP transcription factor 2

Leucine zipper transcription factor-like protein 1
Exocyst complex component 2

Exportin-T

3,92
2,56
2,09

2,10
2,30
2,16
2,30
7,78
2,97
4,24

e e e e

6,310
7,710
2,9x1072

8,2x10°
3,8x10™
3,3x10°
1,3x10®
1,4x1072
4,2x10°
1,9x10°
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Cizim 4.3. CpG ODN 2088 ile muamele edilen omurilik ndronlarinda ekspresyon seviyesi
2-kat< degisen proteinlerin yolak analizi sonucunda belirlenen protein ag1 haritalart. Yesil
renk protein seviyesindeki azalmayr kirmizi renk ise artist belirtir. Oklar proteinler
arasinda direkt iliski oldugunu gosterir, kesikli oklar ise proteinler arasindaki indirekt
iliskiyi belirtir.
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44 CpG ODN 2088 Omurilik Noronlarinda in vitro Parkin ve GABA(B)R1
Ekspresyonunu Azaltir

CpG ODN 2088 uygulamasina bagl olarak omurilik néronlarinda ekspresyonu en
az iki kat degisen proteinler arasinda dikkat ¢eken proteinlerden biri ekspresyonu 8-kat
degisen E3 ubiquitin-protein ligase parkin (Parkin) proteinidir. Bununla beraber yolak
analizi de bu proteinlerle iligkili olabilecek en olas1 sinyal yolaklarinin basinda Parkinson
Hastalig1 sinyal iletimi olduguna isaret etmistir. Parkin proteinin ndronal hayatta kalimi
destekleyici etkisi uzun yillardir bilinmektedir (Staropoli ve dig. 2003, C. Wang ve dig.
2005). Bunun yani sira Parkin’in ER-stres cevabmin diizenlenmesinde rol aldigi
gosterilmistir (Bouman ve dig. 2011). Bu bakimdan, néronlarda CpG ODN 2088’in Parkin
proteinin ekspresyonu tizerine etkisi western blot analizi ile de gosterilmistir. Western blot
analizi sonucunda CpG ODN 2088 ile muamele edilen néronlarda Parkin protein
seviyesinde kontrole kiyasla %46,1£16,5 (p<0.05) oraninda artig belirlenmistir.

Western blot analizi ile ekspresyon degisimi dogrulanan bir diger protein Gamma-
aminobutyric acid type B receptor subunit 1 (GABA(B)R1)’dir. Merkezi sinir sisteminde
temel inhibitor norotransmitter olan GABA’nin reseptoriidiir. GABA(B)R1 merkezi sinir
sisteminde hemen hemen biitiin néronal ve glial hiicrelerde sentezlenir ve noropatik agr1 da
dahil olmak iizere norolojik durumlarda yer aldigi gosterilmistir. Daha 6nce yapilan
calismada CpG ODN 2088’in ndropatik agr1 iizerine olumlu etkisi goéz Oniinde
bulunduruldugunda CpG ODN 2088’in GABA(B)R1 eckspresyonu iizerine etkisini
dogrulamak i¢in western blot analizi yapilmistir. CpG ODN 2088 uygulanan noéronlarda
GABA(B)R1 protein seviyesinin yaklasik iki kat arttigi western blot yontemi sonucunda
gosterilmistir. Bu sonuglar, TLR9’un CpG ODN 2088 ile baskilanmasinin omurilik

ndronlarinin bazal fizyolojik islevlerini degistirebildigini diisiindliirmektedir.
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Cizim 4.4. CpG ODN 2088 muamelesinin ndéronal GABA(B)R1 ve Parkin protein
ckspresyonlari iizerine etkisi. Vehicle (kontrol) veya CpG ODN 2088 (OND 2088) ile
muamele edilmis omurilik noron kiltiirlerinde (@) Parkin (~51 kDa) ekspresyonunu
gosteren 6rnek western blot analizi (sol panel) ve western blot analizlerinden elde edilen
verilerin grafiksel gosterimi (Sag panel). (b) GABA(B)R1(~130 kDa) ekspresyonunu
gosteren ornek western blot analizi ve western blot analizinden elde edilen verilen
grafiksel gosterimi (sol panel). Total protein miktarlar1 deneysel varyasyonlarin
normalizasyonu i¢in kullanilmistir. 1ki bagimsiz deneyden elde edilen veriler
birlestirilmistir. Hata barlar1 ortalama +SEM degerlerini belirtmektedir. Istatistiksel
analizler Student’s t-test’ine gore yapilmistir. *p<0,05; n=7.

4.5 TLR9 Antagonizmi Omurilik Néronlarim Eksitotoksik Oliimden Kurtarir
Eksitotoksisite olusturmak amaciyla omurilik noron kiiltiirleri 20 uM kainik asit
(KA) ile muamele edilmis ve 24 sa % 5 CO,, % 95 hava iceren ortamda, 37 C’de inkiibe
edilmistir. Kainik asit (2-karboksi-4-izopropenil-prolidin-3-ylasedik asit) bir glutamat
analogudur ve glutamattan 30 kat daha fazla bir nérotoksik potansiyele sahiptir. (Q. Wang
ve dig. 2005) KA, a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izooksazolpropionik asit (AMPA)/KA
reseptorlerine baglanarak hiicre i¢i Ca*? seviyesinin artis, ROS iiretimi gibi sonugta
néronal 6lume yol acacak bircok biyokimyasal olay:r tetikler. Daha once yapilan bir
calismada 20 uM KA’nin omurilik néron kiiltiirlerinde orta derecede 6liime sebep oldugu
(Kurnellas ve dig. 2010) gosterildiginden c¢alismamizda bu deneysel yaklasim
kullanilmistir. Omurilik noron kiiltiirleri vehicle, 1 uM CpG ODN 2088, 20 uM KA veya 1
uM CpG ODN 2088+20 uM KA ile 24 sa inkiibe edildikten sonra hiicreler fikse edilmis
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ve PB-III tubulin antikoru ile isaretlemistir. Noronal canlilik B-111 tubulin pozitif hicreler
sayilarak belirlenmistir. Kontrol grubundaki B-I11 tubulin pozitif hiicre sayis1 %100 olarak
kabul edilmistir. 24 sa sonunda KA ile muamele edilen kiiltiirlerde canliligin %45,1 + 3,1
oraninda azaldig1 gozlenmistir. Buna karsin, KA ve CpG ODN 2088 ile birlikte muamele
edilen kiiltiirlerde noéronal canlilik iizerinde bu zararli etki gozlenmemistir. Ayrica,
omurilik ndéronlarmin CpG ODN 2088 ile muamele edilmesi noronal canlilig
etkilememistir (Sekil 4.5.a-€).

CpG ODN 2088’in omurilik noronlarinda eksitotoksisiteden koruyucu etkisinin
TLRY aracili olup olmadigini test etmek amaciyla ayni deneyler TLR9™" omurilik néron
kiiltiirleriyle de yapilmistir. Benzer sekilde, TLR9? omurilik noron kiiltirlerinde de
KA’nin canli néron sayisin1 anlamli bir sekilde azalttigi (%43 £ 3,2) belirlenmistir. Ancak
yabani tipten farkli olarak, KA ve CpG ODN 2088’in birlikte muamele edilmesi omurilik
noronlarmi eksitotoksik hasarin yol ac¢tigi 6limden kurtaramamistir (Sekil 4.5.f). Bu
bulgular, CpG ODN 2088’in omurilik noronlarint KA’nin yol ac¢tigi 6liimden direkt

etkilesimle korudugunu ve bu etkinin saglanmasi igin TLRY ekspresyonunun gerekli

oldugunu gostermektedir.
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Cizim 4.5. CpG ODN 2088’in KA’nin yol a¢tig1 ndronal 6liim iizerine etkisi. (a) Vehicle
ile muamele edilen néronlar (b) 1uM CpG ODN 2088 ile muamele edilen néronlar (c) 20
MM KA ile muamele edilen noronlar (d) 20 uM KA + 1 uM CpG ODN 2088 ile muamele
edilen noronlar. () 24 sa boyunca vehicle (Kontrol), CpG ODN 2088 (ODN 2088),
kainik asit (KA) veya KA+CpG ODN 2088 (KA+ODN 2088) inkiibe edilmis TLR9 *'*
noron kiiltiirlerindeki B-111 tubulin pozitif ndron sayisi. Kontrol grubundaki néron sayisi
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%100 olarak kabul edilmis ve diger gruplar kontrole gore oranlanmistir. (f) Yukarida
belirtildigi gibi CpG ODN 2088 ve/veya KA ile muamele edilmis TLR9” noron
kiiltiirlerindeki B-111 tubulin pozitif ndron sayisi. Iki bagimsiz deneylerden elde edilen
veriler birlestirilmistir. Hata barlar1 ortalama =SEM’i belirtmektedir. Istatiksel analizler
tek yonli ANOVA’nin ardindan Tukey ¢oklu karsilastirma testi uygulanarak yapilmistir.
**n<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; n=10. Olcek cizgisi 350 pm’yi ifade eder.

Calismada TLR9” fareler, TLR9™" farelerin caprazlanmasiyla tretilmistir. Ancak
calismada kullanilan ndron ve astrosit kiiltlirlerinin genotipleri PCR analizi ile de
dogrulanmistir. PCR  dirlinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek UV-
transtimulatOriinde goriintiilenmistir (Cizim 4.6)

TLRY(-/-)
WTr _N_ A

1000

100

1 2 3 4 5 6

Cizim 4.6. TLR9"" veya TLR™ astrosit ve néron kultirlerinin genotiplerini gdsteren
agaroz jel goriintiisti. TLR9™ astrosit (A) ve noron (N) kilturlerinden DNA izolasyonu
yapilmis ve WT TLR9 veya mutant TLRY allelerine 6zgii primerler kullanilarak hedef gen
bolgesi PCR ile cogaltilmistir. TLR9™* noron kiltirleri (WT) kontrol olarak
kullanilmistir. TLR9™ noron veya astrosit DNA’st ve TLR9" alleline 6zgui primerler
kullanilarak yapilan PCR sonucunda herhangi bir iiriin elde edilmemistir (3-5). TLR9™
noron veya astrosit DNA’s1 mutant allele 6zgii primerlerle ¢ogaltilmistir (4-6).

46 CpG ODN 2088 Omurilik Noronlarinda KA’nin Yol Actigi Endoplazmik
Retikulum Stresini Azaltir

Noronlarda KA ile indiiklenen hiicre liimiiniin altinda yatan mekanizmalardan
biri ER stresi ve katlanmamis protein cevabinin aktivasyonudur (Q. Wang ve dig. 2005).
Omurilik yaralanmalarinin ER stres yolagini tetikledigi daha 6ce yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir (Ohri ve dig. 2011, Penas ve dig. 2007). Bu bilgiler 1s1ginda ¢calismada TLR9
antagonizminin omurilik néronlarii ER stresinden koruyup korumadigi arastirilmaistir.
Omurilik noronlar1 vehicle, CpG ODN 2088 (1 uM), KA (20 uM) veya KA + CpG ODN
2088 ile muamele edilmis ve 24 sa % 5 CO,, % 95 hava iceren ortamda, 37 C’de inkiibe
edilmistir. 12 ve 24 sa sonunda hiicreler lizis edilmis ve protein Oziitleri elde edilmistir.
BiP ve PDI protein seviyeleri western blot analizi ile belirlenmistir. Western blot analizi

KA’nin omurilik néronlarinda BiP protein seviyesini 12. saatte ve 24. saatlerde sirasiyla ~
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%41 ve ~%43 oraninda arttirdigimi gostermistir. KA ve CpG ODN 2088 birlikte
uygulandiginda 12 ve 24 saat sonunda BiP protein seviyesindeki bu artigi anlamli olarak
azaltmistir. Benzer sekilde KA omurilik néronlarinda PDI protein seviyesinde 12 ve 24 sa
sonra anlamli bir artisa sebep olmustur. Ayrica 24. saatte CpG ODN 2088’in KA’ nin sebep
oldugu PDI protein seviyesindeki artis, néronlar KA ve CpG ODN 2088 ile birlikte
muamele edildiginde gézlenmemistir. Ancak 12. saatte CpG ODN 2088 KA’ nin yol agtig1
PDI protein seviyesindeki artisi engelleyememistir. CpG ODN 2088’in tek basina
uygulanmas1 omurilik néronlarinda BiP ve PDI protein seviyelerinde istatiksel olarak

anlamli bir etki yaratmamustir (Cizim 4.7).
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Cizim 4.7. CpG ODN 2088’in ve KA’nin omurilik néronlarinda BiP ve PDI proteinleri
Uzerine etkisi. (a-b) Noron kdltarleri vehicle (Kontrol), CpG ODN 2088 (ODN 2088),
kainik asit (KA) veya KA + CpG ODN 2088 (KA+ODN 2088) ile muamele edilmis ve 12
sa sonunda BiP (~78 kDa) ve PDI (~57 kDa) protein seviyeleri western blot analizi ile
belirlenmistir. Sol panelde 6rnek western blot analizleri ve sag panelde ise bu analizlerden
elde edilen veriler grafiksel olarak gosterilmistir. Total protein miktar1 deneysel
varyasyonlarin normalizasyonu i¢in kullanilmistir. (c-d) Vehicle, CpG ODN 2088, KA
veya KA + CpG ODN 2088 ile muamele edilen noronlarda 24 sa sonunda BiP ve PDI
protein seviyeleri. Iki bagimsiz deneyden elde edilen veriler birlestirilmistir. Hata barlari
ortalama +SEM’i belirtmektedir. Istatiksel analizler tek yonlii ANOVA nin ardindan LSD
coklu karsilastirma testi uygulanarak yapilmistir. *p<0,05; **p<0,01; n=6-7.
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4.7 Astroglial TLR9’un CpG ODN 2088 ile inhibisyonu Omurilik Astrositlerinden
CXCL1, MCP1 ve IL-6 Salgisim Azaltir

Calismada, TLR9 antagonizminin omurilik astrositlerinin islevleri izerine etkisinin
arastirilmasi hedeflenmistir. Bu baglamda, CpG ODN 2088’in astrositlerden sitokin salgis1
Uzerine etkisi incelenmistir. Astrositler 1 uM CpG ODN 2088 veya tasiyici ile muamele
edilmis ve 24 sa sonunda CM’deki sitokin seviyeleri, aym1 anda 22 fare sitokinin
taranmasina olanak saglayan membran bazli sitokin “array” kullanilarak analiz edilmistir
(Sekil 4.8). Yari nicel analiz sonucuna dayanarak astrosit CM’lerindeki IL-6, MCP-1 ve
STNFR1 miktarlarnin ELISA yo6ntemi kullanilarak niceliksel analizleri yapilmistir.
Omurilik astrositleri vehicle veya 1 uM CpG ODN 2088 ile muamele edildikten sonra 24.
ve 48. saatlerde CM toplanmis ve ELISA analizi ile MCP-1, IL-6 ce sSTNFR1 miktarlar

Ol¢iilmiistiir.
Kontrol CpG ODN 2088
e o0
L T ® .6
® . . @
» “

MCP-1 sTNF R‘l.
MCP-1 sTNFR b

Cizim 4.8. CpG ODN 2088’in astrositlerde sitokin salgis1 tizerine etkisi. Astrositler
vehicle veya CpG ODN 2088 ile 24 sa muamele edilmis ve CM’deki sitokin miktarlar1 fare
sitokin array kullanilarak karsilagtirilmistir.

Kontrol gruplarinda bazal MCP-1 salgisinin zamana bagh olarak arttig
belirlenmistir. CpG ODN 2088 astrosit CM’lerinde MCP-1 miktarint 24 ve 48 saat
sonunda sirastyla ~%33 ve ~%31 oraninda azaltmistir. Ayrica CpG ODN 2088 MCP-1
salgisinin zamana bagli artisin1 azaltmistir (4.9.a). Benzer sekilde, astrositlerden bazal I1L-6
salgis1 kontrol gruplarinda zamanla artis gostermistir. CpG ODN 2088 uygulanan
astrositlerde ise IL-6 salgisinin 24. ve 48. saatlerde sirasiyla ~%40 ve ~%25 oraninda
azaldig1 belirlenmistir. Bunun yani1 sira, CpG ODN 2088 her iki zaman diliminde kontrole
gore CM’deki IL-6 miktarini azaltmasina ragmen 24. saatten 48. saate IL-6 salgisindaki
artis1 engelleyememistir (4.9.b). sTNFR1 salgisinda herhangi bir etkisi gozlenmemistir

(4.9.0).
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CXCLI merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinda ve yaralanmalarinda bagisiklik
cevabinda onemli rol oynayan bir sitokindir. Daha onceki bir calismada, omurilik
astrositlerinde CXCL1 ekspresyonun noron hasarindan sonra arttigi ve glia-néron
etkilesimini diizenleyerek ndropatik agri gelisimine katki sagladigi gosterilmistir (Z. J.
Zhang ve dig. 2013). Bu sebeple, CpG ODN 2088’in astrositlerden CXCL1 salgisi iizerine
etkisi arastirilmistir. Kontrol grubunda CXCL1 salgisinin 48 saat sonunda arttigi
belirlenmistir. CpG ODN 2088 uygulamasinin 24 saat sonunda astrositlerden salinan
CXCL1 miktarni azaltmis ve 48 saat sonuna kadar herhangi bir artisa sebep olmamustir
(4.9.0).

CpG ODN 2088’in sitokin ve kemokin salgisi lizerine etkisinin TLR9 aracili olup
olmadigini belirlemek amaciyla TLR9” omurilik astrositleri 1 1M CpG ODN 2088 veya
tastyict ile muamele edilmis ve 24 saat sonunda CM’deki MCP-1, IL-6, CXCL1 ve
STNFR1 miktarlar1 6l¢tilmistiir. CpG ODN 2088 TLR9 astrositlerinde analiz edilen bu

sitokin/kemokinlerin salgisinda bir degisiklige neden olmamustir.
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Cizim 4.9. CpG ODN 2088’in astrositlerden kemokin ve sitokin salgisi lizerine etkisi.
TLR9+/+ (sol panel) veya TLR9-/- (sag panel) astrosit kiiltiirleri vehicle (Kontrol) veya 1
UM CpG ODN 2088 (ODN 2088) ile muamele edilmis ve 24 ve 48 saat sonunda CM’deki
(@ MCP-1, (b) IL-6, (c) STNFR1 ve (d) CXCLI miktarlar1 ELISA yontemi ile
belirlenmistir. Grafikler drnek bir deneyden elde edilen verileri gdstermektedir. Iki
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bagimsiz deney yapilmistir ve benzer sonuclar elde edilmistir. Hata barlar1 ortalama
+SEM’i belirtmektedir. istatiksel analizler Student’s t-test (TLR9™) veya iki yonli
ANOVA’nin ardindan Tukey ¢oklu karsilastirma testi (TLR9+/+) uygulanarak yapilmistir.
Iki yonlii ANOVA analizine gére CpG ODN 2088 astrositlerden MCP-1 (Fyg= 81,17;
p<0,0001), IL-6 (F111=48,9; p<0,0001) ve CXCL1 (F111=80,97; p<0,0001) salgis1 {izerine
anlamlh bir fark yaratmistir. Ayrica kiiltiirde gecirilen zamanin astrositlerden MCP-1
(F18=17,35; p<0,01), IL-6 (F111=44,96; p<0,0001), CXCL1 (F18=17,31; p<0,01 ve sTNFa
(F18=5,1; p<0,05) salgisin1 anlamli olarak etkiledigi belirlenmistir. MCP1 (Fyg=14,07;
p<0,01) ve CXCL1 (F;=14,04; p<0,01) icin CpG ODN 2088 muamelesi ve zaman
arasindaki etkilesim istatiksel a¢idan anlamli bulunmustur. *Herbir zaman diliminde
kontrole gore istatiksel olarak anlamli farklilign ifade eder. *p<0,05 ; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001. #Herbir deney grubunda 24. saate gore istatiksel olarak
anlamli farklilig1 ifade eder. # p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001.

4.8 TLR9 Antagonizmi Omurilik Astrositlerinin Proliferasyonunu Etkilemez

TLR’lerin hiicre proliferasyonunu etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle, CpG ODN
2088’in astrosit proliferasyonu iizerine etkisi incelenmistir. Omurilik astrositleri EAU
varliginda 1 uM CpG ODN 2088 veya vehicle ile muamele edilmis, hiicreler 24 ve 48
sonunda fikse edilmistir. Hucreler fluoresan mikroskop altinda sayilarak EdU pozitif hiicre
sayist toplam hiicre sayisina oranlanmistir. Kontrol ve deney gruplarinda astrosit
proliferasyon oraninda istatiksel olarak anlamli bir degislik gdézlenmemistir. Bu bulgular,
CpG ODN 2088 uygulanan omurilik astrosit CM’lerindeki MCP-1, IL-6 ve CXCL1
seviyesindeki azalmanin TLR9’un CpG ODN 2088 ile baskilanmasindan kaynaklandigini
gostermektedir.
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Cizim 4.10. CpG ODN 2088’in astroglial proliferasyon tizerine etkisi. Omurilik astrositleri
vehicle (Kontrol) veya CpG ODN 2088 (ODN 2088) ile muamele edilmis ve EdU igeren
besiyerinde 24. ve 48. saat inkiibe edilmistir. Hiicre proliferasyonu EdU pozitif hiicre
sayisinin toplam hiicre sayisina oranlanmasiyla belirlenmistir. iki bagimsiz deney yapilmis
ve benzer sonuclar elde edilmistir. Grafikler 6rnek bir deneyden elde edilen verileri
gostermektedir. Hata barlar1 ortalama +SEM’i belirtmektedir. Istatiksel analizler iki yonlii
ANOVA’nin ardindan Tukey coklu karsilastirma testi uygulanarak yapilmistir. Deney
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. n=4
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4.9 TLR9 Antagonizmi Omurilik Mikrogliasinda CXCL1 ve IL-6 Salgisim1 Etkilemez

CpG ODN 2088’in sitokin/kemokin salgisi {izerine etkisinin astrositleri 6zgl olup
olmadigimi belirlemek amaciyla CpG ODN 2088’in mikroglial CXCL1 ve IL-6 salgist
tizerine etkisi incelenmistir. Mikroglia kiiltiirleri vehicle veya 1 uM CpG ODN 2088 ile
muamele edilmis ve 24 saat sonunda CM’deki IL-6 ve CXCL1 yogunlugu ELISA yontemi
ile Olglilmistir. CpG ODN 2088’in mikrogliadan salgilan CXCL1 ve IL-6 miktarini
etkilemedigi belirlenmistir (Cizim 4.11) . Bu bulgular, CpG ODN 2088’nin astroglial
CXCL1 ve IL-6 salgisini diizenledigini gostermektedir.
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Cizim 4.11. CpG ODN 2088’in TLR9"* (sol panel) ve TLR9” (sag panel) mikrogliada
CXCL1 ve IL-6 salgis1 lizerine etkisi. Vehicle (Kontrol) veya CpG ODN 2088 (ODN
2088) ile muamele edilmis mikroglial CM’deki (a) CXCL1 ve (b) MCP-1
konsantrasyonlar1 ELISA yontemi ile belirlenmistir. iki bagimsiz deney yapilmis ve benzer
sonuglar elde edilmistir. Grafikler 6rnek bir deneyden elde edilen verileri gostermektedir.
Hata barlar1 ortalama +SEM’i belirtmektedir. Istatiksel analizler Student’s t testi
uygulanarak yapilmigtir. n=3-4
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4.10 CpG ODN 2088 Uygulanan Astroglial CM in vitro Noronal Canhihigi Azaltir
Astroglial TLR9’un baskilanmasinin néronal canlilik {izerine etkileri incelenmistir.
Bu amacla omurilik astrosit kiiltiirleri 1 uM CpG ODN 2088 veya tasiyici ile muamele
edilmigtir 24 sa inkiibasyon sonunda her iki gruptan CM’ler toplanmigtir. Omurilik
noronlar astrositlerden elde edilen CM’lerle muamele edilmis ve 24 sa sonunda ndronal
canlilik boliim B-111 tubulin pozitif hiicreler sayilarak belirlenmistir. Vehicle ile muamele
edilen astrositlerden elde edilen CM ile inkiibe edilen kiiltiirlerdeki néron sayist %100
olarak kabul edilmistir. CpG ODN 2088 uygulanan astrositlerden elde edilen CM’lerin
kiiltiirdeki omurilik néron sayisin1 %45,1 + 3,1 oraninda azalttig1 belirlenmistir. TLR9™
astrositlerden elde edilen CM’lerle yapilan deneylerde CpG ODN 2088 uygulanan astrosit
CM’lerinin noronal canlilik iizerinde boyle bir etkisi gozlenmemistir (Cizim 4.12).
Bununla beraber, CpG ODN 2088 uygulanmis astroglial CM’lerde arta kalan CpG ODN
2088’in noronal canlilik iizerine etkili olabilecegi goz onilinde bulundurulmus ve tigiincii
bir deney grubu olusturulmustur. Vehicle uygulanmis astroglial CM, 1uM CpG ODN 2088
ile karistirtlmis ve ndronlar bu besiyeri ile 24 sa inkiibe edilmistir. Vehicle uygulanmig
astroglial CM ile inkiibe edilen noéronlar kontrol olarak kullanilmistir. CpG ODN 2088
uygulanmis astroglial CM’nin kiiltiirdeki ndron sayisim1 %44+6,6 oraninda azalttig
belirlenmistir. Ancak noronlar vehicle uygulanmis astroglial CM ve CpG ODN 2088 ile
inkiibe edildiginde kiiltiirdeki canli néron sayisinda anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir
(Cizim 4.13).Bu bulgular, CpG ODN 2088’in astroglial TLR9’u baskilayarak noéronal

canlilig1 azalttigin1 gostermektedir.
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Cizim 4.12. Vehicle veya CpG ODN 2088 ile muamele edilmis astroglial CM’nin in vitro
noronal canlilik tizerine etkisi. (a)Vehicle uygulanmig CM (Vehicle CM) ile inkiibe edilen
noronlar (b) CpG ODN 2088 uygulanmis astroglial CM (ODN 2088 CM) ile inkiibe
edilen noronlar. Vehicle veya CpG ODN 2088 uygulanmis (c) TLR9** ve (d) TLR9™
astroglial CM’ler ile inkiibe edilen noronal kiiltiirlerdeki canli hiicre sayisi. Grafikler (¢
bagimsiz deneyden elde edilen veriler birlestirilerek olusturulmustur Hata barlar1 ortalama
+SEM’i belirtmektedir. Istatiksel analizler igin Student’s t test uygulanmistir. ***p<0,001;
n=11. Olgek ¢izgisi 300 um’yi ifade eder.
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Cizim 4.13. Astroglial CM’nin ve CpG ODN 2088’in ndronal canlilik iizerine etkisi.
Omurilik ndron kiltirleri (a) vehicle uygulanmig astroglial CM (Vehicle CM), (b) CpG
ODN 2088 uygulanmig astroglial CM (ODN 2088 CM) veya (c) vehicle uygulanmig
astroglial CM + 1uM CpG ODN 2088 (Vehicle CM + ODN 2088) ile 24 sa inkiibe edilmis
ve (d) noronal canlilik B-III pozitif hiicreler sayilarak belirlenmistir. Vehicle uygulanmis
astroglial CM ile muamele edilen kiiltiirdeki noron sayisina %100 olarak alinmistir.
Istatiksel analizler tek yonlii ANOVA’nin ardindan Tukey coklu karsilastirma testi
uygulanarak yapilmigtir. ***p<0,001; n=5

4.11 Astroglial CM ile Inkiibe Edilen Néronlarin Proteom Analizi

CpG ODN 2088 uygulanan astrosit CM’nin omurilik néronlarinin iizerine toksik
etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 arastirmak amaciyla etiketsiz
karsilastirilmali proteom analizi yapilmistir. NLC-MS/MS analizi sonucunda en az bir
Ozglin peptid ile 4377 protein tanimlanmis ve 2065 proteinin miktart belirlenmistir. Bu
proteinler arasinda 92 proteinin ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli degisiklik
(%50<) oldugu belirlenmistir. Bu proteinler biyolojik islevlerine gére gruplandirilmigtir
(Cizelge 4.2). Ekspresyonu degisen bu proteinlerle IPA yolak analizi yapilmis ve
BDNF/TrkB sinyal yolagiyla iliskili protein ag haritasi ¢izim 4.14’te gosterilmistir. Yolak
analizinin igaret ettigi onemli yolaklardan biri dorsal horn ndronlarinda noérapatik agri
sinyal iletim yolagi olmustur. Daha 6nce yapilan calismada CpG ODN 2088’in omurilik
hasarli farelerde hasara bagli agriyr azalttigi belirtilmistir (David ve dig. 2013). Bu
bakimdan, IPA’nin isaret ettigi bu sinyal yolaginda yer alan protein TrkB (NTRK2)

iizerine odaklanilmistir.
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Cizelge 4.2. CpG ODN 2088 uygulanmis astroglial CM ile inkiibe edilen omurilik
noronlarinda nLC-MS/MS analizi sonucu ekspresyonu 1,5-kat< degisen proteinler. 1:
Artis|: Azalis *Diger: Transkripsiyon faktorl, steroid metabolizmasi, glikolipid sentesi,
vesikiiler tasinma, karbonhidrat metabolizmasi, amino asit biyosentezi, endositoz, DNA
replikasyonu

UniProt Protein Adi Degisim  Regulasyon p-degeri

No Orani

Néronal Islev / Noronal Hayatta Kalum

P15209 Isoform L1 of BDNF/NT-3 growth factors receptor 15 ! 4,4x107°
Q8BPN8  Isoform 3 of DmX-like protein 2 15 ! 2,9x10%
Q8BzZB3  Transmembrane protein C150rf27 homolog 2,7 ! 2,3x10°®
Q917D4  Vang-like protein 2 1,6 1 8,8x10°
Q9JK48 Endophilin-B1 1,6 1 9,5x10°
Noronal Geligim
Q3UVD5  Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled 1,7 1 4,110
receptor 6
A2ALU4  Protein Shroom2 2,2 l 3x107
Q8K5C0  Grainyhead-like protein 2 homolog 1,9 ! 1,1x102
Sinaptik Iletim
Q8BYR5  Calcium-dependent secretion activator 2 2,9 1 8,6x10°
Q68EF6 Brain-enriched guanylate kinase-associated protein 1,7 0 7,7x10°
P05132 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit 1,6 ! 3,7x10%
alpha
Hiicre Iskeleti ve Organizasyonu
P97326 Cadherin-6 7,3 ! 3,9x10%
P33175 Kinesin heavy chain isoform 5A 4,0 ! 3,7x10%
QO8EC4  Cas scaffolding protein family member 4 2,4 ! 1x1072
P15116 Cadherin-2 5,2 ! 3x10°
Q9ET54  Isoform 6 of Palladin 1,6 l 4x10°®
P21107 Tropomyosin alpha-3 chain 1,8 ! 3,4x10°
Q70IV5  Synemin 3,7 0 3x107
Q61239 Proteinfarnesyltransferase/geranylgeranyltransferas 1,6 1 5,8x10°
e type-1 subunit alpha
Q3UA16  Isoform 2 of Kinetochore protein Spc25 1,6 1 1,7x102
Q7TSJ2 Microtubule-associated protein 6 1,6 1 4,9x10%
Mitokondriyal Islev /Oksidatif Solunum/Oksidatif Stress
Q91W90  Thioredoxin domain-containing protein 5 2,3 ! 2,4x107
Q99MN9  Propionyl-CoA carboxylase beta chain 2,0 ! 1,2x10%
Q91VD9  NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, 4,2 ! 9x107

mitochondrial
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P48036 Annexin A5

P47856 Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase

Q9Czs1 Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial

P24270 Catalase

P45376 Aldose reductase

Q791V5 Mitochondrial carrier homolog 2

Q05920 Pyruvate carboxylase, mitochondrial

Q9DCT1  1,5-anhydro-D-fructose reductase

Q9CQZ5 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 6

Sinyal Iletimi

Q6PI9R2 Serine/threonine-protein kinase OSR1

Q3UDK1 Isoform 2 of TRAF-type zinc finger domain-
containing protein 1

P62137 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha
catalytic subunit

P63330 Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic
subunit alpha isoform

Q9ES52 Isoform 3 of Phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate 5-phosphatase 1

P12367 cAMP-dependent protein kinase type Il-alpha
regulatory subunit

P68404 Protein kinase C beta type

Q3UlV8  Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 9

Q9CSN1  SNW domain-containing protein 1

Q9DC28  Casein kinase | isoform delta

Hucre Dongusi/Apoptoz/Hicre Proliferasyonu

Q9EQUS5  Protein SET

P35288 Ras-related protein Rab-23

Q81072 G2/mitotic-specific cyclin-B3

Q07813 Apoptosis regulator BAX

Q64701 Retinoblastoma-like protein 1

Protein Sentezi ve Ribozomal Yapt

P62918 60S ribosomal protein L8

P41105 60S ribosomal protein L28

P47964 60S ribosomal protein L36

P97461 40S ribosomal protein S5

Protein Katlanmas ve Islenmesi

Q76K27 Beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase 2

070311 Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 2
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2x10%
4,9x107
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2,8x107
1,3x1072
2,1x10%
2,3x10”
1x107?
7x10°

3x107
4,1x102

2,710

4,2x10°

3,4x107

3,4x107

2,5x107
8x10°

1,1x102
3,4x10%

1x1072
4,8x102
6x10°
3,6x107
2,4x107

2,2x107
3,4x107
3x1072

6,3x10™

4,8x10°
1,7x10%



P30416
P15947
P17156
P47867

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4
Kallikrein-1
Heat shock-related 70 kDa protein 2

Secretogranin-3

Protein Degradasyonu

035226
POCG49
Q6P1B1

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 4

Polyubiquitin-B

Xaa-Pro aminopeptidase 1

Kromozomal Organizasyon

Q6P971

P70696
P70288
P23198

SWI/SNF-related matrix-associated actin-
dependent regulator of chromatin subfamily D
member 3

Histone H2B type 1-A

Histone deacetylase 2

Chromobox protein homolog 3

Niikleik asit Metabolizmast

Q8R574

QICWJ9

Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated

protein 2

Bifunctional purine biosynthesis protein PURH

RNA Biyosentezi ve Islenmesi

Q8BLY7
Q91W50
Q61035
Q8K2Z22
Q6DFW4
Q3UEB3
Q8R010

QI99NB9
Q8R326
Diger
Q9DCC4
008795
Q97120
Q8BlI1
E9PULS
Q00915
Q6PD26
Q9CQI3
Q01320

Serine/arginine-rich splicing factor 7

Cold shock domain-containing protein E1
Histidine--tRNA ligase, cytoplasmic
Pre-mRNA-processing factor 39

Nucleolar protein 58

Poly(U)-binding-splicing factor PUF60
Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting
multifunctional protein 2

Splicing factor 3B subunit 1

Paraspeckle component 1

Pyrroline-5-carboxylate reductase 3
Glucosidase 2 subunit beta O

General vesicular transport factor p115
Prospero homeobox protein 2
Proline-rich transmembrane protein 2
Retinol-binding protein 1

GPI transamidase component PIG-S
Glia maturation factor beta

DNA topoisomerase 2-alpha
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9x10°

1,3x10
3,1x1072
2,5x107

4,5x10°

4,3x102

8,63x10°
3,2 x10%
1,2 x10
1,3x10°
9,5x10°
1,9 x10
2,5 x10%
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4,4 x10%

2x10°
2,4 x10%
1,6 x10
4,7 x107
4,6 107
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1x10°
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Q9R1JO

Q3TRMS
QIWV34
Q9JLBO
P07742
Q810B6

Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase,
decarboxylating

Hexokinase-3

MAGUK p55 subfamily member 2

MAGUK p55 subfamily member 6
Ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit
Ankyrin repeat and FYVE domain-containing

protein 1

15

1,5
1,5
1,8
1,9
2,0

e e R

3,5 x10

3,3 x1072
5x10

1,4 x1072
3,9 x1072
4,2x10°
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Cizim 4.14. CpG ODN 2088 uygulanmig astroglial CM ile inkiibe edilen omurilik
noronlarinda protein seviyesi 1,5-kat < degisen proteinlerin yolak analizi sonucunda
belirlenen protein ag haritasi. Yesil renk protein seviyesindeki azalmayi kirmizi renk ise
artis1 belirtir. Oklar proteinler arasinda direkt iliski oldugunu kesikli oklar ise proteinler
arasindaki indirekt iliskiyi belirtir.

4.12 CpG ODN 2088 Uygulanan Astrosit CM Omurilik Noronlarinda TrkB Protein
Seviyesini Azaltir

nLC-MS/MS analizi sonucunda protein ekspresyon seviyelerinde anlamli degisim
meydana geldigi belirlen 6nemli proteinlerinden biri TrkB’dir. TrkB ve ligandi BDNF’nin
noronal hayatta kalimda 6énemli rol oynadigi1 bilinmektedir. Bu bakimdan TrkB proteinin
seviyesindeki degisimi dogrulamak amaciyla western blot analizi yapilmistir. CpG ODN
2088 uygulanan astroglial CM ile inkibe edilen néronlarda TrkB protein seviyesinin %30
+ 10 oraninda azaldig1 belirlenmistir (Cizim 14.15.a).

Merkezi sinir sisteminde en ¢ok bulunan diger norotrofin reseptorii TrkC’dir. Bu
bakimdan karsilastirmali proteom analizinde belirlenmemesine ragmen CpG ODN 2088 ile

muamele edilen astroglial CM’nin omurilik néronlarinda TrkC protein Seviyeleri
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Uzerindeki etkisi de arastirtlmistir. Ancak deney gruplarinin néronal TrkC protein
seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmemistir (Cizim 14.15.b). Bu
bulgular, CpG ODN 2088 uygulanan astroglial CM’nin néronlarda TrkB protein seviyesini
azaltarak BDNF’ye cevap kapasitesini indirgeyebilecegini diisiindiirmektedir.

a b
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Cizim 4.15. Vehicle veya CpG ODN 2088 ile muamele edilmis astroglial CM’nin omurilik
noronlarinda in vitro TrkB ve TrkC protein seviyeleri izerine etkisi.(a)Vehicle veya CpG
ODN 2088 uygulanmig CM’ler ile 24 sa inkiibe edilen néron kiiltiirlerinde TrkB (~132
kDa) protein seviyelerini gosteren drnek western blot analizi (sol panel) ve western blot
analizinden elde edilen verilerin grafiksel gosterimi (sag panel). (b) Vehicle veya CpG
ODN 2088 uygulanmig CM’ler ile 24 sa inkiibe edilen noron kiiltiirlerinde TrkC (~145
kDa) protein ekspresyonunu gésteren drnek western blot analizi (sol panel) ve western blot
analizinden elde edilen verilerin grafiksel gdsterimi (sag panel). Total protein miktar
deneysel varyasyonlarin normalizasyonu i¢in kullanilmistir. Her iki western blot
analizinde iki farkli deneyden elde edilen veriler birlestirilmis ve hata barlar1 ortalama
+SEM’i belirtmektedir. Istatiksel analizler icin Student’s t test uygulanmistir. *p<0,05;
n=6.

4.13 CpG ODN 2088 Astrosit-Noron Kiiltiirlerinde Astrositlerin Noronal Canlihg
Destekleyici Etkisini Baskilar

Astrositler ve noronlar arasinda karsilikli iletisimin oldugu astrosit-néron ko-
kiiltiirleri olusturmusg ve 1 uM CpG ODN 2088 ile muamele edilmistir. 24 sa inkiibasyon
sonunda noronlar fikse edilmis ve B-11I tubulin ile isaretlenmistir. Noronlarin tek basina
biyiitildigi kiltiirdeki B-111 tubulin pozitif hiicre sayist %100 olarak kabul edilmis ve ko-
kiiltiirlerdeki noronal canlilik oranlar1 hesaplanmistir. Astrositlerin ndronlarin hayatta
kalim oraninit %25+5 oraninda arttirdigi belirlenmistir (Cizim 14.16.a-d). Astrosit-ndron
ko-kiiltirleri CpG ODN 2088 muamele edildiginde astrositlerin noéronal canlilig
destekleyici etkisinin baskilandig1r gozlenmistir. Ancak CpG ODN 2088 uygulanmis
astroglial CM’lerin noronlar iizerinde olusturdugu toksik etki CpG ODN 2088 uygulanan
ko-kiiltiirlerde gozlenmemistir. CoG ODN 2088’in ko-kdlturlerdeki bu etkisinin astroglial
TLR9’un mu yoksa néronal TLR9’un mu baskilanmasindan kaynaklandigini belirlemek
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amaciyla TLR9™* noronlar TLR9™ astrositler ile birlikte kiiltiire edilmis ve 1 uM CpG
ODN 2088 muamele edilmistir. TLR™* astrositlerin aksine TLR9”" astrositlerin néronal
canliligi destekleyici etkisi gozlenmemistir. Ayrica ko-kilturlerin CpG ODN 2088 ile
muamelesi noéronal canliligi etkilememistir (Cizim 14.16.e). Bu bulgular, CpG ODN
2088’in astrosit-néron ko-kulturlerinde astrositlerin néronal canliligi destekleyici etkisinin

azaltmasinin astroglial TLR9’nin baskilanmasindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

d TLR9*'* Astrosit e TLR9™" Astrosit
150- ek *dek 150'
% 100+ 5 100+
> >
4 ©
w n
& 5
S 501 5 50-
- =z
0-
Kontrol  vehicle ODN 2088 Kontrol  vehicle ODN 2088,
Noron ™ Kokiltir | Noron ™ Ko.kaltir !

Cizim 4.16. CpG ODN 2088’nin astrosit-néron ko-kulturleri Gzerinde etkisi. (a) Kontrol
noron kaltird, (b) Vehicle ile muamele edilen ko-kiltirlerdeki néronlar (¢) CpG ODN
2088 (ODN 2088) ile muamele edilen ko-kulttrlerdeki néronlar. Vehicle veya CpG ODN
2088 uygulanan (d) TLR9"* astrosit- TLR9"* noron veya (e) TLR9 astrosit- TLR9"*
noron Kko-kiiltiirlerinde 24 sa sonunda -1l tubulin pozitif néron sayisinin grafiksel
gosterimi. Grafikler iki bagimsiz deneyden elde edilen verilerin birlestirilmesiyle
olusturulmustur. Hata barlar1 ortalama +£SEM’i belirtmektedir. Istatiksel analizler tek yonlii
ANOVA’nin ardindan Tukey coklu karsilastirma uygulanarak yapilmistir. **p<0,01;
***n<0,001; n=7. Olgek ¢izgisi 300 um’yi ifade eder.

4.14 CpG ODN 2088 Omurilik Hasarina Bagh Olarak Parkin Protein Seviyesinde
Meydana Gelen Azalmayi Baskilar
CpG ODN 2088’nin Parkin proteini tzerine in vivo etkisini aragtirmak amaciyla

yetigkin farelere T8 seviyesinde agir kontiizyon hasar1 uygulanmig ve CpG ODN 2088
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uygulamasinin hasar boélgesinde Parkin protein seviyeleri Uzerindeki etkisi western blot
yontemi ile belirlenmistir. Ameliyattan 24 saat sonra 3ug CpG ODN 2088 veya vehicle
(endotoksin icermeyen su) lomber ponksiyon (LP) yontemi ile beyin omurilik sivisina
(BOS) enjekte edilmistir. Kontrol gruplarina ise ayni hacimde vehicle enjekte edilmistir.
Altinc1 gilin sonunda farelere 6tenazi uygulanmis ve hasarin olusturuldugu doku izole
edilmistir. Farelerde kontiizyon hasari, hasar bolgesinde Parkin protein seviyesinde artisa
sebep olmugtur. Omurilik hasarli farelere CpG ODN 2088 muamelesi ise Parkin protein

seviyesinde hasara bagli meydana gelen azalmayi baskilamistir (Cizim 4.17).

g150'
E *k *
Kontrol _OH-Vehicle OH-ODN 2088 100
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Kontrol OH-Vehicle OH-ODN 2088

Cizim 4.17. Omurilik kontiizyon hasar1 uygulanan yetiskin farelerde CpG ODN 2088’in
hasar merkezinde Parkin proteini Uzerine etkisi. 70 kdyn kuvvet uygulanarak omurilik
hasar1 yaratilmis farelerde altinci giin sonra Parkin protein seviyeleri western blot yontemi
ile belirlenmistir. Sag panelde western blot analizlerinden elde edilen veriler grafiksel
olarak gosterilmistir. Total protein miktar1 deneysel varyasyonlarin normalizasyonu i¢in
kullanilmigtir. ~ Saghikli fareler kontrol olarak kullanilmistir. OH-Vehicle: Omurilik
hasarl1 ve vehicle uygulanmis OH-CpG ODN 2088: Omurilik hasarli ve CpG ODN 2088
uygulanmus. Istatiksel analizler tek yonlii ANOV A’ nin ardindan Tukey ¢oklu karsilastirma
testi uygulanarak yapilmistir. *p<0,05; **p<0,01; n=8

4.15 Farelerde Omurilik Yaralanmalar1 Hasar Merkezinde Endoplazmik Retikulum
Stresine Yol Acar

Yetiskin farelere bolim 4.14’te belirtildigi gibi omurilik kontiiyon hasar
uygulanmis ve CpG ODN 2088 uygulamasinin hasar bolgesinde PDI ve BiP protein
seviyeleri {izerindeki etkisi western blot yontemi ile belirlenmistir. Farelerde kontiizyon
hasar1 hasar bélgesinde BiP ve PDI proteinlerinin ekspresyonunda artisa sebep olmustur.
Ancak CpG ODN 2088 uygulamasinin BiP ve PDI protein ekspresyonlarindaki bu artigi
onleyemedigi gézlenmistir (Cizim 4.18).
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Cizim 4.18. Omurilik kontlizyon hasar1 uygulanan farelerde CpG ODN 2088’in hasar
merkezinde BiP ve PDI protein seviyeleri Gzerine etkisi. 10 haftalik disi farelere 70 kdyn
kuvvet uygulanarak omurilik hasar1 yaratilmis ve altinct giin sonunda hasar merkezinde (a)
BiP ve (b) PDI proteinlerinin ekspresyonlari western blot yontemi ile belirlenmistir. Sol
panelde western blot analizlerinden elde edilen veriler grafiksel olarak gosterilmistir. Total
protein miktar1 deneysel varyasyonlarin normalizasyonu i¢in kullanilmistir. Saglikli fareler
kontrol olarak kullanilmigtir. OH-Vehicle: Omurilik hasarli ve vehicle uygulanmis, OH-
CpG ODN 2088: Omurilik hasarli ve CpG ODN 2088 uygulanmus. Istatiksel analizler tek
yonli ANOVA’nin ardindan Tukey coklu karsilagtirma testi uygulanarak yapilmastir.
*p<0,05; **p<0,01; n=4.

4.16 CpG ODN 2088 Omurilik Yaralamalarinda Hasar Merkezinde TrkB ve TrkC
Protein Seviyeleri Etkilemez

Yukaridaki bulgularda bahsedildigi gibi CpG ODN 2088’in in vitro néronal TrkB
protein seviyesini azalttigi belirlenmistir. Calismanin bu sathasinda CpG ODN 2088’in
omurilik hasar1 uygulanan farelerde CpG ODN 2088’in hasar merkezinde TrkB ve TrkC
proteinleri tzerine etkisi aragtirtlmistir. In vitro bulgularin aksine CpG ODN 2088 in vivo
TrkB ve TrkC protein seviyeleri {izerine istatiksel olarak anlamli bir etki yaratmamistir
(Cizim 14.19). Ancak omurilik yaralanmasinin hasar merkezinde TrkC protein seviyesini

azalttig1 gozlenmistir (Cizim 4.19.b).
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Cizim 4.19. Omurilik kontlizyon hasar1 uygulanan farelerde CpG ODN 2088’in hasar
merkezinde TrkB ve TrkC protein seviyeleri lzerine etkisi. 10 haftalik disi farelere 70
kdyn kuvvet uygulanarak omurilik hasar1 yaratilmis ve alt1 glin sonunda hasar merkezinde
(@) TrkB (~132 kDa) ve (b) TrkC (~100 kDa, ~145 kDa) protein seviyeleri western blot
yontemi ile belirlenmistir. Full-length TrkB (~132 kDa) ve TrkC (~145 kDa) izoformlarini
belirten bantlarin yogunlugu 6l¢iilmiis ve elde edilen veriler grafiksel olarak gosterilmistir
(Sol panel). Total protein miktart deneysel varyasyonlarin normalizasyonu i¢in
kullanilmistir. Saglikl fareler kontrol olarak kullanilmistir. OH-Vehicle: Omurilik hasarl
ve vehicle uygulanmis, OH-CpG ODN 2088: Omurilik hasarli ve CpG ODN 2088
uygulanmus. Istatiksel analizler tek yonlii ANOVA’nin ardindan Tukey ¢oklu karsilastirma
testi uygulanarak yapilmistir. *p<0,05; n=4-8
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5. TARTISMA

Noronal hasar veya kayip bir¢ok norodejeneratif bozukluklarin altinda yatan
onemli patolojik durumlardan biridir (Mukherjee ve dig. 2015). Noronal hasarin veya
Oliimiin altinda yatan mekanizmalarin anlasilmasi potansiyel tedavilerin gelistirilmesi igin
onem teskil etmektedir. Hastaliklarin veya biyolojik siireglerin arastirilmasinda kullanilan
geleneksel yaklasimlar bir ¢alismada genellikle secilmis bir yolagin incelenmesine olanak
saglar. Buna karsin LC-MS/MS gibi yiiksek islem kapasiteli teknolojiler ayn1 anda birgok
proteinin analizine olanak saglamaktadir. Bu yontemin en 6nemli avantajlarindan biri tim
proteom analizi ile biitin biyolojik yolaklarin ayni anda incelenmesine imkan
saglamasidir. Bununla beraber proteomik analizlerin bir diger 6nemli avantaji c¢alisma
oncesinde belirli bir biyolojik siiregte yer alan molekiiler mekanizmanin bilinmesini
gerektirmemesidir (Sethi ve dig. 2015). Bdylece karsilastirmali proteom analizi gruplarin
protein profillerindeki degisimlere genel bir bakis kazandirarak hedef sinyal yolaklarinin
belirlenmesini kolaylastirir. Bu ¢alismada TLRY antagonizminin omurilik ndronlari
iizerinde direkt veya astrosit aracili etkisi arastirilmis ve bu etkilerin (néronlar1 koruyucu
veya hasar verici) altinda yatan molekiiller mekanizmayi aydinlatmak icin etiketsiz
karsilagtirmali proteom analizi ara¢ olarak kullanilmistir. nLC-MS/MS analizi sonucunda
elde edilen bulgular CpG ODN 2088’in omurilik ndronlarmin protein ekspresyonunda
meydana getirdigi degisimler ve bu degisimlerin iliskili oldugu biyolojik yolaklar
hakkinda onemli bilgiler saglamistir. Bu bilgiler 1s18inda ¢alisma gelistirilerek TLR9
antagonizminin omurilik noronlarinda TLR9’un bilinen sinyal yolaklari disinda iliskili
olabilecegi farkli sinyal yolaklarina isaret edilmistir. Omurilik ndronlarinda TLR9
antagonizminin in vitro Parkin protein ekspresyonunu arttirdigi ilk defa bu g¢alisma ile
gosterilmistir. Bunun yani sira, T8 kontiizyon hasar1 uygulanan farelerde Parkin protein
seviyesinin azaldigi buna karsin farelere CpG ODN 2088 uygulamasinin hasar merkezinde
Parkin protein seviyesinin korunmasini sagladigi gosterilmistir. Parkin proteininin gesitli
zarar verici etkenlere karsi noronlar1 koruyucu etkisi farkli model sistemlerde
gosterilmistir (Henn ve dig. 2007). Noronlarda endojen veya ekzojen stres uyaranlarina
kars1 Parkin ekspresyonunun arttigi bir¢ok ¢aligmada ortaya konulmustur (Henn ve dig.
2007) Bununla beraber agir stres kosullarinin Parkin inaktivasyonuna sebep olabilecegi de
belirtilmistir (Henn ve dig. 2007). Bu bilgiler Parkin proteininin noéronal islevin ve

canliligin korunmasinda dnemli rol oynadigina isaret etmektedir. Bu baglamda, Parkin
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protein seviyesindeki azalmanin omurilik yaralanmalarinda néronal hasara yol acan
mekanizmalardan biri olabilecegi diistiniilebilir. CpG ODN 2088’in de Parkin protein
seviyesindeki diislisii azaltarak Parkin’in ndronal hayatta kalimi destekleyici etkisinin
artisina neden olabilir. Ancak bu hipotezin desteklenmesi igin daha kapsamli analizler
yapilmasi gerekmektedir.

Proteomik verilerden elde edilen bir diger dikkat ¢ekici bulgu CpG ODN 2088’in
omurilik noéronlarinda bazal GABA(B)R1 protein seviyesini arttirmasidir. GABAgR, G-
protein ile eslesmis metabotropik reseptordir. GABAgR’ler merkezi sinir sisteminde
hemen hemen noéronlarin hepsinde eksprese edilir ve GABAgR aktivitesi birgcok néronal
sistemi etkiler. Bu sebeple GABAgR’ler epilepsi, anksiyete, sizofreni, noropatik agr1 gibi
birgok farkli norolojik ve psikiyatrik durumlarda rol oynar (Gassmann ve Bettler 2012).
GABAgR omurilikte dorsal hornda ndronal ve glial hiicrelerde yogun bulunur ve
GABAGgR’lerin aktivasyonu omurilikte birincil duyu néronlarinda sinaptik iletimi baskilar
(Alford ve Grillner 1991). Omurilik yaralanmalarinin ardindan GABAerjik islevde
azalmanin merkezi néropatik agri gelisiminde rol oynadigi yapilan bir¢ok ¢alismada ortaya
konulmustur (Gwak ve Hulsebosch 2011, J. H. Hwang ve Yaksh 1997). Daha 0Onceki
calismada farelere CpG ODN 2088 uygulamasinin omurilik yaralanmalarina bagli agri
gelisimini azalttig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada CpG ODN 2088’in GABA(B)R1 protein
ekspresyonunu degistirmesi CpG ODN 2088’in in vivo GABAerjik aktiviteyi degistirerek
agr1 olusumunu etkileyebilecegini dusiindiirmiistiir. Ancak bu konu ile ilgili arastirmalar
daha sonraki ¢alismalarda yapilacaktir.

Parkin ve GABA(B)R1 proteinlerinin TLR9 sinyal iletimi ve omurilik
yaralanmalarindaki rolii aydinlatilamamasina ragmen bu calisma ile ilk defa CpG ODN
2088’in omurilik noronlarmin in vitro bazal islevlerini etkiledigi gosterilmistir. Proteomik
analizler sonucunda CpG ODN 2088 muamelesinin omurilik noronlarinin proteom
profilini degistirdigi belirlenmistir. Noronal islevde rol alan bir grup proteinin regiilasyonu
TLRY9 antagonistinin herhangi bir hasar uygulanmadiginda dahi noronal islevi
degistirdigine isaret etmektedir. Bu baglamda TLR9’un omurilik ndronlarinin in vitro
bazal islevlerinde rol alabildigi diisiiniilebilir.

TLR aktivasyonunun glial hiicrelerde ve bagisiklik sistemi hiicrelerinde genellikle
sitokin/kemokin salgisin1 diizenledigi ve hiicre boliinmesini indiikledigi bilinmektedir.
Buna karsin noronlarda TLR uyarilmasinin ndronal morfoloji ve fizyoloji iizerinde
genellikle olumsuz etki yarattifi ve noronal dejenerasyona yol agtigi gosterilmistir.

Ozellikle endozomal TLR’lerin (TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9) noronal hiicre 6limuni
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indiikledigi farkli ¢aligmalarda gosterilmis ancak TLR aktivasyonunun noronal 6liime nasil
yol a¢tig1 heniiz tam anlamiyla anlasilamamistir (Mukherjee ve dig. 2015). Yapilan bir
calismada TLR7 ve TLR8 agonisti R-848’in kortikal néron kultirlerinde néronal apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (Y. Ma ve dig. 2006). Bir baska calismada ise kortikal néron
kiiltiirleri TLR7 ve TLR9 agonistleri ile birlikte muamele edildiginde néronal apoptoza yol
acmistir (Mukherjee ve dig. 2015). Bunlarin yani sira, TLR agonistlerinin ndéronal canlilik
izerine herhangi bir etkisi olmadigin1 gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (D. Ma ve dig.
2013). Tez c¢aligmasinda, ilk defa noronal TLR9 antagonizminin eksitotoksisite ile
indiklenen ndéronal 6lUimil azalttigi gosterilmistir. Bu bakimdan TLR9 antagonisti CpG
ODN 2088’in omurilik ndronlar1 iizerine direkt koruyucu etkisi olabilecegi diistiniilebilir.
Bu bulgu, CpG ODN 2088’in omurilik hasarinin ardindan farelerde yararli etkisini
gosteren in vivo galismay1 desteklemesi agisindan 6zellikle onem tagimaktadir (David ve
dig. 2013, 2014). Bu calismalarda CpG ODN 2088’in farelerde omurilik yaralanmasinin
ardindan bagisiklik sistemi ile iliskili hiicrelerin infiltrasyonunu azalttigi ve hasar
merkezinde inflamatuar reaksiyonu indirgedigi gosterilmistir. Bu tez galigmasinda elde
edilen bulgular CpG ODN 2088’in sadece bagisiklik cevabi diizenleyerek degil, ayni
zamanda noronlarla direkt etkilesimde bulunarak omurilik néronlarinin hayatta kalimini ve
islevini etkileyebilecegi savini desteklemistir.

Eksitotoksisite omurilik yaralanmalarinin ardindan meydana gelen ikincil hasar
mekanizmalarindan biridir. Birgok bulgu AMPA/KA reseptor aktivasyonunun omurilik
yaralanmalarinda 6nemli rol oynadigina isaret etmistir (Won ve dig. 2007). Bununla
beraber, omuriligi etkileyen ALS, MS gibi hastaliklarin hayvan modellerinde
eksitotoksisitenin néronal hasara yol agan etkenlerden biri oldugu yapilan caligmalarda
gosterilmistir (Kawahara ve Kwak 2005, Pitt ve dig. 2000). Yapilan in vitro ¢alismalarda
AMPA/KA reseptor aktivasyonunun omurilik néron kiltirlerinde ndronal dejenerasyona
yol agtigi gosterilmistir (Yin ve dig. 1995). Bu nedenle, ¢alismada noronal hasar
uygulamak amaciyla eksitotoksisite yontemi secilmistir. Daha once yapilan caligsmada
omurilik néron kiiltiirlerinde diisiik konsantrasyonlarda devamli KA muamelesinin ndronal
oliime yol actig1 belirtildiginden (Kurnellas ve dig. 2010) tez ¢alismasinda ayni deney
kosullart kullanilmis ve saf omurilik néron kultirlerinde CpG ODN 2088’in KA’nin
indiikledigi  ndronal  Olimi  azalttigi  gosterilmistir. ~ AMPA-reseptér  aracili
eksitotoksisitenin yol agtigi noronal 6lim esas olarak reseptorlerin kanal ozelligi ile
iliskilendirilir. AMPA reseptorleri ile eslesmis kanallarin aktivasyonu Ca™® iyonlarinin

hiicre i¢ine akisina ve sonug olarak hiicre ici Ca* seviyesinde anormal bir artisa sebep
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olarak noronal 6liimde anahtar rol oynar (Kawahara ve Kwak 2005). Hiicre ici Ca*™
iyonlariin artis1 serbest radikal olusumuna Onciililk ederek mitokondriyal hasara ve
sonucgta apoptoza veya nekroza yol acar. Bunun yani sira, KA néronlarda ER zarinin
bozunmasina ve ER stres proteinlerinin aktivasyonuna yol acarak noronal apoptozu tetikler
(X. Zhang ve Zhu 2011).

Merkezi sinir sistemi yaralanmalarinda ER stresinin inhibisyonunun noronlari
koruyucu etkisi oldugu birkag calismada gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada KA’nin
sigan beyin noéronlarinda ER stres sensor proteinlerinin aktivasyonuna yol acarak noronal
hasar tetikledigi ve ER stresinin farmakolojik ajanla inhibisyonunun néronlart KA’ nin yol
actig1 hasardan korudugu gosterilmistir (Sokka ve dig. 2007). Bir baska calismada
farelerde genel iskeminin beyin néronlarimda BiP ve CHOP ekspresyonunu indiikledigi
bdylece ER stresinin iskemiden kaynaklanan néronal apoptoza aracilik ettigi belirtilmistir
(Tajiri ve dig. 2004). Omurilik yaralanmalarinda ise ER stresinin ndronal hasara neden
olan mekanizmalardan biri olduguna ¢ok az sayida calismada dikkat cekilmistir. Bu
bakimdan CpG ODN 2088’in omurilik néronlarint KA’nin indiikledigi hiicre 6limiinden
koruyan mekanizmalar1 belirlemek amaciyla CpG ODN 2088’in noronlarda ER stres
cevabi sinyal yolagi tizerindeki etkileri arastirilmstir.

Hipoksi, glikoz eksikligi, eksitotoksisite gibi hiicre homeostazini bozan etkenler
proteinlerin yanlig veya hatali katlanmasina yol acar. Bu proteinlerin birikiminin ER stres
cevabr ve UPR’yi tetikledigi bilinmektedir (Kim ve dig. 2008). ER’de bulunan BiP gibi
saperon proteinler ER stresi cevabinin baslatilmasinda kritik rol oynarlar (Dufey ve dig.
2014). ER saperon proteinlerinden BiP normal kosullarda ER’de IRE1a, PERK ve ATF6
proteinlerine baglanarak inaktif halde kalmalarini saglarlar (Bertolotti ve dig. 2000, Shen
ve dig. 2002). ER’de katlanmamis proteinlerin birikimi BiP’in bu proteinlerden
ayrilmasina ve UPR’1 tetiklenmesine yol agar (Shen ve dig. 2002, Todd ve dig. 2008). ER
stres cevabinda onemli bir diger protein PDI, ER liimeninde yer alir ve hem di-silfid
baglarmin oksidasyonunu hem de izomerizasyonunu katalizler (Robert Noiva 1999).
Ayrica PDI saperon aktivitesiyle de protein katlanmasinda gorev alir. PDI, ER’de redoks
homeostazinin korunmasina da katki saglar (Benham ve dig. 2013, Puig ve Gilbert 1994).
ER limeninde oksidatif stres PDI protein miktarinin artisina neden olarak hilcrenin ER
stresi ile bag edebilmesine katki saglar (C. Hwang ve dig. 1992). Hafif stres kosullarinda
UPR’nin aktivasyonu hayatta kalim mekanizmalarini tetikleyerek hiicreyi ER stresine karsi
korur (Hetz 2012, Ron ve Walter 2007). Ancak eksitotoksisite (Sokka ve dig. 2007) gibi

agir stres kosullarinda UPR hiicre hasarin1 onaramaz ve apoptozu tetikler (Hetz 2012).
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Siganlarla yapilan bir ¢alismada, T7-T9 seviyesinde laminektomi yapilmis ve kontiizyon
hasar1 uygulanmis siganlarda UPR hedef genlerinin ekspresyonlar1 Ol¢lilmiis ve hasar
merkezinde altinci saatte XBP1, BiP ve CHOP genlerinin ekspresyonlarinda artig
belirlenmis (Penas ve dig. 2007). Bir baska ¢alismada ER stres yolagmin farmakolojik
ajanla baskilanmasinin oligodendrosit Onciil hiicrelerinde ER ile tetiklenen apoptozu
azalttig1 in vitro gosterilmis ve travmatik omurilik yaralanmasinin ardindan islevsel
kayiplarin iyilestirilmesine katki sagladigi rapor edilmistir (Ohri ve dig. 2013). CHOP™
farelerle yapilan bagka bir ¢alisma ER stresi cevabinin baskilanmasinin travmatik omurilik
yaralanmalarinin ardindan islevsel kayiplarin iyilestirilmesine katki sagladigir goriisiinii
desteklemektedir. T9 seviyesinde orta derecede kontiizyon hasari yaratilmis CHOP™
farelerde UPR cevabinin yabani tipe gére daha az seviyede oldugu gosterilmistir. Ayrica
CHOP™ farelerde omurilik hasarina bagli islev kayiplarinin geri kazaniminin yabani
tiplere gdre daha belirgin ve beyaz madde kaybinin CHOP™ farelerde daha az oldugu
gosterilmistir (Ohri ve dig. 2011). Bu calismalardan elde edilen bulgular, omurilik
yaralanmalarinda ER stresinin ve UPR cevabinin 6nemli rol oynadigint ve UPR sinyal
yolaginin hedeflenmesi omurilik yaralanmalarinda islevsel kazanimlar igin etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bilgiler géz oniinde bulunduruldugunda, CpG ODN
2088’in noronlarda in vitro ER stresini azaltmasi omurilik yaralanmalarinin ardindan
ndronal hasarin azaltilmasinda rol oynayabilecegini diisiindiirebilir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, UPR yolagi ve TLR sinyal iletimi arasinda
karsilikli etkilesim olduguna dair bulgular ortaya koymustur (Brinkmann ve dig. 2007,
Lawless ve Greene 2012, Martinon ve dig. 2010, Shimasaki ve dig. 2010). Yapilan bir
caligmada, bakteriyel TLR1-2 veya TLR4 ligandlariyla uyarilan fare makrofajlarinda UPR
sinyal yolaginin aktive oldugu gosterilmistir (Martinon ve dig. 2010). Bir baska ¢alismada,
B hiicreleri TLR ligandlartyla uyarildiginda UPR sinyal yolaginin downstream
molekiillerinin ekspresyonunda artis gozlenmistir (Genestier ve dig. 2007). TLR
ligandlarinin ER stres yolagma etkisinin yani sira, ER stresinin de TLR’lerin
ekspresyonunu ve islevini etkiledigini belirten ¢alismalar bulunmaktadir. Insan epitelyal
hlicrelerinde ve fare karaciger dokusunda ER stresinin TLR2 ekspresyonunun artigina ve
TLR2-bagimli pro-inflamatuar sitokin sentezinin artisina neden oldugu gosterilmistir
(Shimasaki ve dig. 2010). Hasara ugramis néronlarda ve omurilik yaralanmalarinda UPR
ile TLR sinyal yolaklar1 arasindaki etkilesime dair bilgiler olduk¢a sinirlidir. Bu ¢alismada,
omurilik néronlarinda TLRY sinyal yolagi ve ER-stres cevabi arasindaki baglanti ilk defa

ortaya konulmustur. Omurilik néron kultirlerinde CpG ODN 2088’in néronlart KA ile
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induklenen hiicre éliminden korudugu gosterilmistir. Bununla beraber, KA’nin omurilik
noronlarinda ER stres proteinlerinin ekspresyonunu arttirdigt ve CpG ODN 2088’in
KA’nin bu etkisini azalttig1 tespit edilmistir. Bu bulgular g6z oniinde bulunduruldugunda,
omurilik néronlarinda KA’nin ER stresine yol agtigi ve UPR’yi tetikledigi sdylenebilir.
Ayrica TLR9 aktivasyonunun ER stresi ve UPR sinyal yolagi ile iliskili olabilecegi, TLR9
ve UPR aktivasyonunun omurilik noronlarinda eksitotoksisiteden kaynaklanan 6liman
altinda yatan mekanizmalardan biri olabilecegi soylenebilir. Bu bulgular TLR9’un
omurilik ndronlarinda eksitotoksisiteden kaynaklanan hiicre 6limiine aracilik ettigini
diistindiirebilir. TLR9 aktivasyonu ve KA’ nin yol actig1 eksitotoksisite arasindaki mekanik
iliski bilinmemesine ragmen, 6len hiicrelerden salinan DAMP’lerin néronlarda TLR9 un
aktivasyonuna yol acabilecegi ve boylece TLR9 aktivasyonunun ndronal 6liimU uyarict
etki yaratabilecegi sdylenebilir. Dolayisiyla bu siire¢ boyunca TLR9’un CpG ODN 2088
ile baskilanmasi endojen ligandlar tarafindan TLR9 aktivasyonunu azaltacagi igin
TLR9’un nodronal oOliimii uyarici etkisi indirgenebilir. Bununla beraber TLR9
aktivasyonunun saglikli néronlarda 6lime yol agmadigi géz ardi edilmemelidir. Nitekim
yapilan bir calismada fare kortikal noron kiiltiirleri TLR9 agonisti CpG ODN 1826 ile
uyarildiginda néronal canlilik {izerine herhangi bir etki gézlenmemistir (D. Ma ve dig.
2013). Bir baska c¢alismada ise TLR9 agonisti CpG ODN 1826’nin kortikal néron
kiiltirlerinde tek basina apoptozu indiikleyemedigi ancak noron kuilturleri CoG ODN 1826
ve TLR7 agonisti imiquimod ile birlikte uyarildiginda noéronlarda apoptoza yol agtigi
gosterilmistir (Mukherjee ve dig. 2015). Bu galismalar da TLR9 aktivasyonunun belirli
kosullarda néronal OlUme aracilik edebilecegi ve TLR9 antagonizminin ndéronlarda
koruyucu etki yaratabilecegi goriisiini desteklemektedir.

CpG ODN 2088’in ER stresi ve UPR (zerine etkisini in vivo arastirmak igin
farelere T8 seviyesinde kontiizyon hasart uygulanmig ve alti giin sonunda hasar
merkezinde BiP ve PDI protein seviyeleri analiz edilmistir. Omurilik hasarinin farelerde
hasar merkezinde BiP ve PDI protein ekspresyonlarini g¢arpici bir sekilde arttirdigi
gosterilmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda omurilik hasariin UPR aktivasyonuna yol
actigi ve BIiP, XBP1 ve CHOP mRNA ekspresyonlarini 6-24 saatlerde arttirdigi
gosterilmistir.  Bu ¢alismalarda hasarmin erken asamalarinda UPR  genlerinin
ekspresyonunda artis meydana geldigi ve ¢tincli gun sonunda mRNA seviyelerinin bazal
seviyeye dondiigii belirtilmistir (Ohri ve dig. 2011, Penas ve dig. 2007). Bununla beraber
Penas ve dig. (2007) omurilik yaralanmasinin, hasar merkezinde BIiP protein

ekspresyonunda anlamli bir degisiklige yol agmadigini western blot analizi ile gostermis;
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Ohri ve dig. (2011) ise immunohistokimya analizi ile BiP, CHOP ve ATF4 protein
ekspresyonunun noronlarda altinci saatten itibaren artmaya bagladigini gdstermistir.
Astrositlerde ise BiP ekspresyonu 3-7. giinlerde belirlenmistir (Ohri ve dig. 2011). Bu tez
caligmasinda elde edilen in vivo bulgular omurilik hasarinin ER stresine ve UPR yolaginin
aktivasyonuna yol agtigina isaret etmesi acisindan daha Once yapilan calismalarla
uyumludur. Bununla beraber elde edilen bulgular ER stresinin omurilik yaralanmalarinin
sadece erken asamalarinda degil inflamasyonun ileri asamalarinda da devam ettigine isaret
etmektedir. Diger galismalardan farkli olarak omurilik hasarinin ardindan ER stresinin
altinc1 giine kadar devam ediyor olmas1 hasarin siddetinden kaynaklanabilir. Bahsedilen
her iki caligmada da orta derecede omurilik hasar1 uygulanmis ancak tez ¢alismasinda
farelere agir omurilik hasar1 uygulanmigtir. Dolayisiyla ER stresine yol agan fizyolojik
kosullarin hala devam ettigi ya da omurilik hasarinin ardindan tetiklenen UPR yolaginin
hiicre homeostazin1 heniiz saglayamadigi; boylece ER stres cevabinin uzun siire
korundugu diisiintilebilir.

Astrositler merkezi sinir sisteminde gliay1 olusturan temel hiicrelerdir ve ndronal
canliligin ve islevin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Dong ve Benveniste 2001,
Ullian ve dig. 2001). Omurilik yaralanmalarinda astrositler yararli (Faulkner ve dig. 2004)
ya da zararli etkiler gosterebilirler (Bardoni ve dig. 2010, Menet ve dig. 2003). Reaktif
astrositler hasar merkezinde glial skari olusturan ve aksonal rejenerasyonu engelleyen esas
hicrelerdir (Cafferty ve dig. 2010, McKeon ve dig. 1991, Menet ve dig. 2003, Okada ve
dig. 2004). Buna karsin astrositler norotrofik faktorleri salgilayarak noronlari koruyucu
etki de yaratabilirler. Ayrica yapilan caligmalar astrositlerin omurilik yaralanmalarinin
ardindan noropatik agri olusumu ve merkezi hassaslagmada Onemli rol oynadigini
gostermistir (T. Liu ve dig. 2012). TLR’lerin astrosit aktivasyonundaki roli beyinde ve
omurilikte yapilan ¢esitli caligmalarda belirtilmistir. TLR aktivasyonunun yol ac¢tig
durumlarin aktive olan TLR’ye ve bulundugu hiicreye goére degistigi bilinmektedir
(Heiman ve dig. 2014). Ornegin yapilan bir calismada, TLR4 agonisti LPS’nin karisik
glia-ndron kiiltiirlerinde aksonlarin, oligodendrositlerin ve mikroglianin kaybina yol agtigi
gosterilmistir. Bunun yani sira ayni ¢alismada saf kortikal noron kiiltiirlerinde LPS’nin
noronal hayatta kalimi etkilemedigi ve LPS’nin bu toksik etkisinin mikroglial TLR4
aktivasyonundan kaynaklandigi belirtilmistir (Lehnardt ve dig. 2003). Bir bagka calismada
ise, TLR 1-9 ligandlartyla uyarilan saf kortikal ndron kiiltiirlerinde in vitro canli hiicre
sayisinda anlamli bir degisiklik meydana gelmezken TLR2, 4, 5 ve 6 ligandlari ile uyarilan

kortikal noron-astrosit kilttrlerinde astrositlerin bu TLR’lerin aktivasyonu ile norotoksik
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ozellik kazandig1 gosterilmistir (D. Ma ve dig. 2013). Bununla beraber, TLR9 agonisti ile
indiiklenen astrositlerin kortikal noronlarin hayatta kalimi {izerine herhangi bir etkisi
olmadig1 gosterilmistir (D. Ma ve dig. 2013). Aym1 zamanda TLR9 aktivasyonunun
kortikal astrositlerde astroglial islevlerin diizenlenmesinde rol oynadigi belirtilmistir
(Butchi ve dig. 2010). Ancak TLR9 antagonizminin omurilik astrositleri ve astrosit-néron
etkilesimleri {izerine etkisi heniiz bilinmemektedir. Bu tez c¢alismasinda TLR9
antagonizminin omurilik astrositlerinin bazal islevleri ve astrosit-ndron etkilesimleri
Uzerine etkisi arastirtlmistir. Daha Once yapilan ex-vivo ¢alismalarda (David ve dig. 2013)
omurilik astrositlerinde TLR9 ekspresyonu gosterilmistir. Bu bakimdan, tez ¢alismasinda
TLR9 antagonisti CpG ODN 2088’in saf astrosit kilturlerine direkt etkisi arastirilmistir ve
CpG ODN 2088’in astrositlerden IL-6, MCP-1 ve CXCL1 kemokin ve sitokinlerinin
salgisin1 azalttigr in vitro gosterilmistir. Ayrica, TLR9™ astrositlerle yapilan ¢alismalarla
da CpG ODN 2088’nin TLRY araciligi ile kemokin ve sitokin salgisini etkiledigi
dogrulanmistir. Bu bulgular TLR9’un bazal astroglial islevlerin diizenlenmesinde rol
oynadigina igaret etmektedir. Sitokinler, kemokinler ve reseptorleri hem ndronal hem de
glial hucrelerde sentezlenir ve glial aktivasyon araciligiyla bagisiklik hiicrelerinin
infiltrasyonunu kolaylastirarak merkezi sinir sisteminin inflamatuar cevabinda 6nemli rol
oynarlar (Y. L. Lee ve dig. 2000). Bunun yani sira kemokinler ve reseptorleri, glia ve
noronlar arasinda iletisime aracilik ederler (Z. J. Zhang ve dig. 2013). Bu c¢alismada analiz
edilen sitokin ve kemokinlerin omurilik yaralanmalariyla iligkileri daha &nce yapilan
caligmalarda belirtilmistir. Omurilik yaralanmalarinin ardindan IL-6, MCP-1 ve CXCL-1
ekspresyonlarinda artis meydana geldigi gosterilmistir. Birkag¢ ¢alismada IL-6, MCP1 ve
CXCL1 molekiillerinin néropatik agrinin gelisiminde gorev aldig1 gosterilmistir (Guptarak
ve dig. 2013, Kiguchi ve dig. 2012, Z. J. Zhang ve dig. 2013) Ornegin, omurilik hasari
uygulanan ve kronik agr1 belirtisi gosteren siganlarin omuriliklerinde 1L-6 ekspresyonunda
ciddi bir artis oldugu belirlenmistir (Guptarak ve dig. 2013). Ozellikle astrositlerden
salgilanan CXCL-1 ve MCP-1’in merkezi hassasiyetin ve noropatik agrinin korunmasinda
onemli rol oynadigi bilinmektedir (Gao ve dig. 2009, Z. J. Zhang ve dig. 2013). Bu
nedenle in vitro elde edilen bulgular, CpG ODN 2088’in omurilik yaralanmalarin ardindan
tedavi amaghi kullammmiin agri seviyesini azaltmasi yoOnlnde etki yaratabilecegini
diisiindiirmektedir.

Calismada CpG ODN 2088’in astrositlerde bazal sitokin ve kemokin salgisini
etkilediginin belirlenmesi CpG ODN 2088 uygulanan astroglial CM’nin néronal canlilik

Uzerine etkisini arastirmaya yoneltmisti. CpG ODN 2088 ile muamele edilen
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astrositlerden elde edilen CM’lerin omurilik néron kiiltiirlerinde canli néron sayisini
beklenmedik bir sekilde azalttigi belirlenmistir. Astroglial TLR9 inhibisyonunun néronal
canlilik tizerine olumsuz etkilerinin altinda yatan molekiler mekanizmay: aydinlatmak
amaciyla proteomik analiz yapilmistir. Bu amagla omurilik néronlart vehicle veya CpG
ODN 2088 ile muamele edilen astrositlerden elde edilen CM’lere maruz birakilmis ve 24
sa inkibasyonun sonunda noéronlardan protein o6zltleri elde edilmistir. Etiketsiz
karsilagtirmali proteom analizi CpG ODN 2088 ile muamele edilen astroglial CM’nin
omurilik ndronlarinda TrkB protein seviyesinde azalmaya neden oldugunu gostermistir ve
bulgu western blot analizi ile dogrulanmistir. BDNF/TrkB sinyal iletimi hiicre i¢inde farkli
sinyal yolaklarini aktive ederek noronal hayatta kalim, aksonal biiyliime, sinaptik iletim
gibi bircok noronal islevin diizenlenmesinde gorev alir (Weishaupt ve dig. 2012). TrkB’nin
noronal hayatta kalimi destekleyici etkisi g6z Oniinde bulunduruldugunda omurilik
noronlarinda TrkB’nin protein seviyesinin azalmasi, CpG ODN 2088’e¢ maruz birakilmis
astrositlerden elde edilen CM’nin omurilik néron kiiltiirlerinde canli ndéron sayisinin
azalmasma yol acan mekanizmalardan biri olabilecegi diisiiniilebilir. Bir¢ok ¢alismada
omurilik yaralanmalarinda BNDF/TrkB ekspresyonunun ve sinyal iletiminin 6nemine
dikkat c¢ekilmistir. Omurilik yaralanmalarinin ardindan torasik ve lomber omurilik
dokusunda ndrotrofin ve norotrofin reseptorlerinin ekspresyonunda degisim meydana
geldigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Qiao ve Vizzard 2005). Leibl ve dig. (2001)
kontiizyon hasart uygulanan siganlarda hasarli dokuda bir giin sonra butin Trk
reseptorlerinin transkripsiyonun azaldigini géstermis ve bunun omurilik yaralanmalarinin
ardindan hiicre kaybina yol agan mekanizmalarindan biri olabilecegine dikkat ¢ekmistir.
Ayni calismada hasar g¢evresinde astrositlerde ve ependimal hiicrelerde truncated TrkB
izoformunun ekspresyonun arttigi gosterilmis ve bunun kronik omurilik yaralanmalarinda
BDNF’nin aksonal rejenerasyonu ve noéronal hayatta kalimi destekleyici etkisinin
azalmasina neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Liebl ve dig. 2001). Bir bagka ¢alismada
C2 hemisection uygulanan si¢anlarda diyafram motor noronlarinda TrkB mRNA ve
protein ekspresyonlarinda artis meydana geldigi gosterilmis ve BDNF/TrkB sinyal
iletiminin yaralanmanin ardindan diyafram islevlerinin geri kazaniminda onemli rol
oynayabilecegi ileri siiriilmistiir (Sieck ve Mantilla 2009). Bunlarin yani sira omurilik
yaralanmalarimin ardindan BNDF uygulamasinin néronlar1  koruyucu etkisi farkl
caligmalarda gosterilmistir. T11 hemisection bolgesine BDNF enjeksiyonunun L1’de
Clarke’s Nucleus noéronlarinin hayatta kalim oranini arttirdigi gosterilmistir (Yick ve dig.

1999). Buna karsin, servikal omurilik hasarmin ardindan BDNF’nin Clarke’s Nucleus
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noronlarinin  kaybim1 azaltamadigi belirtilmistir (Novikov ve dig. 1997). Kisacasi,
BNDF/TrkB sinyal yolaginin aktivasyonu hasar sonrasi néronlarin korunmasini ve hayatta
kalimmi uyarict etki olusturmasina ragmen bu etki noronal popllasyona ve hedef
hiicredeki reseptor ekspresyonuna bagl olarak degiskenlik gosterir (Weishaupt ve dig.
2012). Bu bilgiler 1s1ginda, TLR9 inhibisyonu astrositlerden salinan BNDF miktarinin
azalmasina dolayisiyla bu astrositlerden elde edilen CM’lerle muamele edilen néronlarda
TrkB ekspresyonunun azalmasina neden olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak, hem
astrositlerin hem de noronlarin BDNF sentezledigi gercegi goz ardi edilmemelidir. Bu
bakimdan, néron kiiltiirlerinin astroglial CM ile muamelesinin néronlardan BDNF salgisini
ve dolayisiyla néronal canliligi etkileyebilecegi de sdylenebilir. Bu iki hipotezi test etmek
amaciyla ELISA ile CM’deki BDNF konsantrasyonlar1 6l¢iilmiistiir. Ancak hem astrosit
kaltarlerindeki hem de noron kultirlerindeki BNDF miktarlar1 ELISA lineer araliginin
altinda oldugu igin 6l¢iim yapilamamistir. Bunun yani sira, CpG ODN 2088 ile muamele
edilen astroglial CM omurilik noéronlarinda TrkB ekspresyonunun azalmasina Sebep
olabilecegi gibi TrkB seviyesindeki degisimin nedeni bu kiiltiirlerde TrkB eksprese eden
noron sayisinin azalmasi da olabilir. Bu c¢alismada ilk defa astroglial TLR9 sinyal
iletiminin  omurilik noronlarinda TrkB sinyal yolaginin diizenlenmesinde rol
oynayabilecegine dikkat cekilmis ancak TLR9 ile norotrofin sinyal yolagi arasindaki
iligkinin aydinlatilmasi i¢in bir¢ok soruyu da beraberinde getirmistir.

Astrositlerle yapilan bu deneylerden elde edilen sonuglarin, TLR9 antagonisti CpG
ODN 2088’in omurilik yaralanmalar1 Gzerine olumlu etkileri [termal hassasiyetin, hasara
baglh inflamasyonun azalmasi (David ve dig. 2013) ve mesane islev kayiplarinin
lyilestirilmesi (David ve dig. 2014)] ile geliskili oldugu diisiiniilebilir. Ancak BDNF/TrkB
sinyal iletiminin kronik agrinin olusumunda ve devamliliginda 6nemli rol oynadig1 goz
ardi edilmemelidir. Siganlarla yapilan bir c¢alismada omurilige ekzojen BNDF
enjeksiyonunun agr1 olusumunu tetikledigi ve kronik agrinin devamliliginda gorev aldig
gosterilmistir (Constandil ve dig. 2011). Bir baska c¢alismada siganlarda sinir
yaralanmalarima bagli olarak spinal dorsal horn’da BDNF miktarinin arttigni ve
BNDNF/TrkB sinyal yolaginin noropatik agri olusumunu indiikledigi belirtilmistir (Geng
ve dig. 2010). Bu baglamda CpG ODN 2088’in, farelerde omurilik yaralanmasina bagli
olarak gelisen agr1 hassasiyetini noronal TrkB seviyesini astrosit aracili etkenlerle
diisiirerek diizenleyebilecegi diisiiniilebilir. Ancak bu olasi mekanizmanin aydinlatilmasi
icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismada, CpG ODN 2088’in kontlizyon

hasar1 uygulanan disi farelerde hasar merkezinde in vivo TrkB ve TrkC protein seviyeleri
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Uzerine etkileri western blot yontemi ile belirlenmistir. In vitro bulgulardan farkli olarak
TrkB ve TrkC protein seviyelerinde, hasara ya da CpG ODN 2088 muamelesine bagli
olarak herhangi bir degisim gézlenmemistir. Ancak bu bulgular dokudaki tum hiicrelerde
TrkB ve TrkC seviyelerindeki degisimi yansitmaktadir. Bu reseptorler merkezi sinir
sisteminde sadece ndronlarda degil aym1 zamanda glial hiicrelerde de sentezlenmektedir
(Liebl ve dig. 2001). Western blot yontemi protein ekspresyonlarindaki degisimin
belirlenmesi icin kullanilan giivenilir ve etkin bir yontem olmasina ragmen proteinlerin
hiicre 6zgii degisimlerinin goriintiilenmesi i¢in immiinohistokimya gibi farkli deneysel
yaklagimlar da kullanilmalidir. Bu nedenle CpG ODN 2088’in omurilik yaralanmalarinda
in vivo TrkB ve TrkC sinyal yolagi tizerine etkisi daha sonra yapilacak olan ¢alismalara
birakilmistir.

Noronlarin astroglial CM ile inkiibasyonu astrositlerden salinan molekiillere karsi
noronlarin olusturacagi cevabi arastirmak amaciyla kullanilan etkin bir yontemdir. Ancak
noronlarda bulunan bircok reseptoriin astrositlerde de eksprese edildigi bilinmektedir.
Astrositlerin bu 6zelligi Ucll sinapslarda noronlardan salinan sinyalleri algilamasini ve bu
astrositlerin bu sinyallere cevap olusturmasini saglayarak ndronal islevin diizenlenmesinde
onem teskil eder (Perea ve dig. 2009). Dolayisiyla noronlar ve astrositler arasindaki karsi-
likl1 iletisim noronal homeostazda 6nemli rol oynar. Bu bilgiler 1s1ginda, ¢alismada hiicre-
ler arasinda dinamik iletisimin saglandigi astrosit-noron ko-kiiltiirleri olusturulmus ve
TLRY antagonisti CpG ODN 2088’in ndronal canlilik iizerine etkisi arastirilmistir. Ko-
kiltarler vehicle veya CpG ODN 2088 ile muamele edilmis ve 24 saat sonunda ndronal
canlilik ol¢iilmiistiir. CpG ODN 2088 uygulanan ko-kiiltiirlerde néron sayisindan anlamli
bir azalma tespit edilmistir. Ancak CpG ODN 2088 uygulanan ko-kulturler ile néron kiil-
tiirleri kiyaslandiginda kiiltiirdeki canli néron sayisinda bir degisiklik tespit edilmemistir.
Bu bulgular CpG ODN 2088’in ko-kiiltiirlerde astrositlerin néronal hayatta kalimi destek-
leyici etkisini baskiladigin1i ancak noéronal sinyallerin varliginda CpG ODN 2088’in
astroglial toksisiteye neden olmadigimi diisiindiirmektedir. Bununla beraber TLR9™
astrosit-TLR** noron ko-kiiltiirlerinde CpG ODN 2088 néronal canhihg etkilemedigi
gOsterilmistir. Bdylece, astrosit-ndron ko-kiltirlerinde CpG ODN 2088 muamelesinin
ardindan canli noéron sayisindaki azalmanin astroglial TLR9’un baskilanmasindan
kaynaklandig1 sOylenebilir.

Ozetle, bu ¢alismada CpG ODN 2088’in omurilik ndronlar1 tizerine direkt etkisi
hayatta kalimi desteklemesi yoniinde olmasina ragmen, astroglial TLR9’un

baskilanmasinin néronal canlilig1 olumsuz etkiledigi ortaya konulmustur.
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5.1 Smirhliklar

Bu calismada omurilik noron kiiltiirlerinde CpG ODN 2088’in noronlart KA’ nin
yol agtigr hiicre oliimiinden korudugu gosterilmistir. Bunun tersine CpG ODN 2088’in
astrosit aracili etkisinin ndronal canlilig1 azaltan yonde oldugu astroglial CM veya astrosit-
noron Kkiiltiirlerinde yapilan c¢alismalarda gosterilmistir. Bu kiiltiirlerde ise ndronlara
herhangi bir eksitotoksik hasar uygulanmamistir. Dolayisiyla TLR9 un astrosit-aracili
etkisi omurilik ndronlarmin bazal iglevleri iizerinedir. Bu sebeple, eksitotoksik hasar
uygulanan omurilik noéronlarinda TLR9’un astrosit aracili etkisinin aragtirilmasi da
planlanmistir. Ancak KA’nin astrositlerde de eksitotoksik hasar yarattigi bilindiginden,
astrosit-noron Kko-kiiltiirlerinde yeniden bir doz optimizasyonu g¢alismasi gerekmektedir.
Benzer sekilde astrosit-noron kultirlerinde CpG ODN 2088’in noronal TrkB ve TrkC
protein seviyeleri tizerine etkisinin arastirilmasi diisiiniilmiistiir. Ancak ko-kulttrlerle ilgili
caligmalar zaman kisitlamasi sebebiyle yapilamamis ve bu caligmalar daha sonraki
arastirmalara birakilmistir. Ayrica TLR’lerin noronlar {izerine direkt etkisini gosteren ¢ok
fazla ¢aligma olmadig i¢in tez ¢aligmasinda daha ¢ok bu alana odaklanilmistir.

Tez caligmasinda in vitro bulgularin yani sira CpG ODN 2088’in omurilik hasari
uygulanan farelerde hasar merkezindeki protein ekspresyonlarina etkisini gosteren
bulgulara yer verilmistir. Ancak in vivo elde edilen bu bulgular CpG ODN 2088’in hiicre
kiiltiiriinde yarattig1 etkileri desteklememistir. In vitro bulgular sadece ndronlarda protein
ekspresyonundaki degisimi yansitmaktadir, buna karsin in vivo ¢aligmalar tiim dokudaki
protein miktarindaki degisimi ifade etmektedir. Omurilik hasarinin hiicrelerde yarattigi
etki ve hiicrelerin TLR ligandlarina cevabi farkli oldugu i¢in proteomik yaklagimlarin yani
sira immiinohistokimya gibi yontemler kullanilarak hedef proteinlerin farkli hiicrelerdeki

degisimleri goriintiilenebilir.

81



6. SONUCLAR ve ONERILER

Sonug olarak, elde edilen bulgulara dayanarak CpG ODN 2088’in omurilikte ayni
anda bircok hucre tipinde etkili olabilecegi ve bununla beraber CpG ODN 2088’in bircok
farkli mekanizmay1 diizenleyebilecegi soylenebilir.

Bu ¢alismada, omurilik yaralanmasi sirasinda TLR9 antagonisti CpG ODN 2088’in
noronlar1 ikincil hasardan ER stresi cevabimi dilizenleyerek direkt olarak veya hasar
merkezinde pro-inflamatuar hlicresel ve molekiiler reaksiyonlar1 azaltarak indirekt olarak
koruyabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bunun yan1 sira CpG ODN 2088’in astrositlerin néronlari
destekleyici etkisini kisitlamasina ragmen IL-6, MCP-1 ve CXCL1 gibi kronik agr
gelisiminde ve devamliliginin korunmasinda yer aldig: bilinen bu sitokin ve kemokinlerin
salgisimm azaltarak astrositler araciligiyla olumlu etki yaratabilecegi de olasilik
dahilindedir. Benzer sekilde astroglial TLR9 antagonizminin omurilik néronlarinda TrkB
protein seviyesini azaltmast CpG ODN 2088’in omurilik yaralanmalarinin ardindan
TrkB’nin aracilik ettigi ndropatik agr1 olusumunu etkileyebilecegi diisiiniilebilir. Ozetle,
CpG ODN 2088’in noronlarda direkt veya astrosit aracili etkisi tamamen birbirinin karsiti
olmasina ragmen TLR9 antagonizminin omurilikte net etkisi yararli yonde olabilir.
Nitekim daha 6nceki ¢calismada CpG ODN 2088’in noropatik agri olusumunu kisitladigi ve
omurilik yaralanmasina bagli gelisen mesane islev kaybinm iyilestirdigi rapor edilmistir
(David ve dig. 2013, 2014).

Tez calismasinda TLR9’un omurilik ndronlarinda eksitotoksisite ile uyarilan ER
stresi cevab1 ve UPR ile iliskisine dikkat ¢ekilmistir ancak TLRY ile UPR sinyal yolagi
arasindaki mekanik iliski ortaya konulamamistir. UPR sinyal iletimi endojen veya ekzojen
strese kars1 hiicre homeostazinin korunmasinda énemli bir mekanizma oldugundan ileriki
caligmalarda TLR9 ile UPR arasindaki etkilesimin aydinlatilmast TLR9 ligandlarinin
tedavi amagh kullanimina yonelik ¢aligmalar icin 6nem arz etmektedir.

Calismada dikkat ¢eken bir diger bulgu omurilik néronlarinda CpG ODN 2088’in
Parkin proteininin ekspresyonunu degistirmesidir. Parkin proteini néronlarda birgok
proteinin proteazomal degradasyonuna onciiliikk ederek noronal islev ve hayatta kaliminin
diizenlenmesinde gorev alir (Henn ve dig. 2007). Parkin proteinin islevleri ozellikle
Parkinson Hastalig1 ile ilgili yapilan g¢alismalarda tanimlanmis ve Parkin genindeki
mutasyonlarin nérodejeneratif siireglerle iliskisi bircok caligmada ortaya konulmustur. Bu

bakimdan omurilik yaralanmalarinda Parkin proteininin roliiniin ve TLRO ile iliskisinin
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ortaya konulmasi1 gerek omurilik yaralanmalarinda noérodejeneratif mekanizmalarin

aydinlatilmasina gerekse tedaviye yonelik yaklasimlarin gelistirilmesine katki saglayabilir.
y g yey Y $ gelis glay
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