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OZET

BDNF’nin NLRP3 Inflamazomu ve NLRP3 Aracili Piroptoz Uzerine Etkisinin

Incelenmesi

Inflamazomlar, patojenle iliskili molekiiler yapilar (PAMP) ya da hasarlanma ile
iligskili molekiiler yapilar (DAMP) gibi ¢esitli uyarilarla aktive olan ve dogustan gelen
bagisiklik yanitinda 6nemli bir rol oynayan multiprotein komplekslerdir. NOD-benzeri
reseptOr ailesi pirin domain igeren protein 3 (NLRP3) inflamazomu aktive oldugunda
kaspaz-1 aracilifiyla interlokin-1p (IL-1B) ve interlokin-18 (IL-18) gibi sitokinlerin salinimi
gerceklesmektedir. NLRP3  inflamazomu aktive oldugunda hiicre Oliimii de
gergeklestiginden, inflamazom aktivasyonunun regiilasyonu ve inhibisyonu inflamasyonla
iligkili hastaliklarin tedavisinde ve 6nlenmesinde faydali bir yol olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Bu nedenle, inflamasyonun azaltilmasinda immiinomodiilator terapStik endojen molekiillere
oldukga ihtiya¢ vardir. Immiinomodiilatér etkilere sahip bir ndrotrofin olan beyin kaynakli
norotrofik faktdér (BDNF), asir1 inflamasyonu baskilamak ig¢in ¢ekici bir adaydir. Ancak,
BDNF’nin NLRP3 inflamazomu ve NLRP3 inflamazomunun neden oldugu inflamatuar
hiicre 6liim tiirii olan piroptozu nasil etkiledigi heniliz arastirilmamistir. Bu calismada,
BDNF’nin NLRP3 inflamazom aktivasyonu, gasdermin D (GSDMD)-aracili piroptotik
hiicre olimii ve bu yolagin negatif diizenleyicileri tiizerine etkisinin incelenmesi
amagclanmustir. In vivo modelde, Bdnf ™" ve Bdnf ™ farelerde lipopolisakkarit (LPS) ve
Nigerisin (Nig) uygulanarak NLRP3 inflamazom aktivasyonu saglandi. NLRP3 inflamazom
aktivasyonunun sonunda, serum Orneklerinde BDNF, IL-1 ve IL-18 seviyeleri ELISA
yontemiyle, hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokusu 6rneklerinde ise
NLRP3 inflamazom yolagi ve bu yolagin negatif diizenleyicileri ile iligkili proteinlerin
seviyeleri Western blot yontemiyle belirlendi. BDNF eksikliginin niikleer faktor kappa B
(NF-kB) inhibisyonu yoluyla NLRP3 inflamazomu ile iliskili proteinlerin seviyelerini
arttirdigi, IL-1PB ve IL-18 salinimin1 ve piroptotik hiicre 6liimiinii uyardig: ortaya koyuldu.
Ayrica, BDNF eksikliginin NLRP3 inflamazom aktivasyonunun ve piroptozun
inhibisyonunda 6nemli yollar olan otofajiyi, otofagozom olugumunu ve plazma membran
onarimin1 inhibe ettigi gosterildi. Sonu¢ olarak, BDNF eksikligi inflamazom

aktivasyonunun ve GSDMD-aracil1 piroptozun artmasina neden olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: ESCRT-III sistemi, NLRP3 inflamazomu, Otofaji, Piroptoz
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ABSTRACT

Investigation of The Effect of BDNF on NLRP3 Inflammasome and NLRP3
Mediated Pyroptosis

Inflammasomes are multiprotein complexes that are activated by various stimuli such
as pathogen-associated molecular patterns (PAMP) or damage-associated molecular patterns
(DAMP) and play an important role in the innate immune response. When the NOD-like
receptor family pyrin domain-containing protein 3 (NLRP3) inflammasome is activated,
cytokines such as interleukin-1p (IL-1B) and interleukin-18 (IL-18) are released via caspase-
1. Since cell death also occurs when the NLRP3 inflammasome is activated, regulation and
inhibition of inflammasome activation may be a useful way to treat and prevent
inflammation-related diseases. Therefore, immunomodulatory therapeutic endogenous
molecules are highly needed to reduce inflammation. Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), a neurotrophin with immunomodulatory effects, is an attractive candidate for
suppressing excessive inflammation. However, how BDNF affects the NLRP3
inflammasome and pyroptosis, a type of inflammatory cell death caused by the NLRP3
inflammasome, has not yet been investigated. In this study, it was aimed to examine the
effect of BDNF on NLRP3 inflammasome activation, gasdermin D (GSDMD)-mediated
pyroptotic cell death, and negative regulators of this pathway. In the in vivo model, NLRP3
inflammasome activation was achieved by applying lipopolysaccharide (LPS) and nigericin
(Nig) in Bdnf " and Bdnf ¥ mice. At the end of NLRP3 inflammasome activation, the
levels of BDNF, IL-1p and IL-18 in serum samples were determined by ELISA method, and
the levels of proteins related to the NLRP3 inflammasome pathway and negative regulators
of this pathway in hippocampus, cortex, liver, epididymal adipose and muscle tissue samples
were determined by Western blot method. It was revealed that BDNF deficiency increased
the levels of NLRP3 inflammasome-related proteins through the activation of nuclear factor
kappa B (NF-«xB), stimulated the release of IL-1B and IL-18 and pyroptotic cell death.
Additionally, BDNF deficiency was shown to inhibit autophagy, autophagosome formation,
and plasma membrane repair, which are important pathways in the inhibition of NLRP3
inflammasome activation and pyroptosis. As a result, BDNF deficiency causes increased

inflammasome activation and GSDMD-mediated pyroptosis.

Keywords: Autophagy, ESCRT-III machinery, NLRP3 inflammasome, Pyroptosis
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1. GIRIS ve AMAC

Inflamazomlar, cesitli patojenik veya fizyolojik uyarilarla aktive edilen, dogustan
gelen bagisiklik yanitinda 6nemli bir rol oynayan multiprotein komplekslerdir. NLRP3
inflamazomu, ¢esitli fizyolojik/patojenik uyaranlarla veya doku hasarina yanit olarak aktive
edilen hiicre i¢i multiprotein kompleksidir ve dogustan gelen bagisiklik sisteminde ve
inflamasyonda merkezi bir rolii vardir (1, 2). Bu kompleks; NLRP3, apoptozla iliskili speck
benzeri protein (ASC) ve pro-kaspaz-1’den olusur (3). NLRP3 proteini, LPS gibi
PAMP’larin ve hiicre dis1 adenosin trifosfat (ATP) ve Nig gibi por olusturan toksinler gibi
DAMP’larin neden oldugu hiicresel degisiklikleri algilayan bir "sensor proteini" olarak
gorev goriir (1, 4-8). NLRP3 inflamazom aktivasyonu i¢in priming ve aktivasyon sinyali
olmak {izere iki sinyal gereklidir. Ilk olarak, priming sinyali, toll-benzeri reseptdrler
(TLR'ler) gibi patern tanima reseptorleri (PRR'ler) tarafindan indiiklenir. TLR'ler LPS gibi
PAMP’lar veya diger endojen faktorler tarafindan aktive edilir. Bu sinyal, NF-«xB
araciligryla NLRP3, pro-IL-1p ve pro-IL-18'in transkripsiyonunu uyarir (4-8). PAMP'ler
veya DAMP'ler gibi bir NLRP3 aktivatoriiniin taninmasiyla olusan aktivasyon sinyali,
multiprotein komplekslerinin biraraya gelmesini saglar ve inflamazom aktivasyonu
tamamen uyarilir (9, 10). Aktive NLRP3 inflamazom kompleksi kaspaz-1’in ayrilmasin
saglayarak pro-IL-1B ve pro-IL-18'i proteolitik olarak keser ve onlarin aktif formlar1 olan
IL-1PB ve IL-18'e doniisiimiinii saglayarak salgilanmasini uyarir (3, 11, 12). Ayrica kaspaz-
1, GSDMD'nin béliinmesine de aracilik eder. Bu bdliinmeyle olusan N-terminal fragmenti,
plazma membraninda por olusturarak membran biitiinliigii kaybma ve IL-1p ve IL-18
salinimina neden olur. Béylece GSDMD porlar1 inflamatuar hiicre 6liim tiirii olan piroptozu

uyarmaktadir (13).

NLRP3 inflamazom aktivasyonu ve NLRP3-aracili piroptotik hiicre 6liimii, tasima
icin gerekli olan endozomal smiflandirma kompleks-III (endosomal sorting complexes
required for transport, ESCRT-III) aracili plazma membran onarimi, otofaji aktivasyonu gibi
farkli molekiiler yolaklar aracilifiyla negatif olarak diizenlenebilir. Otofaji, stres
kosullarinda hiicresel homeostazi korumak i¢in gerekli bir mekanizmadir (14). Otofaji
disfonksiyonu hiperinflamasyon ve asir1 inflamazom aktivasyonu gibi hiicresel tepkilere yol
acabilir (15, 16). Otofaji yoluyla sitozolden inflamazomlar1 aktive eden uyaranlarin,
inflamazom bilesenleri ve sitokinlerin uzaklastirilmasiyla inflamazom aktivasyonu

diizenlenebilir (16-18). Inflamazom aktivasyonunun ardindan ESCRT-III sistemi, membran



biitiinliigiinii korumak i¢in GSDMD-aracili piroptozun neden oldugu hasarli plazma
membranlarini onarir (13, 19). Bu siire¢ hem pro-inflamatuar sitokin sekresyonunu hem de

piroptotik hiicre 6liimiinii sinirlandirmaktadir (20, 21).

NLRP3 inflamazomu dogustan gelen bagisiklik i¢in gereklidir; ancak anormal
NLRP3 inflamazom aktivasyonu inflamatuar, metabolik, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif
hastaliklar gibi cesitli hastaliklarin patogenezi ile iliskilidir (1, 22, 23). Bu nedenle,
bagisiklik homeostazin1 korumak i¢in NLRP3 inflamazom aktivitesinin siki bir sekilde
diizenlenmesi gerekir (24). NLRP3 inflamazomunun insan sagligi ve hastaliklar iizerine
artan aragtirmalara ragmen, endojen diizenleyici mekanizmalart biiyiik Olcilide
bilinmemektedir. Bu nedenle, inflamazom aktivasyonun negatif diizenlenmesinde yer alan
mekanizmanin anlasilmasi, bu hastaliklar i¢in yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine

yardimc1 olacaktir.

BDNF merkezi ve periferal sinir sistemindeki ndronlarin gelisiminde, sagkaliminda
ve plastisitesinde hayati bir rol oynayan énemli bir norotrofindir (25-27). Ayn1 zamanda
enerji homeostazi, beyin ve glukoz metabolizmasi gibi birgok diizenleyici siireclerde de rol
oynar (27-30). BDNF baslica beyin ve periferal dokularda (6zellikle iskelet kasi, karaciger
ve adipoz doku) sentezlenmektedir ve BDNF sinyalindeki fonksiyon bozuklugu veya BDNF
eksikligi ¢ok sayida norodejeneratif ve metabolik bozuklugun patofizyolojisinde rol
oynamaktadir (31-34). Ek olarak, BDNF ayrica NF-kB aktivasyonunu, timdor nekroz faktor
(TNF), interlokin-6 (IL-6), interferon-y (IFN-y) ve IL-1PB proinflamatuar sitokinlerin
iiretimini ve salgilanmasini inhibe ederek inflamatuar homeostazi da diizenlemektedir (35-
39). Ancak BDNF'nin immiinomodiilator aktivite {izerindeki etkilerini konu alan
caligmalarin sayis1 her gegen gilin artmasina ragmen, BDNF'nin NLRP3 inflamazom
aktivasyonuna ve GSDMD-aracil1 piroptoza olan etkisini aragtiran ¢ok sinirli sayida ¢aligma

vardir.

Bu tez ¢alismasinda, Bdnf ™ fareler kullanarak, BDNF’nin LPS ve nigerisin ile
uyarilan NLRP3 inflamazom aktivasyonuna, GSDMD-aracil1 piroptotik hiicre liimiine ve
bu yolagin negatif diizenleyicileri {izerine etkisinin in vivo olarak arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. inflamazom

Dogal bagisiklik sistemleri, enfeksiyonu taniyan; patojen temizleme ve doku onarimi
siirecini PRR’leri (TLR'ler, C tipi lektin reseptorleri (CLR'ler), Nod-benzeri reseptorler
(NLR'ler) ve retinoik asitle indiiklenebilir gen-I (RIG-I)-benzeri reseptorler (RLR'ler))
araciligryla baslatan ilk savunma hattidir. Inflamasyon siirecinin molekiiler mekanizmasi

baslica inflamazom yolunu icermektedir ve inflamazom aktivasyonu ana bilesendir (7, 11).

Ik olarak 2002 yilinda Dr. Jurg Tschopp ve arkadaslari tarafindan tanimlanan
inflamazomlar, cesitli fizyolojik veya patojenik uyaranlarla aktive edilen polimorfik
komplekslerdir. Inflamazomlar, patojenleri ve hasarli hiicreleri temizleme yetenegi
sayesinde dogustan gelen bagisiklik sisteminin Onemli bir bilesenidir (40, 41).
Inflamazomlar, DAMP ve PAMP gibi cesitli uyaranlari tantyan multiprotein kompleksleridir
(42, 43). inflamazomlar ayn1 zamanda, enfeksiyona sebep olan mikroorganizmalara ve
konak proteinlerinden olusan molekiillere karsi inflamasyonun baslatilmas: ve kaspaz-1

aktivasyonunun diizenlenmesinde gorevli olan bagisiklik yanitidir (44).

Inflamazom, NLR'ler, AIM2 benzeri reseptdrler (ALR'ler) veya pirinin dogrudan
veya dolayl1 olarak ASC ile biraraya gelerek efektor kaspaz-1 aktivasyonunu saglayan
molekiiler bir platformdur. Yapisal olarak, bu sensorlerin N-terminal ucunda bir CARD veya
bir pirin (PYD) domaini bulunmaktadir. Adaptér ASC bir PYD ve bir CARD domaininden
olusurken, efektor kaspaz-1 amino ucunda bir CARD domaini, merkezde biiyiik katalitik
domaini (p20) ve karboksi ucunda kiigiik katalitik domaini (p10) igermektedir (45, 46).
Kaspazlar, aktif bolgesinde bulunan sisteinin niikleofilik saldirisiyla substratlarinin C-
terminal bolgesindeki aspartik asit rezidiilerini spesifik olarak bdlen sistein bagiml
proteazlardir. Kaspazlar inaktif zimojenler olarak sentezlenir ve proteolitik boliinme ve/veya
oligomerizasyon ile aktive olurlar. Kaspazlarin bir alt kiimesi olan inflamatuar kaspazlar
dogustan gelen bagisikliga ve inflamasyona aracilik ederler. Insanlarda bunlar kaspaz-1, - 4,
-5 ve -12 ve farelerde kaspaz-1, -11 ve -12. Bunlar arasinda kaspaz-1 fareler ve insanlarda

yiiksek oranda korunmustur (47).

Bugiine kadar, NOD-benzeri reseptor ailesi pyrin domain igeren protein 1 (NOD-like
receptor (NLR) family pyrin domain-containing 1 (NLRP1)), NLRP3, NLR-family caspase
recruitment domain (CARD)-containing protein 4 (NLRC4), NOD-benzeri reseptor ailesi



pyrin domain igeren protein 6 (NOD-like receptor family-pyrin domain-containing 6
(NLRP6)) ve absent in melanoma 2 (AIM2) inflamazomlar1 dahil olmak iizere ¢esitli tipte
inflamazomlar tanimlanmistir (8). NLRP1, NLRP3, NLRP6, AIM2 ve pirinin N-terminal
ucunda bir PYD domaini, NLRP1b ve NLRC4'liin ise bir CARD domaini bulunmaktadir.
PYD igeren sensor proteinleri, ASC'nin yapisinda bulunan PYD domainine baglanir ve
ASC'nin pro-kaspaz-1'in CARD domaini ile etkilesime girerek kaspaz-1'in aktive olmasini
saglar. Buna karsilik, CARD domaini i¢eren sensor proteinleri ise, ASC olmadan prokaspaz-
I'in CARD domainine dogrudan baglanarak kaspaz-1'i aktive edebilir. Bununla birlikte,
ASC'nin varligi, bir CARD domaini igeren sensor proteinlerinin biraraya gelmesini ve
kaspaz-1'in aktivasyonunu artirabilir (45). Bunlar arasinda NLRP3 inflamazomu, en iyi

karakterize edilen ve bilimsel ¢calismalara en fazla konu olan inflamatuar sensor molekiiliidiir
(8).
2.1.1. NLRP3 inflamazomu

Dogustan gelen bagisiklik sisteminin dnemli bir bileseni olan NLRP3 inflamazomu;
innate immiin reseptor proteini NLRP3, adaptor protein ASC ve inflamatuar proteaz kaspaz-
I'den olusan sitozolik multiprotein kompleksidir (48). NLRP3, i{i¢ ana domainden
olugmaktadir: karboksi ucunda l6since zengin tekrar domaini (LRR), merkezde niikleotid
baglama domaini (NACHT) ve amino ucunda PYD. LRR, sinyal tanima kapasitesine ve oto-
inhibitor fonksiyonlara sahiptir. Adenozin trifosfataz (ATPaz) aktivitesine sahip olan
NACHT domaini kendi kendine oligomerizasyonuna aracilik eder. PYD domaini ise
inflamazom olusturmak i¢in ASC ile bir araya gelir (49). NLRP3 aracili inflamazom
aktivasyonunu saglayan PAMP ve DAMP dahil olmak {izere ¢esitli uyaranlara yanit olarak
NLRP3 bir sensor gorevi goriir ve homotipik NACHT domaininin etkilesimleri yoluyla
kendi kendine oligomerizasyona ugrar. Oligomerize NLRP3, adaptdér protein ASC’nin
amino ucunda bulunan homotipik PYD-PYD domainlerinin etkilesimleriyle bir araya
gelerek ASC speck makromolekiilii olusur (50, 51). Sonrasinda bu yap1, homotipik CARD-
CARD domainlerinin etkilesimleri yoluyla inflamazom efektor kaspaz-1'in olgunlasmamis
formu (pro-kaspaz-1) ile bir araya gelerek NLRP3 inflamazom kompleksi olusur (40). ASC
filamenti {izerinde pro-kaspaz-1’in oligomerizasyonu kaspaz-1’e olgunlasmasini saglar.
Ayrilmis kaspaz-1, sirastyla pro-I1L-1f ve pro-1L-18'"1 proteolitik olarak keser ve onlarin aktif
formlar1 olan IL-1P ve IL-18'e doniisiimiinli saglayarak salgilanmasini uyarir (43, 52-54).

NRLP3 inflamozom bilesenleri ve kompleksi Sekil 1’de verilmistir.



PYD NACHT LRR

NLRP3 Q—-—O

PYD CARD

ASC Q—:] Aktif NLRP3 inflamazom

kompleksi
CARD Kaspaz

Pro-kaspaz-1 :]_* < e -

— NLRP3 Aktivasyon sinyali -~ =
ASC _:] — P _ S
Pro-kaspaz-1 [:—* ® 4 ’ ‘ \

NLRP3 inflamazomu L4 °

L B

Aktif kaspaz-1

Sekil 1. NRLP3 inflamozom bilesenleri ve kompleksi (Otlu’dan, 55)

2.1.2. NLRP3 inflamazom Aktivasyonu ve Aktivatorleri

PAMP’lar ve DAMP’lar araciligiyla NLRP3 inflamazom aktivasyon mekanizmasi,
priming ve aktivasyon sinyalinden olusan iki asamali bir siiregtir. Ilk sinyal olan priming
asamasi iki fonksiyona sahiptir. ilk fonksiyonu, NLRP3, pro-IL-1f’nin ve pro-IL-18’in
inflamazom bilesenlerinin ekspresyonunu uyarmaktir. Priming asamasi sirasinda, endojen
sitokinler (IL-1, TNF-a, IFN), TLR’ler veya sitokin reseptorleri (IL-1R ve TNFR) NF-
kB’nin aktivasyonunu uyarir. NF-xB daha sonra NLRP3, pro-IL-1B ve pro-IL-18’in
transkripsiyonunu uyarir (5, 6, 56, 57). Priming asamasinin ikinci fonksiyonu ise, NLRP3'lin
fosforilasyon/  defosforilasyon, sumolasyon,  ubikitinasyon/  deubikitinasyon,
asetilasyon/deasetilasyon ve nitrosilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlarini
(PTM'ler) saglamaktir. Kisaca, priming asamast hem transkripsiyonel diizenleme ve hem de

PTM'ler araciligiyla NLRP3 inflamazom aktivasyonu i¢in ¢ok dnemlidir (46, 48, 50, 58).

Ikinci asama olan “aktivasyon” asamasinda, NLRP3 inflamazom aktivasyonu i¢in
eksojen/patojen tiirevli veya endojen tehlike sinyalinden olusan bir sinyal gerekmektedir.
NLRP3 inflamazomunu aktive eden sinyaller; konakgidan tiiretilen molekiiller,

amiloidojenik proteinler, a-siniiklein (a-syn), metabolik stres kaynakli molekiiller, ¢evresel



tahris edici maddeler, bakteriyel por olusturan toksinler, cildi tahris edici maddeler ve tim

patojenlerdir (50, 58). NLRP3 inflamazom aktivatorleri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. NLRP3 inflamazom aktivatorleri (Paik’ten, 50; Zangiabadi’den, 58)

DAMP  Viicut-kaynakli ATP, kolesterol kristalleri, palmitat, ¢oziiniir {irik asit, a-
syn, amiloid B (AB), serum amiloid A, prion proteini,
hiyaliironan, okside mitokondriyal DNA, siklik GMP-
AMP ve seramidler

Yabanci-kaynakli  Silika, aliiminyum hidroksit, nanoparcaciklar, karbon

nanotiipler, sap ve palmitat

PAMP  Bakteriyel LPS, peptidoglikan, bakteriyel RNA ve RNA-DNA
hibridi
Viral Cift ve tek sarmallit RNA

Ayrica aktivasyon asamasinda, mitokondriyal disfonksiyon, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretimi, iyon akis1 (K*/CI- akis1 ve Ca?*/Na" girisi), Ca* homeostazinin bozulmast,
lizozomal hasar, golgi fragmentasyonu ve metabolik degisiklikler gibi bir¢ok sayida
molekiiler veya hiicresel olaylarda da NLRP3 inflamazom kompleksinin olugsmasina katkida

bulunabilir (6, 45, 46, 51, 56).

Potasyum salinimi: K' salimmi veya hiicre i¢i potasyum diizeyinin azalmasi, Nig
(K*/H" iyonoforu) ve hiicre dis1 ATP gibi NLRP3 agonistleri tarafindan indiiklenen NLRP3
inflamazom aktivasyonuna neden olmaktadir (50). ATP, hiicre membraninda bulunan
purinerjik reseptdr ailesinin bir ligand kapili iyon kanali olan P2X purinoseptdr 7'nin (P2X7)
aktivasyonunu saglayarak hem ATP-kapili katyon kanalinin agilmasini saglar hem de
panneksin-1 araciligiyla por olusumuna neden olur. Boylece hiicre igerisindeki K*
iyonlarinin serbest kalmasina izin verir. Bununla birlikte, Nigerisin de panneksin-1
araciligryla por olusturup K" akigini saglayarak NLRP3 inflamazom aktivasyonunu indiikler
(59). ATP ve por olusturucu toksinlere ek olarak, aliiminyum, silika ve kalsiyum pirofosfat

kristallerinin tiimii K" akis1 yoluyla NLRP3 inflamazom aktivasyonunu saglar (60).

Ca’" mobilizasyonu: Ca** mobilizasyonu, proliferasyon, farklilasma, transkripsiyon,

hiicresel metabolizma ve hiicre 6liimii dahil olmak iizere gesitli hiicresel siiregleri kontrol



etmektedir. Bu tiir Ca?" mobilizasyonu, bazal durumda diisiik sitoplazmik Ca** seviyelerinin
korunmasiyla miimkiin olmaktadir (61). Ca®" mobilizasyonu ya plazma membran

>"'n1n sitozole akisini saglamak i¢in endoplazmik retikulum

kanallarinin agilmasiyla ya da Ca
(ER)-bagli hiicre i¢i Ca*>" depolarinin salinmasi ile gerceklesir. Bdylece intraseliiler Ca®*
seviyelerindeki degisiklikler NLRP3 inflamazom aktivasyonuna neden olmaktadir. Ayrica,
K" akisi, Ca®" girisi icin plazma zarinda bir karsi iyon olarak hareket ederek Ca®*
mobilizasyonunu diizenleyebilir. Bu nedenle, Ca®* girisi ve K™ akis1 NLRP3 inflamazom
aktivasyonunda koordineli olarak ¢alismaktadir. Ornegin ATP, reseptdrii P2X7 araciligiyla
zay1f bir Ca®* girisini indiikleyerek ve K* akigin1 koordine ederek Ca**'nin mobilizasyonunu
saglar. K" akisi, ER baglantili Ca®" depolarinin salimmmini ve ardindan plazma Ca®*
kanallarinin agilmasini destekler. Ek olarak, Nig, aliminyum, monosodyum {irat kristalleri

tarafindan indiiklenen NLRP3 inflamazom aktivasyonunun, yukarida belirtildigi gibi K"
akisina ek olarak Ca** girisine de bagli oldugu gosterilmistir (46).

Lizozomal hasar: Lizozomal hasar ve lizozomal proteazlardan katepsinlerin
(6zellikle katepsin B) salinimi NLRP3 inflamazom aktivasyonunu uyarmaktadir. NLRP3
inflamazom aktivasyonunu saglayan tehlike sinyalleri arasinda irik asit, kolesterol
kristalleri, AP, a-syn, aliminyum, monosodyum iirat, silika ve asbest gibi kristaller ve
partikiiler maddeler yer almaktadir. Makrofajlar, notrofiller ve mikroglialar gibi dogal
immiin hiicreleri bu partikiileri i¢ine alarak uzaklastirilmasini saglar. Ote yandan, lizozom
icindeki fazla partikiil yiikii lizozomun stabilitesini bozarak ve katepsin B'nin sitozol igine

sizmasina yol agarak NLRP3 inflamazom aktivasyonunu baslatmaktadir (50, 62, 63).

Mitokondriyal disfonksiyon: Mitokondri, hiicrelerimizde enerji iireten organeldir.
Mitokondri homeostazi bozuldugunda dogustan gelen bagisiklik sisteminin muhtemel
tetikleyicileri olarak merkezde yer almaktadir. Ayrica, mitokondri ve DNA'lar1 niikleer
genomdan bagimsiz olarak replike olur ve bu islem sirasinda mitokondriyal DNA (mtDNA)
proofreading yapilmadigindan, yaslanma ve oksidatif stresle ilgili hatalara kars1 oldukca
hassas olmaktadir (64). Ayni zamanda mitokondri ROS kaynagidir ve mitokondriyal
solunum zincirinin inhibisyonuyla olusturulan mtROS NLRP3 inflamazom aktivasyonuna
dahil olmaktadir. mtROS/mitokondriyal oksidatif stres hem mtDNA’nin sitozole
salinmasina hem de mtDNA'da anormal degisikliklere (6zellikle mtDNA oksidasyonu)
neden olmaktadir. Bu sekilde yine hiicre i¢i mtDNA’da TLR4/ interferon diizenleyici faktor

(IRF1) araciligryla NLRP3 inflamazom aktivasyonuna neden olmaktadir. Ayrica, sitozolik



Ca?" artis1 mitokondride Ca*"’un asir1 yiiklenmesine neden olmaktadir. Bu asir1 artis
mitokondriyal disfonksiyonunu indiikleyerek NLRP3 inflamazom aktivasyonuna yol
agmaktadir. Bu bilgiler birlikte ele alindiginda, NLRP3 inflamazom aktivasyonunda
mitokondriyal disfonksiyonun, mtROS ve mtDNA'nin bir rol oynadig diistiniilmektedir (5,
11). Ayrica, mitokondriye 6zgii bir fosfolipid olan ve mitokondrinin i¢ zarinda yer alan
kardiyolipin NLRP3'lin LRR'lerini baglamak i¢in dis zara yonelmektedir (65). NLRP3

inflamazom aktivasyonu Sekil 2’de gosterilmistir.
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Sekil 2. NLRP3 inflamazom aktivasyonu (McKee’den, 66)

2.1.3. Piroptoz: inflamasyonun Ana Diizenleyicisi

Hiicrelerin hayatta kalmasi ve 6liimii, cesitli sinyaller ve molekiiller tarafindan siki
bir sekilde kontrol edilir. Fizyolojik hiicre 6liimii normal fonksiyon ve doku gelisimi i¢in
cok oOnemlidir. Ancak patolojik hiicre oliimi saglimizi tehdit eden yan etkilere ve

inflamasyona neden olabilir (67). Morfolojik kriterlere dayanan hiicre oliimiiniin ilk



siiflandirmasi 1970'lerde patologlar tarafindan 6nerilmistir. Patologlar, hiicre 6liimiiniin tip
I (apoptoz), tip II (otofaji) ve tip III (nekroz) olmak {izere ii¢ ana formu oldugunu &ne
siirmiislerdir (68). En son hiicre 6liimii siniflandirmasi, Hiicre Oliimii Adlandirma Komitesi
(Cell Death Nomenclature Committee, HOAK) tarafindan formiile edilmis ve onerilmistir.
Genel olarak, hiicre 6limi, hiicre 6liimii siirecinin diizenlenip diizenlenemeyecegine bagh
olarak, “kazara hiicre 6limii” ve “diizenlenmis hiicre 6liimii” olarak ikiye ayrilir. Kazara
hiicre 6liimii, asir1 pH degisimleri, yliksek basing, yiiksek sicaklik ve anormal ozmotik stres
gibi kimyasal, fiziksel veya mekanik stres tarafindan tetiklenen kontrolsiiz bir hiicre 6liimii
tiiridiir. Diizenlenmis hiicre 6limii ise karmasik molekiiler mekanizmalar tarafindan
indiiklenen siki bir sekilde diizenlenmis bir hiicre 6liimii formudur. Kazara hiicre 6liimii pasif
bir siirecken, diizenlenmis hiicre 6limii, bir¢ok hastaligin patogenezinde 6nemli bir rol
oynayan aktif bir siirectir (48, 69). HOAK son yillarda ferroptoz, nekroptoz, entotik hiicre
6lumti, netotik hiicre 6liimii, partanatolar, lizozom bagimli hiicre 6liimii, otofaji, alkaliptoz,

oksiiptoz ve piroptoz gibi bir¢ok yeni diizenlenmis hiicre 6liimii modeli tanimlanmuistir (70).

NLRP3 inflamazom aktivasyonu siklikla piroptoz olarak bilinen kaspaz-1 bagimh
pro-inflamatuar diizenlenmis hiicre dliimiine de yol acmaktadir. inflamazom kompleksi
kaspaz-1'in otoproteolitik aktivasyonuna yol agar (71). Olgun kaspaz-1’in, inflamazom
aracili inflamatuar hiicre 6limiinden sorumlu oligomerik membran porlarinin olusumunu
saglayan GSDMD’nin proteolitik boliinmesine aracilik ettigi kesfedilmistir (13, 53). Bu
nedenle, piroptoz 2015 yilinda gasdermin aracili programli 6liim olarak tanimlanmigtir (72).
Gasdermin siiper ailesi, insanda gasdermin A/B/C/D (GSDMA/B/C/D), gasdermin E ve
otozomal resesif sagirlik (autosomal recessive deafness 59 (DFNB59))'dan, farelerde ise
Gsdmal-3, Gsdmc1-4, Gsdmd, sendromik olmayan isitme bozuklugu proteini 5 (Dfna5) ve
Dfnb59’dan olugsmaktadir. Bu korunmus proteinler arasinda, GSDMD ve DFNAS, piroptotik
hiicre 6liimiinde en c¢ok calisilan proteinlerdir. DFNB59 hari¢ tiim bu proteinler, iki
korunmus domainden olusur: N-terminal por olusturucu domain ve C-terminal baskilayici
domain (swrasiyla, PFD ve RD) (73). N-terminal domaini muhtemelen por olusumundan
dolay1 sitotoksik aktiviteye sahipken, C-terminal domaini oto-inhibitdrdiir ve bu
sitotoksisiteye karsi koruma saglar (74). GSDMA, GSDMB, GSDMC, GSDMD ve
GSDME'nin N-terminal domaini araciligiyla piroptozu uyarmaktadir. NLRP3 inflamazom
aktivasyonunu takiben, inflamatuar kaspazlar (farelerde kaspaz-1 ve -11 ve insanlarda

kaspaz-1, -4 ve -5), ozellikle kaspaz-1, sitozolik bir protein olan GSDMD'nin proteolitik



olarak boliinmesini indiikler ve N-terminal domainini C-terminal oto-inhibitér domaininden
ayrilmasini saglayarak aktive eder (75). Inflamatuar kaspazlara ek olarak, diger proteazlarin
(notrofil elastaz veya katepsin G) GSDMD'yi proteolitik olarak boliinmesini (N-terminal
fragmenti (p30) ve C-terminal fragmenti (p20)) sagladigi rapor edilmistir, bu da GSDMD'nin
bir¢ok sinyal yollartyla hem piroptotik hiicre 6liimiiniin bir substrat1 ve yliriitiiciisii olarak
kullanilabilecegini hem de IL-1f ve IL-18’in sekresyonu i¢in gerekli oldugunu
diistindiirmektedir (75, 76). Bu aktivasyon neticesinde GSDMD'nin N-terminal domaini
(p30), fostatidilinositol fosfatlar, fosfatidilserin ve kardiyolipin dahil olmak {izere membran
lipidlerine dogrudan baglanabilir. Plazma zar1 iizerinde lipid baglanmasini takiben, por
olusumu i¢cin GSDMD'nin N terminal domaininin oligomerizasyonu gereklidir. GSDMD'nin
N terminal domaini (tahmini 16 PFD monomeri) yay seklindeki oligomerleri olusturur ve
sonrasinda halka seklindeki oligomerlere doniisiir. Boylece plazma zari iizerinde 10-20
nm'lik capta sitoplazmik oligomerik porlar olusur (75, 77). Bu porlar hiicre membran
biitiinliiglinlin bozulmasina, hiicre i¢i ozmotik basincin artmasina ve IL-18 (5.0 nm), IL-1P
(4.5 nm), su (0.275 nm), Na* (0.277 nm), glisin (0.97 nm), laktat dehidrogenaz (LDH) (9.6
nm), yliksek mobilite grubu protein 1 (HMGB-1) ve 1s1 sok proteini (HSP) gibi molekiillerin
sekresyonunu saglayarak inflamasyonun yayilmasina katki saglar (8, 13, 77-79). GSDMD

poru ve piroptoz Sekil 3’te gosterilmistir.
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Sekil 3. Gasdermin poru ve piroptoz (Kovacs’tan, 77)
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GSDMD’nin aktivasyonu plazma membran biitliinliigli kaybina neden oldugu icin
piroptoz siireci baglamig olur. Diger hiicre 6liim tiirlerinden farkli olarak piroptozda, plazma
membran biitlinliigiinlin bozulmasi, hiicreye su girisi, hiicresel sisme, ozmotik lizis ve pro-
inflamatuar hiicresel igerigin salinmasi goriiliir (48). Piroptozun temel 6zellikleri Tablo 2°de

verilmisgtir.

Tablo 2. Piroptozun temel 6zellikleri (Huang’dan, 48)

Baslaticilar: DAMP’lar ve PAMP’lar

Efektorleri Kaspaz-1, -11 (veya insanda kaspaz-4, -5) ve

cogunlukla gasdermin ailesi iiyeleri

Morfolojik ozellikleri Kromatin yogunlagir.
Cekirdek bozulmadan kalir.

Hiicresel sisme ve plazma zar1 yirtilmasi goriiliir.

Inflamatuar yamt: Pro-inflamatuar

Salinan icerikler IL-1B, IL-18, IL-1a, HMGB1 ve LDH

Piroptozun diizenlenmesi tam olarak tanimlanmamakla birlikte bu alandaki
caligmalar giin gegtikge atmaktadir. Piroptozun derecesi, artan inflamazom aktivasonuyla
artmaktadir (8, 12). Yiiksek diizeyde piroptoz, inflamatuar semptomlarin siddetlenmesine,
hiicre Oliimiine ve ciddi doku/organ yetmezligine neden olabilir (80). Ayrica birgok
organelin ve plazma zarinin sitozole bakan i¢ yiizii benzer lipitlerden (fosfatidilinositol
fosfat, fosfatidilserin ve kardiyolipin) olusmaktadir. Ornegin, endoplazmik retikulumda

GSDMD poru olusursa, sitozole kalsiyum depolarindan kalsiyum akis1 saglanabilir (77).

NLRP3 inflamazom aktivasyonu ve NLRP3-aracil1 piroptotik hiicre 6liimii farkli
molekiiler yolaklarla diizenlenebilir. Bu yolaklar; ESCRT-III aracili plazma membran
onarimi, otofagozom aktivasyonu, interlokin-37 (IL-37)’nin IL-18 reseptorii (IL-18R)
/koreseptor IL-1 reseptorii 8 (IL-1R8 veya SIGIRR) ile etkilesimi veya SMAD aile iiyesi 3
(SMAD?3) reseptoriine baglanmasi araciligr ile gerceklesebilir.
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ESCRT-III aracili plazma membran_onarimiyla: ESCRT-III; Vps20 (CHMP3),
Snf7 (CHMP4A, B, C), Vps24 (CHMP3) ve Vps2 (CHMP2A, B)’den olusan dort ¢ekirdek
alt birimden ve Did2 (CHMPI1A, B), Vps60 (CHMPS) ve Istl (hlstl) yardimci

proteinlerinden olusur. Bu alt birimler sitozolde inaktif monomerler halinde bulunurlar.
Membranlar iizerinde gegici ESCRT-III heteropolimer yapisi olusturmak igin biraraya
gelirler. ESCRT-III alt birimleri, dort a-heliks yapidan olusan ortak bir ¢ekirdek alani
paylasir (81). Vakuolar protein siralama ile iliskili protein 4A (Vacuolar protein sorting 4
(VPS4A)), onaric1 kapasiteyi artirarak hiicreye hayatta kalma avantaji saglamaktadir. Vps4,
bir tip I AAA'dir (gesitli hiicresel aktivitelerle iliskili ATPaz) ve ESCRT mekanizmasinin
tek ATP tiiketen faktoriidiir. Bireysel ESCRT-III alt birimlerini sitoplazmaya geri salan
ESCRT-III polimerlerini s6kmek icin ATP hidrolizi gereklidir (82). GSDMD
gozeneklerinden kalsiyum akisi, ESCRT’yi hasarli membran alanlarina dogru ¢ekerek
hiicrelerde membran onarimin1 baslatan bir sinyal olarak hizmet etmektedir. 2018 yilinda
Science dergisinde yayinlanan bir makalede, Riihl ve arkadaglari, ESCRT-III aracili
membran onartminin - GSDMD’nin  neden oldugu piroptotik hiicre  dliimiinii
geciktirebilecegini veya onleyebilecegini ortaya koymuslardir (20). Bu ESCRT-III aracili
onarim, GSDMD porlarini ¢ikararak membran biitiinliglinli korumakta ve piroptoz sirasinda
yiiksek oranda porlu hiicrelerin nihai ozmotik parcalanmasini Onlemektedir (20, 21).
ESCRTH-III aracili plazma membran onarimi, inflamazom aktivasyonundan sonra IL-13 ve
IL-18 pro-inflamatuar sitokin sekresyonunu ve piroptozu smirlandirmaktadir. Boylece,
ESCRT-III sistemi GSDMD’nin neden oldugu hasarli plazma membranlarin1 onarimin
saglayarak piroptotik hiicre kaderini negatif olarak diizenlemektedir (20). ESCRT-III aracil

plazma membrane onarimi Sekil 4’te gosterilmistir.
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Sekil 4. ESCRT-III aracili plazma membrane onarimi (Riihl ve Broz’dan, 83)

Otofagozom _aktivasyonu_araciligiyla: Otofaji, stres kosullart sirasinda hiicresel

homeostazi stirdiirmek i¢in gerekli bir mekanizmadir (84). Bu nedenle otofaji, yeni ve daha
saglikli hiicreler elde etmek icin agrege veya yanlis katlanmis proteinlerin yikiminda, hiicre
ici patojenlerin ortadan kaldirilmasinda ve hasarli organellerin temizlenmesinde énemli bir
rolii olan hiicre i¢i bir siiregtir. Otofajideki bozukluklar hiperinflamasyon ve asir
inflamazom aktivasyonu ile inflamatuar hastaliklara yol agmaktadir (15, 16). Bu nedenle,
otofaji NLRP3 inflamazom aktivasyonu ile yakindan iligkilidir. Bir¢cok calisma ile,
otofajinin sitozolden inflamazomu aktive eden uyaranlari uzaklastirarak ve NLRP3
inflamazom bilesenlerini degrade ederek NLRP3 inflamazom aktivasyonunu negatif olarak
diizenledigi gosterilmistir (16, 17). Inflamazom bilesenleri LC3 baglayici adaptdr protein
p62'ye baglh degredasyonuyla asir1 inflamazom aktivasyonu onlenir. Monositlerde NLRP3
inflamazom aktivasyonu lizerine, NLRP3 ve ASC inflamazom bilesenleri p62 tarafindan
taninir ve otofagozomlarla birlikte lokalize olur. Bu NLRP3 inflamazomunun otofagozomlar
tarafindan yutulabilecegini ve degrade olabilecegini gostermektedir. Ayrica, farmakolojik
olarak otofajinin inhibisyonu ve p62 kaybi, NLRP3 inflamazom aktivasyonunu biiyiik

Olctide arttirmaktadir (15, 16).

IL-37’nin ILIR/IL-18 hiicre yiizey reseptorleri ile etkilesimi ve SMAD3

reseptoriine baglanmasi araciligiyla: 11.-1 sitokin ailesinin yeni bir iiyesi olan 1L-37, dogal

bagisiklik sistemi tarafindan indiiklenen genis etkili, giiclii bir anti-inflamatuardir. IL-37 iki

farkli yolla immiin sistemi inhibe edebilir. Birinci yol, IL-37’nin IL1R/IL-18 hiicre yiizey
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reseptorleri ile etkilesimi sonucu immiin sistemin inhibisyonudur. IL-37, IL-18 ile iki benzer
amino asit rezidiisiine sahiptir ve dolayistyla hiicre dis1 IL-37, sinyal yolunun iletimini
baskilamak i¢in IL-18R ve IL-1RS8 ile etkilesime girer. Boylece, IL-37-IL-1R8-IL-18R
kompleksi hem anti-inflamatuar sinyal yollarim1 aktive eder hem de NLRP3 inflamazom
aktivasyonunu baskilar (85-87). Ikinci yol ise, IL-37"nin SMAD?3 reseptoriine baglanmasi
sonucu immiin sistemin inhibisyonudur. Hiicre i¢indeki IL-37, fosforile veya fosforile
olmayan Smad3 ile etkilesime girer ve onun c¢ekirdege translokasyonunu tesvik eder.
Boylece niikleusta pro-inflamatuar sitokinlerin (IL-13, IFN-y, IL-6 ve TNF-a) gen

ekspresyonunu inhibe eder (88).
2.1.4. NLRP3 inflamazomunun Hastaliklarla iliskisi

Dogustan gelen bagisiklik sistemi, saglikta ve hastalikta c¢esitli fonksiyonlara
sahiptir. Enfeksiyona karsi ilk savunma hattin1 temsil eder ve doku onarimi, yara iyilesmesi
ve apoptotik hiicrelerin ve hiicresel kalintilarin temizlenmesinde rol oynar. Dogustan gelen
bagisiklik sisteminin asir1 aktivasyonu, sistemik veya lokal inflamatuar komplikasyonlara
yol agabilir ve inflamatuar hastaliklarin gelisimine katkida bulunabilir (89). Dogustan gelen
bagisiklik sisteminin 6nemli bir bileseni olan NLRP3 inflamazomunun anormal/ asir1
aktivasyonu, metabolik hastaliklar (obezite, ateroskleroz, tip 2 diyabet), kardiyovaskiiler
hastaliklar (iskemik ve iskemik olmayan kalp hastalig1), inflamatuar sorunlar (karaciger
hastaliklari, inflamatuar bagirsak hastaliklari, gut mikrobiyomu, romatoid artrit), kas
hastaliklar1 ve ndrodejeneratif hastaliklar (Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, multipl
skleroz, amyotrofik lateral skleroz ve diger norolojik bozukluklar) gibi ¢esitli inflamatuar
hastaliklarin patogenezi ile iligkilidir (23, 90, 91). Yanlis katlanmis protein agregatlari ve bu
hastaliklara eslik eden belirli metabolitlerin anormal birikimi, bu hastaliklarin baglamasinda
ve ilerlemesinde kritik bir rol oynayan NLRP3 inflamazomunun dogrudan aktivatorleri
oldugu kanitlanmis endojen DAMP'lardir (92). Bu nedenle, istenmeyen asir1 inflamasyonu
onlemek i¢cin NLRP3 inflamazom aktivasyonunun siki bir sekilde diizenlenmesi

gerekmektedir.

Kronik, diisiik dereceli, metabolik inflamasyon “metaflamasyon” obezite ile iligkili
bozukluklarin patogenezinde ¢ok dnemlidir (93). Obezite, ektopik lipit birikimine ve serbest
yag asitlerininin seviyelerinin artmasina yol acan adipositlerin kronik inflamasyonu ile

karakterize edilmektedir. Bu nedenle serbest yag asitlerinin yiiksek seviyeleri bir tehlike
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sinyal molekiilii olarak NLRP3 inflamazom aktivasyonuna neden olur. Ayni zamanda
obezite, tip 2 diyabet ve ateroskleroz gibi ¢esitli metabolik bozukluklarin gelisimine de katki
saglamaktadir (23). Ayrica obezite birgok organi (pankreatik, adipoz, hepatik, kalp ve kas
dokusu) da etkilemekte ve kronik metabolik ve inflamatuar degisikliklere neden olmaktadir.
Bu degisiklikler, bozulmus insiilin duyarliligina, pankreas B-hiicre disfonksiyonuna, alkole
bagli olmayan yagl karaciger hastaligina ve ateroskleroza katki saglamaktadir (94). Yapilan
arastirmalar sonucunda hiicre kiiltiirii (adipositler), deney hayvanlar1 (ob/ob veya yiiksek
yagl diyetle olusturulmus obez hayvanlar) ve insan (obez hastalar) ¢alismalarinda NLRP3,

ASC, kaspaz-1, IL-18 ve IL-1p ekspresyonlarinin upregiile oldugu bulunmustur (23).

Diyabet hastaliginda metabolik bir stres olan serbest yag asitleri, hiperglisemi ve
glukoz kontroliindeki bozukluklar immiin fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir (95-97).
Glukozun, NLRP3 inflamazomunun etkili aktivatorlerinden biri oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, diyabetin ayirt edici 6zelliklerinden biri olan hiperglisemi (glukotoksisitenin)

DAMP olarak fonksiyon gostererek NLRP3 inflamazom aktivasyonuna yol agar (98-100).

Ateroskleroz patogenezinde rol alan ATP, yiiksek glukoz, kolesterol kristallerinin,
serbest yag asitlerinin ve okside LDL seviyelerindeki artts NLRP3 inflamazom
aktivasyonuna yol agarak immiin sistemi bozmaktadir (23, 92). Ayrica, iskemik kalp
hastalig1r ve iskemik olmayan kalp hastaliginda NLRP3 inflamazom aktivasyonunun bu
hastaliklarin patogenezinde rolii oldugu ve NLRP3, IL-18, IL-1B, ROS’lar1 arttig1
goriilmektedir (23).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, NLRP3 inflamazom aktivasyonu karaciger
hastaliklarinin (karaciger fibrozu, alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaligi, karaciger
yaglanmas1 hastalif1) patogenezinde &nemli bir rolii oldugu gosterilmistir. Inflamazom
bilesenlerinin kupffer, hepatosit ve siniizoidal endotel hiicreleri gibi ¢esitli karaciger
hiicrelerinde sentezlenmektedir ve karaciger hastaliklarinda NLRP3, ASC, kaspaz-1, IL-18
ve IL-1P ekspresyonlar1 upregiile olmaktadir (23, 101).

Romatoid Artrit (RA), geri doniisli olmayan eklem yikimi ve sinoviyal inflamasyon
ile karakterize edilen otoinflamatuar bir hastaliktir. Yapilan ¢alismalarda, RA hastalarinda
sinoviyal sivilarinda ve dolasimdaki makrofajlarda/monositlerde, notrofillerde ve dendritik
hiicrelerde inflamazom bilesenlerinin (NLRP3, ASC, kaspaz-1, IL-18 ve IL-1B, mRNA ve

protein ekspresyonu) arttigi goriilmistiir (23).
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Depresyon, diinya c¢apinda 264 milyon insani etkileyen yaygin ve ciddi bir
duygudurum bozuklugudur. Giinliik yasamdaki stresli durumlara tepki olarak kisa siireli ruh
hali degisimlerinin aksine, depresyon belirtileri uzun siire devam etmektedir. Depresyon
sadece giinliik yasami etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda intihara da yol agabilir. Stres,
depresyon i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Stresin inflamasyonu indiikleyebildigi ve depresif
semptomlarin anti-inflamatuar ajanlarla kontrol altina alinabilecegi bilinmektedir. Bu
nedenle, NLRP3 inflamazomu, stress durumlarin1 immiin aktivasyonuna baglayan bir koprii
olarak fonksiyon gostermektedir. NLRP3 inflamazomunun depresyon ve duygudurum
bozukluklarinin patogenezindeki roli hem hayvan modellerinde hem de hastalarda
gosterilmistir. Major depresif bozuklugu olan hastalardan alinan periferik mononiikleer

hiicrelerde hem NLRP3 hem de kaspaz-1 ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (102, 103).

Beyinde striatum/substantia nigra pars kompakta (SNpc) bolgelerinde bulunan
dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonu/6liimii, a-syn proteinini i¢eren anormal protein
kiimeleri olan Lewy cisimciklerinin varligi ve mikroglioz (aktive mikroglial hiicrelerin
birikmesi) Parkinson hastaligi (PH) nin en 6nemli ndropatolojik ayirt edici 6zellikleridir
(104, 105). PH’nin patogenezi ¢ok karmasiktir ve hastaligin gelisimi bircok faktoriin
kombinasyonunun bir sonucudur. Yogun arastirmalara ragmen, dopaminerjik ndronlarin
6lim nedenini agiklayan birlesik bir teori bulunmamaktadir (106). Noronal dejenerasyona
neden olan mekanizmalar tam olarak agiklanamamasina ragmen ndronal dejenerasyonda, a-
syn proteostazinin bozulmasi, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, kalsiyum
homeostazi, aksonal tasima, eksitotoksisite, norotrofik faktorlerin eksikligi, ubikitin-
proteazom sistemin bozulmasi ve néroinflamasyon gibi ¢ok sayida yolun ve mekanizmanin
rol aldig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle néronal dejenerasyona neden olan bu mekanizmalar

aracilifiyla NLRP3 inflamazom aktivasyonu ger¢eklesmektedir (107, 108).

Alzheimer hastalifinin patogenezinde rol alan ve beynin hipokampiis ve korteks
bolgelerinde biriken amiloid plaklar ve hiicre dis1 (ekstraseliiler) tau proteinleri, beynin en
onemli bagisiklik hiicreleri olan mikroglialar tarafindan ¢evrelenir ve AP ve tau agregatlarina
bagli olarak mikroglial aktivasyon gerceklesir. Bu aktivasyon da dogal immiin yanit olan
NLRP3 inflamazom aktivasyonunu uyarmaktadir. Aktif mikroglialar tarafindan olusturulan
inflamatuar hasarin hastaligin erken asamalarinda ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir. Kalict
mikroglial NLRP3 inflamazom sinyali, asir1t AP ve tau birikimine, mikroglialarin AP ve tau

agregatlarin1 temizleme kapasitesinin azalmasina ve mikroglial islev bozukluguna yol agar.
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Gergekten de son zamanlarda yapilan calismalar, siddetli Alzheimer hastaliginin artan
mikroglial iglev bozuklugu ile iliskili oldugunu gdstermektedir (56, 109). Bu nedenle AB ve
tau agregatlari, beyinde ciddi seviyede NLRP3 inflamazom aktivasyonuna yol agarak
Alzheimer hastalig1 patofizyolojisine, hastaligin ilerlemesine ve bilissel azalmaya neden olur

(56, 110, 111).

Ozetle inflamazom, cesitli inflamatuar, metabolik, norolojik ve kardiyovaskiiler
hastaliklarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, bazi inflamatuar hastaliklarin tedavisi
i¢in umut verici bir hedef olabilir (23). Daha etkili terapotik bilesiklerin gelistirilmesi igin,
NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikleyen veya inhibe eden sinyal yollarinin/

molekiillerinin tam olarak anlasilmasina dayanmaktadir (102).
2.2. Norotrofinler

Norotrofinler hem merkezi hem de periferal sinir sistemlerinde ndronlarin
sagkalimini, gelisimi ve fonksiyonlarini kontrol eden temel biiyiime faktorii sinifidir.
Spesifik olarak, ndrotrofinler normal beyin gelisimi, homeostazin ve plastisitenin temel
diizenleyicileri olarak tanimlanmistir. Norotrofinler, néronlarin sagkalimini siirdiirebilmesi,
islevlerini yerine getirebilmesi, ndrotransmitter salinimini saglamasi, néronlar1 oksidatif
stresten ve apoptozdan korumasi, ndrogenezin uyarilmasina katkida bulunmasi ve sinaptik
plastisitenin diizenlenmesi gibi islevlere sahiptir. Norotrofin smifi, sinir biiytime faktorii
(NGF), beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), norotrofin-3 (NT-3), NT-4/5, NT-6 ve
NT-7 'den olusur. Bu molekiiller, yiliksek derecede yapisal ve biyolojik olarak homoloji
(~%50 oldugu tahmin edilmektedir) ve ayn1 zamanda islenmelerinde benzerlik gosterirler
(6rnegin, her norotrofin olgunlagsmamais bir proizoform olarak sentezlenir). Bu molekiillerin
her biri, trofik etkilerini sergilemek i¢in aymi kokenli bir yiiksek afiniteli reseptore
baglanmay1 saglayan "olgun" izoformu olusturmak iizere pargalanan bir prodomain igerir.
Bu noérotrofinler etkilerini, transmembran reseptor sistemlerine (tropomiyozin-iliskili kinaz
B (TrkB) ve p75 nérotrofin reseptorii (p75NR)) baglanmasina baglhidir. Biitiin norotrofinler

SNTR reseptoriine baglanir. Ancak, olgun ndrotrofinler belirli bir spesifite gosterdigi farkli

p7
Trk (TrkA, TrkB, TrkC) reseptorlerine baglanir. NGF TrkA reseptoriine, NT4 ve BDNF

TrkB reseptoriine, NT-3 ise biitiin TrkC reseptorlerine baglanabilir (112-115).
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2.2.1. BDNF ve Genel Ozellikleri

Norotrofin ailesinin bir {iyesi olan BDNF'nin sentezi ve olgunlagmasi, birkag¢ dncii
izoformun olusumunu igceren ¢ok asamali bir stiregtir (116). BDNF, sitoplazmada
endoproteazlar tarafindan veya hiicre dist matriskte bulunan plazmin veya matriks
metalloproteinazlar (MMP; MMP2 ve MMPY) tarafindan olgun BDNF (mBDNF)'ye
boliinebilen bir pro-BDNF’ye doniistiiriiliir (31, 117). Bu siireglerde, sitoplazmada, BDNF
proteini sentezlenir ve endoplazmik retikulumda bir 6ncili form olan pre-pro-BDNF olarak
katlanir. Daha sonra pre-bolge dizisinin proBDNF izoformunu iiretmek ic¢in bolindigi
Golgi aygitina tagmir. Bu proteinin, bir N-terminal pro-domaini 129 amino asitten, C-
terminali olgun domaini ise 118 amino asitten olugsmaktadir. Pro-BDNF trans-golgi aginda
intraseliiler proteazlar tarafindan (protein konvertaz 1 veya furin enzimi araciligiyla) hiicre
icinde proteolitik kesime ugrayarak 14 kDa molekiil agirligina sahip mBDNF olusur.
mBDNF, graniiller seklinde dendritic ve aksonal ug¢ bolgelere salgilanir (33, 116, 118).

BDNF’nin sentezi ve salgilanma mekanizmasi Sekil 5’te gosterilmistir.
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Sekil 5. BDNF’nin sentezi ve salgilanma mekanizmasi (Kowianski’den, 116)
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BDNF, diisiik afiniteli p75N'® (Kd ~1.0 nM) ve yiiksek afiniteli TrkB (Kd = 9.9 nM)
reseptorlerine baglanarak fonksiyonlarini gerceklestirir. Hem olgun BDNF nin hem de pro-
BDNF’nin diisiik afiniteli p75N™® reseptoriine ve prodomain yoluyla sortilin reseptdriine
baglanmasi (proBDNF/p75/sortilin kompleksi) c-Jun N-terminali kinaz (JNK), Ras homolog
gen ailesi liyesi A (RhoA) ve NF-kB sinyal yollarinin aktivasyonuyla apoptozu
tetiklemektedir (31, 117, 119). Diger taraftan, mBDNF’nin yiiksek afiniteli TrkB
reseptoriine baglanmasi, reseptoriin  dimerizasyonunu tetikler ve ardindan kinaz
aktivasyonunu baglatir. Bu asamada tirozin rezidiilerinden otofosforilasyon meydana gelir
ve p85 (PI-3 kinazin katalitik olmayan altbirimi), Shc (SH2-igeren dizi) gibi hiicre i¢indeki
hedef proteinlere baglanma bdlgeleri olusturulur. Bu proteinlerin aktive olmasiyla,
RAS/mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK), fosfatidil inositol-3-kinaz (PI3K) ve
fosfolipaz C-y (PLC) gibi bir dizi sinyal iletim yollarin1 aktive ederek hiicrenin yasamsal
fonksiyonlarma (kalsiyum homeostazini diizenlemek ve anti-apoptotik B hiicreli lenfoma 2
(Bcl-2)’yi indiiklemek igin) katki saglamaktadir. Bu sinyal kaskadlari, Ca®" aliminda,
transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunda ve Bdnf geninin de novo ekspresyonunda bir
artisa neden olmaktadir (31, 119, 120). PI3K yolu, protein kinaz1 B'yi (Akt) aktive eder.
Bunun sonucunda, hem Bcl-2-iligkili 6liim promotoriinii (Bad) inhibe eder ve hem de anti-
apoptotik proteinlerin, 6rnegin Bcl-2, ekspresyonunu arttirarak hiicrenin hayatta kalmasini
saglar. Ayrica, Akt fosforilasyonu pro-apoptotik proteinlerin (kaspaz-9 ve Forkhead)
ekspresyonunun inhibisyonuna da neden olmaktadir. PLC-y yoluyla inositol trifosfatin (IP3)
reseptOriiniin  aktivasyonu, hiicre i¢i kalsiyum depolarinin salinmasma yol agar ve
transkripsiyon faktori cAMP yanit eleman: baglayict protein (CREB) araciligiyla
kalmodulin kinaz (CamK) aktivitesinin ve dolayisiyla sinaptik plastisitenin artmasina
yardimci olur. MAPK yolu, hiicre biiylimesine ve farklilasmasina yardimer olur. MAPK ve
PI3K yolaklar1 uzun vadeli transkripsiyonel etkiler igerirken, PLCy aracili bir yanit hizli,

kisa vadeli etkilerden sorumludur (119).

BDNF ve yiiksek afiniteli reseptorii TrkB baslica beyinde (6zellikle korteks,
hipokampiis, striatum, serebellum, amigdala, lateral hipotalamus, ventral tegmental alan ve
substantia nigra, noronlarda, mikroglialarda ve astrositlerde) sentezlenmesinin yaninda
iskelet kasi, karaciger, yag dokusu kalp, gut, timiis ve dalak gibi periferal dokularda da
sentezlenmektedir (31, 33, 37, 121, 122).
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Bdnf*" Fare Modeli: BDNF'nin fizyolojik roliinii daha iyi anlayabilmek icin, Bdnf""
fareler kullanilmaktadir (123). Bdnf "~ farelerde, BDNF kodlayan alellerin birinden yoksun
olup BDNF konsantrasyonlarinin beyinde, periferal dokularda ve dolasimda yaklasik %50
azalmasi ile karakterize bir knockdown modeldir ve bu fareler o6liimciil olmayan
anormallikler sergilemektedir. Bdnf ™~ fareler dis gériiniis olarak farklilik gostermezler.
Ayrica, bu fareler normal hayat siirelerine ve iireme &zelliklerine sahiptirler. Uretim

*/* disi ve heterozigot Bdnf " erkek fareler kullanilmaktadir ve

asamasinda, genellikle Bdnf
yavrularin genotipleri belirlenir. Canli farelerden genotiplenme yapmak icin genellikle
kuyruk ucundan doku 6rnegi alinir ve bu doku 6rnegi lizis tamponuyla homojenize edilirek
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile farelerin genotipleri belirlenir. Bdnf "~ farelerde Bdnf
kodlama bolgesinin bir alleli yerine neomisin geni koyulmustur. Bu nedenle neomisin
bandimin varhig1 Bdnf"" fare oldugunun bir belirtecidir (124, 125). Bdnf"" fareler anksiyete,
azalmis lokomotor aktivite, 6grenme ve hafiza gibi néronal fonksiyonlarda bozulmalar

goriiliirken, ayn1 zamanda diyabetik, hiperfajik ve obez karaktere yatkinlik gosterirler (126-

128).

2.2.2. BDNF’nin Genel Fonksiyonlar1 ve Noroinflamasyon / inflamasyon Siirecindeki

Onemi

Beyinde ve periferal dokularda olduk¢a bol miktarda bulunan BDNF ¢ok ¢esitli
fonksiyonlara sahiptir (31). BDNF-TrkB sinyal yolunun, merkezi ve periferal sinir
sisteminin gelisimi/korunmasi, néronal plastisite (hafiza, 6grenme), sinaptogenez (yeni
sinaps olusumu), sinaptik plastisite, ndronlarmn gelisimi/farklilagsmasi/sagkalima,
nororejenerasyon, dendritik dallanma ve uyarici ve engelleyici ndrotransmitter profillerinin
modiilasyonu, anoreksigenez, uyku kontrolii, beyin metabolizmasi ve enerji homeostazinin
regiilasyonu gibi bircok mekanizmada rol alarak hiicrenin korunmasina ve hiicresel
metabolizmanin dengesine katki saglar (30, 31, 33, 129-132). BDNF normal kas kiitlesi ve
fonksiyonunun devam etmesi icin Onemlidir. Kas hiicreleri ile yapilan c¢aligsmalarda,
miyoblast progenitorlerinin korunmasinda ve miyojenik farklilagsmanin erken asamalarinda
BDNF'nin gerekli oldugu gosterilmistir. Son zamanlarda ise, kas kaynaklt BDNF'nin,
otokrin etkiyle AMP-aktive edici protein kinaz (AMPK) aracili yag oksidasyonunu
indiikledigi gosterilmistir (126). BDNF’nin reseptdrii olan TrkB’nin aktivasyonu,
noronlarda mitokondri sayisini arttiran peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptor

gama koaktivatorii 1-alfa (PGC-1a)’nin ekspresyonunu artirdigr gibi, ayni zamanda enerji
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doniistimiinii destekleyerek noronlart oksidatif stresin etkilerine karsi korudugu tespit
edilmistir (33). BDNF eksikliginin, enerji metabolizmasi ve oksidatif stres ile iligkili olan
transkripsiyon faktorlerini, 6zellikle PGC-1a ve peroksizom proliferatér aktive edici
reseptdor gama (PPAR-y)’y1 etkiledigi; bu durumun da antioksidan enzim genlerinin
diizenlenmesini degistirebildigi bulunmustur (133). BDNF, hipokampal ndronlar1 glutamat
toksisitesinden korumaktadir (134). BDNF ve TrkB etkilesimi, glutamatin glutamik asit
dekarboksilaz 67 (GAD67) yoluyla gama aminobiitirik asite (GABA) doniistiiriilmesi,
glutamat ve GABA'nin tagsinmasi, N-metil-D-aspartat reseptor (NMDAR) aktivasyonu ve
Akt’nin aktivasyonu gibi reaksiyonlarda katalitik bir etki gosterir. BDNF’nin azalmasi,
PLC-y, NMDAR ve Akt aktivasyonunda, GABA olusumunda, glutamat ve GABA
tasinmasinda gecikmelere neden olmaktadir. Bu kilit oyuncular, zamana duyarh
norotransmitter salimimini beyin sinyalini ve ndroplastik fonksiyonlari etkileyebilir. Ornegin
sizofren patogenezinde, hipokampiiste artan glutamat seviyelerinin azalan BDNF (azalan
BDNF GADG67 aracili GABA sentezini baskilar) kaynakli olabilecegi diisliniilmektedir.
Ayrica BDNF eksikligi, vezikiiler glutamat tagtyicisi (VGLUT) yoluyla bozulmus tasinmaya
karsilik gelmekte ve bdylece glutamaterjik hiicrelerdeki hiicre i¢i glutamat seviyeleri daha
da artmaktadir (135). Parikh ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, BDNF heterozigot
farelerde (Bdnf™") glutamin seviyelerinin yiiksek oldugu bulunmustur (136, 137). Literatiir
incelendiginde BDNF-TrkB sinyal yolunun aktive olmasiyla niikleer faktor eritroidden
tiiretilen 2 benzeri 2 (Nrf2)’nin aktive edildigi, BDNF eksikliginin ise glutamat ve glutamin
seviyelerini artirdig1 cesitli ¢aligmalarda gosterilmistir (135-138).

BDNF’nin Parkinson, Alzheimer, Huntington hastalig1 ve depresyon gibi norolojik
hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (139, 140). BDNF /TrkB
sinyali Alzheimer hastaliginin patolojisinde rol alan amiloidojenik siireg¢lerde 6nemli bir
diizenleyicidir (106). Yapilan ¢alismalar, BDNF polimorfizmlerinin ve insan beynindeki
azalmis BDNF seviyelerinin Alzheimer hastaliginin patogenezi ile yakindan iliskili
oldugunu gostermektedir (131). Benzer sekilde, yliksek BDNF ekspresyonunun, ilerleyen
Alzheimer hastalii noropatolojisinde biligsel azalmayr yavaslattigi gosterilmistir.
BDNF’nin, AP ve tau tarafindan indiiklenen sitotoksik etkilere, davranissal performanslari
tyilestirmeye, ndronal kaybin azalmasina, sinaptik dejenerasyonun ve ndrogenez
bozuklugunun 6nlenmesine ve 6grenme eksikliklerine karsi ndrokoruyucu etkileri mevcuttur

(130, 131, 141, 142). APP transgenik farelerde BDNF gen aktariminin, 6grenmeyi ve
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hafizay1 gelistirdigi ve APP mutasyonunun neden oldugu sinaps ve hiicre kaybini 6nledigi
bulunmustur (143, 144). BDNF’nin dogustan gelen bagisiklik hiicrelerin (mikroglia)
proliferasyonunu saglayarak bagisiklik sisteminde de onemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir

(145).

Merkezi ve periferal sinir sistemindeki onemli rollerinin disinda, son yillarda
gerceklestirilen calismalar BDNF’nin obezite, tip 2 diyabet, ateroskleroz gibi metabolik
hastaliklarla iligkili oldugunu gostermistir (32-34). Hayvan ve insan ¢alismalarindan elde
edilen bir¢ok veri neticesinde BDNF’nin yeme davraniglarinin diizenlenmesinde énemli bir
fonksiyona sahip oldugu ve bu yiizden obezite ve tip 2 diyabet gelisiminde patojenik bir role
sahip olabilecegi gosterilmistir. Keza yapilan pek ¢ok calisma ile diyabetik farelere yapilan
BDNF uygulanmasinin glukoz metabolizmasini (insiilin duyarliligini ve pankreas insiilin
iiretimini artirarak) ve lipid metabolizmasini iyilestirdigi, yiyecek tiiketimini baskiladigi
gosterilmistir (146-149). Dahasi, BDNF’nin diyabetik farelerde fazla enerji tiiketimini
arttirdigi da gosterilmistir (150). BDNF nin periferal dokularda (karaciger, kas, adipoz doku,
pankreas), TrkB/CREB araciligiyla hepatik glukoneogenezi azaltarak, glukoz, insiilin, leptin
seviyelerini azaltarak, pankreas yorgunlugunu onleyerek ve besin alimini azaltarak instilin
duyarliligint iyilestirdigi bilinmektedir. Bu nedenle, BDNF, bu etkilerinden dolay1
"metabokin" olarak da adlandirilmaktadir (151). BDNF reseptorii TrkB'nin iki izoformu
vardir: ekstraseliiler ligand baglama domaini ve sinyal iletiminde kullanilan intraseliiler
kinaz domainine sahip tam uzunlukta bir reseptdr (TrkB.FL) ve kinaz aktivitesi olmayan bir
TrkB reseptorii (TrkB.T1). TrkB.FL merkezi ve peripheral sinir sistemi noéronlarinda
sentezlenirken, TrkB.T1 sinir sistemi disinda yaygin ekspresyon gostermektedir. Fulgenzi
ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢alismada BDNF’nin yeni metabolik bir fonksiyonunu
kesfetmislerdir. Bu ¢aligmada, BDNF’nin TrkB.T1 reseptorii araciligiyla pankreas 3
hiicrelerinde insiilin salgilanmasint diizenledigini bulmuslardir. Burada, TrkB.T1'den
yoksun farelerde, bozulmus glukoz toleransi ve insiilin sekresyonu gozlenmistir. Pankreas 3
hiicresindeki BDNF-TrkB.T1 sinyali, hiicre i¢i depolardan kalsiyum salinimini tetikleyerek
glukoz kaynakli insiilin salgilanmasini artirmaktadir. Ek olarak, BDNF'nin farklilagmig
insan kas hiicreleri tarafindan da salgilanmasi1 ve TrkB.T1 yoluyla insan pankreas
adaciklarinda insiilin salgilanmasini indiikledigi bulgusu, merkezi sinir sistemi
aktivitesinden bagimsiz olarak metabolizma tizerinde BDNF'nin yeni bir diizenleyici islevi

tanimlanmustir (27).
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BDNF’nin anti-inflamatuar ve immiinomodiilator etkiler gosterdigi, ayn1 zamanda
hem nodroinflamasyon hem de sistemik inflamasyon ile de yakindan iligkisi oldugu
gosterilmistir (129, 152, 153). Tim bu etkileri goz oniine alindiginda, BDNF nérotrofin
olmasmin yaninda immiinotrofin ve metabotrofin olarak da degerlendirilmektedir (154).
Noroinflamasyon siireglerinde BDNF’nin, ¢esitli norodejeneratif hastaliklarda mikroglial
aktivasyonu hafiflettigine dair calismalar mevcuttur (39, 155-157). BDNF'nin ¢esitli yollarla
mikroglial aktivasyonunu dogrudan etkileyebilmektedir. BDNF reseptorii TrkB'ye
baglanarak ERK aktivasyonunu ve CREB fosforilasyonunu indiikleyerek NF-kB'nin
aktivitesini ve bazi anti-inflamatuar genlerin transkripsiyonunu baskilayabilir. Ayrica,
BDNF/TrkB/Akt sinyal yolu araciligiyla, CREB fosforilasyonunu indiikleyerek NF-kB ve
glikojen sentaz kinaz 3'lin aktivitesini baskilamaktadir. Bagka bir yolla da BDNF/TrkB/
MAPK sinyal yoluyla p38 ve JNK fosforilasyonunun azalmasina neden olmaktadir (31, 38).
Bdnf * farelerin fenotipinin veya azalmis BDNF seviyelerinin artan inflamasyon ile
yakindan iligkili olabilecegi bir¢ok ¢alisma ile gostermistir (158, 159). Bu hipotez, artan
inflamasyonun BDNF seviyelerini diisiirebilecegi gergegiyle de desteklenmektedir (160).
Noren Hooten ve arkadaglari, BDNF'nin inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttigini
bulmuslardir (161). Xu ve arkadaglart, BDNF/TrkB sinyal yolunun aktive edilmesiyle, NF-
kB gibi pro-inflamatuar transkripsiyon faktorlerinin downregiile oldugunu ve anti-
inflamatuar etkinin goriildiiglinti bildirmislerdir. Ayrica BDNF'nin, TNF-a, IL-1p ve IL-
6’nin ekspresyonunu baskiladigini, anti-inflamatuar bir parametre olan interlokin-10 (IL-10)
ekspresyonunu ise artirdigint belirtmislerdir (162). Jiang ve arkadaslar1 BDNF'nin, IL-10
ekspresyonunu artirarak ve TNF-a ekspresyonunu azaltarak anti-inflamatuvar etki

sergiledigini gostermislerdir (39).
2.3. Western Blot

Tek bir hiicrede binlerce farkli protein bulunmaktadir. Bu proteinlerin her biri
hiicrede belli bir biyokimyasal siirece dahil olmaktadir. Bilim insanlar1 proteinlerin
gorevlerini, yapilarini ve 6zelliklerini belirlemek adina bilimsel ¢aligsmalar yapmaktadir. Bu
baglamda belirli bir proteinin tespitinin yaninda miktarmin belirlenmesine de ihtiyag
duyulmaktadr. Ilk olarak 1979'da proteinlerin membranlara elektroforetik ve elektroforetik
olmayan sekilde transferi (protein blotlama) ile temelleri atilan western blot y&ntemi,
giinlimiize kadar biiyiik 6lclide gelisim gostermistir. Western blot, hiicrelerden elde edilen

protein karisimindan spesifik bir proteinin tayin edilmesini saglayan yiiksek hassasiyetli ve
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yar1 kantitatif bir yontemdir ve bilimsel ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
yontemde ilk olarak hiicreler, i¢indeki proteinlerin ortaya ¢ikabilmesi i¢in par¢alanir ve bir
hiicre lizat1 elde edilir. Ardindan bu protein karisimi, “jel elektroforezi” adi verilen bir
yontem kullanilarak bir jel lizerinde proteinin boyutuna gore birbirinden ayrilir. Sonrasinda
jelde birbirinden ayrilan proteinler, jel ortaminin kirilgan olmasi ve antikorlarin proteinlere
kolayca erigsebilmesi sebebiyle bir membrana aktarilir. Bu islemin ardindan membran
bloklanir ve uygun primer ve sekonder antikorlar kullanilarak hedef protein goriiniir hale
getirilir. Son asamada ise hedef protein, kemiliiminesans, floresans veya kolorimetrik

yontemler ile belirlenir (163, 164).

Farkl1 6rneklerde protein seviyelerinin giivenilir bir sekilde belirlemek i¢in dikkat
edilmesi gereken iki faktdr vardir. Bunlar, elektroforetik ayirmada her bir kuyucuga

yiiklenen toplam protein miktar1 ve blotlama asamasinda verimli bir aktarimin saglanmasidir

(165).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihaz, alet ve malzemeler Tablo 3’°te verilmistir.

Tablo 3. Tez ¢alismasinda kullanilan cihaz, alet ve malzemelerinin 6zellikleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler Uretici Firma / Model
Etiiv (37 °C) Heraeus B12
Buzdolabi (4 °C ve -20 °C) Beko

Derin dondurucu (-80 °C)

Hassas analitik terazi

Sogutmali santrifiij

Santrifiij

Mikrosantrifiij

Vorteks

Mikrodalga Firin

Mikropleyt okuyucu

pH-metre

Calkalayicili inkiibator

Orbital karistirict

Shaker cihazi

Manyetik karistiric

Sonikator

Buz makinasi

Western blot jel goriintiileme cihazi
Distile su cithazi

Ultra saf su cihazi

Dogru akim gii¢ kaynagi (300 volt)
Elektroforez Tanki

Termocycler

New Brunswick Scientific U410-86
Mettler Toledo AB204-S
Beckman-Coulter Allegra 64R
Eppendorf Centrifuge 5804
Thermo IEC Micromax

Ika Genius 3

Altus ALMD 171

Molecular Devices Versa Max
Hanna Instruments HI 9321
ShelLab/Sheldon S14-2

Niive SL 350

Bio-Rad UltraRocker

Ikamag RH

Sonics-Vibracell VCX500
Hoshizaki FM-80KE

Bio-Rad Chemidoc MP Imaging Syst.
Gf1 2004

Elga Purelab DV25
Thermo EC250-90
Thermo EC300
Applied Biosystems
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Tablo 3. Tez calismasinda kullanilan cihaz, alet ve malzemelerinin 6zellikleri (Devami)

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Uretici Firma / Model

Termomikser

Farkli hacimlerde otomatik pipetler

Dikey elektroforez ve immiinoblot sistemi
Cesitli hacimlerde steril pipet uglar1

1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipii
Biyokimya Tiipleri

Cesitli cam malzemeler

Thermo Scientific Digital DryBath
Eppendorf

Bio-Rad

Nest

Kirgen

BD Vacutainer

Isolab

3.1.2. Kullamlan Ticari Kitler, Antikorlar ve Kimyasallar

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan kitler, antikorlar ve kimyasallar iiretici firmalar1 ile

birlikte Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Tez calismasinda kullanilan kitler, antikorlar ve kimyasallar ile {iretici firmalar1

Kullanilan Kitler, antikorlar ve kimyasallar

Uretici Firma / Kod

Mouse BDNF ELISA kiti

Mouse IL-13 ELISA kiti

Mouse IL-18 ELISA kiti

BCA protein miktar tayini kiti
Clarity™ Western ECL Substrate
Anti-NF-xB p65, Monoclonal
Anti-NLRP3, Monoclonal
Anti-Kaspaz-1 (p20), Monoclonal
Anti-GSDMD, Monoclonal
Anti-LC3B (E5Q2K), Monoclonal
Anti-SQSTM1/p62 (D6MS5X), Monoclonal
Anti-VPS4A (A-11), Monoclonal
Anti-B-Actin, Monoclonal

Abnova, 381238504

Thermo Scientific, 88-7013-22
Thermo Scientific, 88-50618-22
Thermo Scientific, 23225

Bio-Rad, 170-5060

Cell Signaling Technology, 82425
Abcam, ab263899

AdipoGen, AG-20B-0042

Abcam, ab219800

Cell Signaling Technology, 83506S
Cell Signaling Technology, 23214S
Santa Cruz, sc-393428

Cell Signaling Technology, 3700S

26



Tablo 4. Tez calismasinda kullanilan kitler, antikorlar ve kimyasallar ile iiretici firmalar

(Devami)

Kullanilan Kkitler, antikorlar ve kimyasallar

Uretici Firma / Kod

Anti-GAPDH (14C10), Monoclonal
Goat Anti-Rabbit HRP
Goat Anti-Mouse HRP

GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase Seti

Deoksiniikleotid (ANTP) seti

BDNF ve Neomisin Primerleri
Proteinaz K from Tritirachium album
Agaroz

Etidyum Bromiir

Nigerisin (sodium salt)

LPS from Escherichia coli O55:B5
Proteaz ve fosfataz inhibitor kokteyli
Phosphate buffered saline (PBS) tablet
Etanol (C.HsOH)

Amonyumpersiilfat (APS) (NH4)2S2053)

Precision Plus Protein™ WesternC™ Blotting

Standards

Glisin

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

% 40 Akrilamid/Bis Soliisyonu (29:1)
Dithiothreitol (DTT-C4H100:S>)
RIPA Lysis and Extraction Buffer
Tris-base

Gliserol

Bromfenol mavisi

Izopropanol

Trikloro asetik asit (TCA)

Cell Signaling Technology, 2118S
Bio-Rad, 170-5046

Bio-Rad, 170-5047

Promega, M7805

GeneDireX, DN040-4000
Integrated DNA Technologies
Serva, 33755.02

Sigma-Aldrich, A9539
Sigma-Aldrich, E7637

Cayman Chemical, 11437
Sigma-Aldrich, L2880
Sigma-Aldrich, PPC1010

Thermo Scientific Oxoid™, BR0014G
Sigma-Aldrich, 34870

Serva, 13375.05

Bio-Rad, 1610374

Serva, 23390.04
Serva, 20765.01
Serva, SE1068001
Sigma-Aldrich, D0632
Serva, 39244.01
Sigma-Aldrich, T1503
Sigma-Aldrich, 49770
Merck, 1.08122.005
Labkim, P.0428.01.21
Merck, 1.00810.1000
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Tablo 4. Tez calismasinda kullanilan kitler, antikorlar ve kimyasallar ile iiretici firmalar

(Devami)
Kullanilan Kkitler, antikorlar ve kimyasallar Uretici Firma / Kod
Asetik asit (CH3COOH) Sigma-Aldrich, 2722
Metanol Merck, 1.06009.2511
Coomassie Brillant Blue R-250 Sigma-Aldrich, 27816
N,N,N,N-Tetrametil etilen diamin (TEMED) Serva, 35925.01
Sodyum kloriir (NaCl) Merck, 1.06400.5000
Tween-20 Merck, 8.22184.0500
Fosforik asit (H3PO4) Sigma-Aldrich, 04102
Nitroseliilloz membran (0.45 pm) Bio-Rad, 1620115
Whatman kagidi 3 mm Ge-Healthcares, 3030-861
Yagsiz siit tozu Bagdat Baharat, 2495
3.2. Yontem

3.2.1. Kullamlan Deney Hayvanlar1 ve Uygulanan Prosediir

KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na yapilan 2021/27 ve 2023/5 protokol
numarali karar (Bkz. Ek 1 ve Ek 2 Etik Kurul Onay) ile etik kurul onay1 alindiktan sonra 8-
10 haftalik erkek C57BL6/J wkina ait Bdnf " ve Bdnf ™" fareler iiretildikleri ve
barindirildiklar1 KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi.

Kuyruk uglarindan alinan doku o6rnekleri kullanilarak Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali’'nda PCR ile BDNF igin genotipleme yapildiktan sonra, Bdnf ** ve Bdnf ™" fareler
deneyler i¢in yine ayni yerde, 12 saatlik aydinlik-karanlik dongiisii olan ortam saglanarak

barindirilip beslendi. Deney gruplarindaki farelere su ve yem ise ad libitum olarak verildi.

Deney hayvanlarinin genotipleri belirlendikten sonra intraperitoneal olarak LPS ve
nigerisin uygulanarak in vivo NLRP3 inflamazom aktivasyonu gerceklestirildi. NLRP3
inflamazom aktivasyonu sonrasinda, tiim fareler dekapite edildikten sonra elde edilen serum
ornekleri, hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas (vastus lateralis) dokular

biyokimyasal analizler yapilana kadar -80 °C’de saklanda.
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3.2.2. Farelerin Genotipinin Belirlenmesi
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

50 mM potasyum kloriir (KCIl), 10 mM Tris, 2.5 mM magnezyum kloriir (MgCl»),
0.1 mg/mL jelatin, % 0.45 nonidet P-40 ve % 0.45 Tween-20 iceren Lizis Tamponu: 0.372
g KCl, 0.121 g Tris ve 0.05 g MgCl, bir miktar saf suda ¢oziildii ve 1 M HCl ile pH 8.3
ayarlandi. Cozeltiye son olarak 10 mg jelatin, 450 uL nonidet P-40, 450 pL Tween-20

eklendi ve son hacim deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Genotipleme islemi igin, farelerin kuyruk uglarindan alinan doku Orneklerinden
genomik DNA ekstrakte edildi ve Korte ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem esas alinarak
standart PCR ile genotipleme yapildi (125). 1.5 mL’lik DNA/RNAaz icermeyen reaksiyon
tiiplerine konulan doku o6rnekleri lizerine 195 pL lizis tamponu ve 5 pL proteinaz K (20
mg/mL) eklendi ve reaksiyon tiipleri 55 °C’ye ayarlanan termomikserde gece boyunca
inkiibe edildi. Ardindan, proteinaz K’nin inhibe olmasi i¢in 95 °C’de 15 dakika inkiibe

edildi. Eger doku homojenatlari ayn1 giin i¢inde ¢alisilmayacaksa -20 °C’de saklanir.

BDNF ve neomisin primerlerini iceren iki ayr1 karisim, PCR reaksiyonlar1 igin
hazirlandi. Her bir PCR reaksiyon tiiplerine 19 pL hazirlanan karisgimdan ve 1.1 pL doku
homojenati eklenerek reaksiyonlar olugturuldu. Tiim 6rnekler Bdnf ve neomisin genleri igin
standart PCR cihazinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu. PCR iirtinleri % 2’lik agaroz

jelde yiiriitiildiikten sonra fareler Bdnf ™" ve Bdnf " olarak tamimlandi.

BDNF ve neomisin genlerine ait ileri ve geri primer dizileri Tablo 5’te verilmistir.
Genotipleme ic¢in uygulanan PCR asamalar1 Tablo 6’da, PCR’da kullanilan karigimlarin

icerigi ve miktarlari ise Tablo 7°de yer almaktadir.

Tablo 5. Genotipleme i¢in kullanilan primer dizileri

Hedef Gen Primer Dizisi

BDNF Tleri Primer: 5°-ACC ATA AGG ACG CGG ACT TGT AC-3°
Geri Primer: 5'-GAA GTG TCT ATC CTT ATG AAT CGC-3°

Neomisin Tleri Primer: 5°GAT TCG CAG CGC ATC GCC TT-3"
Geri Primer: 5'-GAA GTG TCT ATC CTT ATG AAT CGC-3°
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Tablo 6. Genotiplemede uygulanan PCR agamalari

Asamalar Sicakhik/siire

On denatiirasyon 94 °C / 5 dakika

Denatiirasyon 94 °C / 30 saniye

Yapisma 54 °C /1 dakika 40 dongi
Uzama 72 °C/ 1 dakika

Son uzama 72 °C /7 dakika

Bekleme 10°C /o

Tablo 7. Genotipleme i¢cin PCR’da yapilan karigimlarin igerigi ve miktarlar

PCR Karisimlarmin cerigi Hacim (pL)
Tampon 2
MgCl (25 mM) 1.2
dNTP (10 mM) 0.5
Ileri Primer 0.5
Geri Primer 0.5

Taq Polimeraz 0.25
Deiyonize su 14.05
DNA 1.2

3.2.2.1. PCR iiriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiriitiilmesi
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

Tris-asetik asit-EDTA (TAE) Elektroforez Tamponu: 242 g Tris, 37.2 g Na,EDTA.2H,O
bir miktar saf suda ¢6ziildii ve iizerine 57.1 mL asetik asit eklendi. Bu ¢ozeltinin pH’s1 1 M
NaOH ile 8.5’e ayarland1 ve son hacim deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan Tris-
asetik asit-EDTA tamponu 50 kat seyreltilerek hem elektroforez tamponunun hem de agaroz

jelin hazirlanmasi i¢in kullanildi.

Etidyum Bromiir Cozeltisi: 100 mg etidyum bromiir 10 mL deiyonize suda ¢oziilerek 10
mg/mL’lik stok ¢ozelti elde edildi ve +4 °C’de saklandi. Bu ¢ozeltiyi hazirlarken, eldiven ve

koruyucu gozliik kullanimina 6zen gosterilmelidir.
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% 2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi: 2 g agaroz, 100 mL TAE tampon igerisinde mikrodalga
firinda yaklagik 2 dakika boyunca ¢6ziinmesi saglandi. Sonrasinda jel karisimima 5 pL
etidyum bromiir eklenerek iyice karistirildi. Hazirlanan agaroz jel, bir kaliba dokiildi ve
taraklar yerlestirildi. Taraklar jel katilastiktan sonra dikkatlice ¢ikarildi ve elektroforez

tankina yerlestirildi.

PCR oOrnekleri tizerine 3 pL yiikleme boyasi ilave edildi. Bu karisimdan 13 pL
alimarak uygun kuyucuklara yiiklendi. Sonrasinda jel, {iriinlerin gogii icin 100 volt, 300
mA’de 30 dakika boyunca yiiriitiildii. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel UV 1sikta
goriintiilendi ve fotografi ¢ekildi (Sekil 10).

Elektroforez islemi sonucu elde edilen agaroz jel goriintiilerinin sonuglarina gore,
hem Bdnf hem de neomisin genine sahip fareler Bdnf ™", sadece Bdnf genine sahip olan

fareler Bdnf*'* olarak tanimland.
3.2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Bdnf " ve Bdnf*" olarak tanimlanan farelere intraperitoneal olarak LPS ve Nigerisin
uygulanarak NLRP3 inflamazom aktivasyonu saglandi. Farelere diyetler ve su ad libitum

olarak verildi.

Calismamizda her bir grupta 10 fare olacak sekilde 6 grup olusturuldu ve ¢alisma

gruplarina uygulanacak islemler asagidaki gibi olusturuldu.
Grup I (Bdnf**): Hayvanlara intraperitoneal olarak serum fizyolojik enjekte edildi.
Grup II (Bdnf** + Etanol): Hayvanlara intraperitoneal olarak etanol enjekte edildi.

Grup III (Bdnf ** + LPS + Nigerisin): NLRP3 inflamazom yolunun aktivasyonu
icin, intraperitoneal olarak 5 mg/kg LPS enjekte edildi. 3 saat sonra intraperitoneal olarak 1

mg/kg Nigerisin enjekte edildi.

Grup IV (Bdnf *): Hayvanlara intraperitoneal olarak serum fizyolojik enjekte
edildi.

Grup V (Bdnf *~ + Etanol): Hayvanlara intraperitoneal olarak etanol enjekte edildi.

Grup VI (Bdnf - + LPS + Nigerisin): NLRP3 inflamazom yolunun aktivasyonu
icin, intraperitoneal olarak 5 mg/kg LPS enjekte edildi. 3 saat sonra intraperitoneal olarak 1

mg/kg Nigerisin enjekte edildi.
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Gruplardaki hayvan sayilari, uzun dénemde hayvan kaybi olabilme ihtimali goz
onlinde bulundurularak kararlastirilmigtir. Deney gruplarinda kullanilacak olan LPS (5
mg/kg) ve Nigerisin (1 mg/kg) nin dozlar1 literatiirle uyumlu olacak sekilde belirlenmis olup
intraperitoneal olarak uygulandi (166-169).

25 mg LPS 25 mL serum fizyolojik ile hazirlandi ve alikotlanarak -20 °C' de saklandi.
10 mg Nigerisin 500 pL etanol ile ¢oziilerek hazirland: ve alikotlanarak -20 °C' de saklandi.
Deney siiresinin sonunda, fareler dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Serum
seperatorlii tiiplere alinan farelerin kanlar1 3000 rpm' de 10 dakika santrifiij edilerek serum
elde edildi. Farelerin hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokular

cikartildiktan sonra biyokimyasal analizler yapilana kadar -80 °C' de saklandi.
3.2.4. Serumda BDNF Seviyesinin Ol¢iimii

Serum BDNF seviyeleri, Abnova firmas: tarafindan fareler icin tiretilen 381238504
tirtin kodlu BDNF ELISA kiti kullanilarak 6l¢tildii. Serum BDNF seviyeleri tiretici firmanin
yonlendirmeleri dogrultusunda gergeklestirildi. Kit dogrultusunda serum oOrnekleri 5 kat

seyreltildi. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 6’daki standart grafigine gore pg/mL cinsinden

hesaplanda.
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Sekil 6. BDNF Standart Grafigi
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3.2.5. Serumda IL-1p Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum IL-1p seviyeleri, Invitrogen firmasi tarafindan fareler igin iiretilen 88-7013-

22 iiriin kodlu IL-1B ELISA kiti kullanilarak 6l¢iildii.

10.

Serum IL-1p seviyeleri asagida belirtilen sekilde saptandi:

Corning™ Costar™ 9018 ELISA plakasi 100 pL Capture Antibody ile kaplandi. Plaka
membran ile kapatilarak gece boyunca 4 °C'de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
3 kez yikama islemi yapildi.

Yikama igleminin ardindan her bir kuyucuga bloklama i¢in 200 pL ELISA/ELISPOT
Diluent (1X) eklendi ve plaka bir membran ile kapatilarak oda sicakliginda calkalayict
izerinde 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
en az 1 kez yikama islemi yapildi.

IL-1p standartlar1 kit prosediiriine uygun olarak hazirlandi. Standart kuyucuklarina 100
uL standart, kdr kuyucuguna 100 pL ELISA/ELISPOT Diluent (1X) ve numune
kuyucuklarma 100 pL numune eklendi. Plaka bir membran ile kapatilarak gece boyunca
4 °C'de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
5 kez yikama islemi yapildi.

Yikama isleminin ardindan tim kuyucuklara 100 pL Detection Antibody ¢ozeltisi
eklendi ve plaka bir membran ile kapatilarak oda sicakliginda calkalayici iizerinde 1
saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
5 kez yikama islemi yapildu.

Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga 100 pL Streptavidin-HRP c¢ozeltisi
eklendi. Plaka, tekrardan membran ile kapatildi ve oda sicakliginda calkalayicida 30
dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile

7 kez yikama islemi yapildu.
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11. Her bir kuyucuga 100 uL 1X TMB Solution ¢ozeltisi eklendi ve plaka bir membran ile
kapatilarak oda sicaklifinda calkalayicida 1siktan korunarak 15 dakika inkiibasyona
birakildi.

12. Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 100 uL renklenmeyi durdurma ¢ozeltisi (stop
solution) eklenerek numunelerin renginin sartya dondiigii gozlendi.

13. 450 nm dalga boyuna ayarlanan mikroplate okuyucu ile Orneklerin absorbanslar
belirlendi. Sonuglar pg/mL olarak verildi.

ELISA kitinin i¢indeki 1000 pg/mL konsantrasyonundaki IL-1 stok standardindan

kitin tavsiyeleri dogrultusunda seri dillisyon ile eppendorf tiiplerde 500, 250, 125, 62.5,

31.25 ve 15.625 pg/mL’lik standart ¢ zeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltiler (stok standart dahil)

calismada kullanildi. Standart ¢ozeltilerinden elde edilen sonuglarla standart grafigi ¢izildi.

Bu grafik kullanilarak IL-1p miktarlar1 pg/mL olarak belirlendi. IL-1 standart grafigi Sekil

7°de verilmisgtir.
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Sekil 7. IL-1P Standart Grafigi

3.2.6. Serumda IL-18 Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum IL-18 seviyeleri, Invitrogen firmasi tarafindan fareler i¢in iiretilen 88-50618-

22 iirtin kodlu IL-18 ELISA kiti kullanilarak 6l¢iildi.

Serum IL-18 seviyeleri asagida belirtilen sekilde saptandi:
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10.

11.

12.

Corning™ Costar™ 9018 ELISA plakasi 100 pL Capture Antibody ile kaplandi. Plaka
membran ile kapatilarak gece boyunca 4 °C'de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
2 kez yikama iglemi yapildi.

Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga bloklama i¢in 250 pL. Blocking Buffer
eklendi ve plaka bir membran ile kapatilarak oda sicakliginda calkalayici tizerinde 2
saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
2 kez yikama islemi yapildi.

IL-18 standartlar1 kit prosediiriine uygun olarak hazirlandi. Standart kuyucuklarina 100
uL standart, kor kuyucuguna 100 pL Sample Diluent C eklendi. Numune kuyucuklarina
ise 50 uL Sample Diluent C ve 50 uL. numune eklendi.

Hemen ardindan tiim kuyucuklara 50 pL Detection Antibody ¢ozeltisi eklendi ve plaka
bir membran ile kapatilarak oda sicakliginda ¢alkalayici tizerinde 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
3 kez yikama islemi yapildi.

Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga 100 pL Streptavidin-HRP ¢ozeltisi
eklendi. Plaka, tekrardan membran ile kapatildi ve oda sicakliginda galkalayici izerinde
1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan plakadaki her bir kuyucuk aspire edildi ve yikama tamponu ile
3 kez yikama islemi yapildu.

Her bir kuyucuga 100 pL Substrate Solution ¢ozeltisi eklendi ve plaka bir membran ile
kapatilarak oda sicakliginda c¢alkalayicida 1siktan korunarak 15 dakika inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 100 uL renklenmeyi durdurma ¢ozeltisi (stop
solution) eklenerek numunelerin renginin sartya dondiigii gézlendi.

450 nm dalga boyuna ayarlanan mikroplate okuyucu ile orneklerin absorbanslar

belirlendi. Sonuglar pg/mL olarak verildi.

ELISA kitinin i¢indeki 4000 pg/mL konsantrasyonundaki IL-18 stok standardindan

kitin tavsiyeleri dogrultusunda seri diliisyon ile eppendorf tiiplerde 2000, 1000, 500, 250,

125, 62.5 ve 31.25 pg/mL’lik standart ¢ozeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltiler (stok standart

dahil) ¢alismada kullanildi. Standart ¢ozeltilerinden elde edilen sonuglarla standart grafigi
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cizildi. Bu grafik kullanilarak IL-18 miktarlar1 pg/mL olarak belirlendi. IL-18 standart
grafigi Sekil 8’de verilmistir.
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Sekil 8. IL-18 Standart Grafigi

3.2.7. Dokularda NLRP3 inflamazom Yolu ile liskili Protein Seviyelerinin Western

Blot Yontemi ile Belirlenmesi

Western blot, herhangi bir 6rnekten elde edilen ve ¢ok sayida protein igeren bir
karisimin iginden istenen tek bir proteini 6zgiin sekilde tespit etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan immiinolojik yontemdir. Bu yontemle, ilgilenilen bir proteinin ornekte varligi,

varsa miktar1 yar1 kantitatif olarak hesaplanabilir (170, 171).

Hipokampiis, Korteks, Karaciger, Epididimal Yag ve Kas Dokularindan Proteinlerin

Izolasyonu

Hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularindan proteinlerin
eldesi i¢in proteaz ve fosfataz inhibitdrii iceren RIPA lizis tamponu (50 mM Tris-HCI, pH
7.4, 150 mM NaCl, % 0.25 deoksikolik asit, % 1 Nonidet P-40, 1 mM EDTA) eklenerek
dokular 1 h buz iizerinde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda tiim doku érnekleri buz iizerinde
sonikasyon islemi yapildi. Sonikatér 5 saniye ve 3 siklusa (cycle) ayarlandi. Sonikator

jeneratOriiniin gii¢ potansiyometresi % 50’ye ayarlandi. Sonikasyon islemi 3 kere tekrar
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edildi. Sonikasyonun ardindan 20000 g’de, 4 °C’de 25 dk santrifiij edilerek protein elde
edildi. Deneyler gerceklestirilene kadar -80 °C derin dondurucuda muhafaza edildi.

Protein Miktar Tayini

Hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularindan proteinleri elde

edildikten sonra konsantrasyonlar1 bikinkoninik asit (BCA) yontemi kullanilarak analiz

2+ 1+»

edildi. Bu yontem, alkali ortamda mevcut proteinler tarafindan Cu~"’nin Cu' e indirgenmesi
esasina dayanir. Olusan bakir katyonunun (Cu!") BCA ile reaksiyona girmesiyle

kolorimetrik tayin gerceklestirilir.
Cozeltilerin Hazirlanmasi

BCA working reagent: Her bir 6rnek i¢in 50:1 oraninda BCA Reagent A ve B karigitirilarak
BCA working reagent hazirlandu.

Standartlarin hazirlanmasi: Calismada 2 mg/mL konsantrasyonda albiimin standarti
kullanildi. 2 mg/mL konsantrasyonundaki albiimin stok standardindan seri diliisyon ile 1000,
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.90 ve 1.95 mg/mL’lik standart ¢ozeltileri
hazirlandi. Standart ¢ozeltilerinden elde edilen sonuclarla standart grafigi ¢izildi. Bu grafik

kullanilarak protein miktarlar1 pg/mL olarak belirlendi.

96 kuyucuklu pleytlere 25’er uL. standart, kor ve numune eklendi. Hemen ardindan
tiim kuyucuklara 200 uL. BCA working reagent eklendi ve plaka bir membran ile kapatilarak
37°C’ye ayarli calkalayicili inkiibatdrde 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan standartlarin ve 6rneklerin absorbanslar1 562 nm’de okundu. Sekil 9’da standart

grafigi verilmistir.
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Sekil 9. Hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularinda protein

miktarini hesaplamak i¢in kullanilan standart grafigi

SDS- PAGE ve Western Blot

SDS-PAGE
Kullanilan Cozeltiler

Ayirma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCI pH 8.8): 181.71 g Tris 800 mL deiyonize suda
coziilerek, pH’s1 1 M HCI ile 8.8’e¢ ayarlandi. Son hacim 1 L’ye tamamlandi ve oda

sicakliginda saklandi.

Yiikleme Jel Tamponu (0.5 M Tris-HCI pH 6.8): 60.57 g Tris 800 mL deiyonize suda
coziilerek, pH’s1 1 M HCI ile 6.8’e¢ ayarlandi. Son hacim 1 L’ye tamamlandi ve oda

sicakliginda saklandi.
% 10 (w/v) SDS: 5 g SDS 50 mL deiyonize suda ¢oziilerek oda sicakliginda saklandi.

% 10 (w/v) APS: 100 mg APS 1 mL deiyonize suda ¢oziildii. Thtiyaca gore taze

hazirlanmalidir.

5X SDS PAGE Numune Yiikleme Tamponu: 0.67 mL yiikleme tamponu, 5 mL gliserol,
0.5 g SDS, 1 mg bromfenol mavisi, 2 mL deiyonize su igerisinde ¢oziildii ve -20 °C’de

saklandi. Kullanmadan 6nce 77 mg DTT eklendi.
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SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (10 X): 30.3 g Tris-HCI, 144 g glisin ve 10 g SDS (% 0.1
w/v) 1 L deiyonize suda ¢oziilerek oda sicakliginda saklandi. Deneyde kullanilacak olan

SDS-PAGE yiiriitme tamponu 1X olacak sekilde seyreltildi.

Hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularindan elde edilen total

protein, SDS-PAGE asamasi Laemmli tarafindan belirtilen yontemle gerceklestirildi (172).
Ayiwrma ve Yiikleme Jellerinin Hazirlanmast

Calismalarda % 10-12’lik ayirma jeli ve % 5°lik yiikleme jeli kullanildi.

Tablo 8. % 5’lik yiikleme jelinin hazirlanmasi

Kimyasallar 2 x (1 mm)*
ddH20 3.08 mL
Acrylamid (% 40 acrylamid mix) 0.56 mL
0.5 M Tris-HCI pH: 6.8 1.25 mL
% 10 SDS 0.05 mL
% 10 APS 0.05 mL
TEMED 3ulL

*: [ki tane jelin hazirlanmast icin gerekli olan kimyasallarin hacimleri

Tablo 9. % 10 ve % 12°lik ayirma jelinin hazirlanmasi

Kimyasallar % 10 (2 x 1 mm)* % 12 (2 x 1 mm)*
ddH:0 4.85 mL 4.34 mL
Acrylamid (% 40 acrylamid mix) 2.50 mL 3.00 mL

1.5 M Tris-HCI pH: 8.8 2.50 mL 2.50 mL

% 10 SDS 0.10 mL 0.10 mL

% 10 APS 0.10 mL 0.10 mL
TEMED 10 uL 10 uL

*: 1ki tane jelin hazirlanmast icin gerekli olan kimyasallarin hacimleri
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Kontaminasyon riskini veya jel artiklarini onlemek icin camlar Once saf su,
sonrasinda % 70’lik etil alkol ile temizlendi. Camlar kurulandiktan sonra uzun ve kisa camlar
birlestirilerek jel hazirlama standina yerlestirildi. Ik olarak Tablo 9°da verilen miktarlara
gore SDS-PAGE ayirma jeli hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti camlar arasinda hava kabarcigi
olmayacak sekilde kisa camin yaklagik 1 cm altina gelene kadar ilave edildi. Ayirma jelinin
hava ile temasini1 6nlemek ve diizgiin bir sekilde polimerizasyonunu saglamak i¢in iizerine

soguk % 99.7’lik izopropanol ilave edildi ve yaklasik 30-60 dk beklendi.

Polimerizasyonun ardindan jelin {izerindeki izopropanol uzaklastirildi ve jelin tizeri
distile suyla yikandi. Tablo 8’e gdre hazirlanan yiikleme jeli hizli bir sekilde ayirma jelinin
tizerine ilave edildi. 10 kuyucuklu taraklar % 70’lik etil alkolle temizlendikten sonra camlar

arasina dikkatli bir sekilde yerlestirildi ve polimerizasyon i¢in yaklasik 30-60 dk beklendi.

Polimerizasyonun ardindan jelden taraklar kuyulara zarar vermeden c¢ikarildi ve
kuyular distile su ile yikandi. Sonrasinda jel dikkatli bir sekilde yiikleme standina
yerlestirildikten sonra tank igerisine yerlestirildi. 1X SDS-PAGE yiliriitme tamponu ile tank
dolduruldu.

Hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularindan elde edilen
protein homojenatlar1 -80°C derin dondurucudan ¢ikarilarak buz igerisine alindi ve
¢Oziilmesi saglandi. Yiiriitme islemi yapilacak olan numuneler 1:4 (yiikleme boyasi (5x):
numune) oraninda ylikleme boyasi ile hazirlandi. Denatiirasyonun saglanmasi igin
numuneler 99 °C’de 5 dk kaynatildi. Kaynatma islemi sonrast numuneler hizli bir sekilde
oda sicakliginda santrifilij edildi. Ardindan tanka yerlestirilen jelin ilk kuyucuguna 2 pL
protein markir1 diger kuyucuklara ise 20-30 pL (20-30 pg) numune yiiklendi. Jel 75 Volt’da
15 dk, ardindan 100 Volt’da 90-100 dk yiirttiildii.

Yiirtitme islemi biten jel yiirlitme tankindan alind1 ve 1X SDS-PAGE yiiriitme
tamponunun uzaklastirilmasi icin distile suyla yikandi. Spatula yardimiyla camlar
birbirinden dikkatli ve yavas bir sekilde ayrildi. Jelin lizerinden kisa cam kaldirildiktan sonra
jelin numune icermeyen kisimlari spatula yardimiyla kesilip uzaklastirildi. Ardindan western

blot uygulamasina gecildi.
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Western Blot
Kullanilan Cozeltiler

10X Tris-Glisin Tamponu: 30.3 g Tris ve 144 g glisin 800 mL deiyonize su igerisinde

¢oOziildiikten sonra hacmi 1 L’ye tamamlandi.

Transfer Tamponu: 100 mL 10X Tris-Glisin tamponu, 100 mL metanol ve 800 mL

deiyonize su ile hazirlandi.

10X-TBS: 24.05 g Tris ve 88 g NaCl 900 mL deiyonize su igerisinde ¢oziildii. Cozeltinin
pH’s1 12 N HCl ile 7.6’ya ayarlanarak son hacim 1L’ye tamamlandi.

% 20’lik Tween-20: 2 mL Tween-20 ve 8 mL 1X-TBS ile hazirland:.

1X-TBST: 20 mL 10X TBS, 500 uL % 20’lik Tween-20 ve 180 mL deiyonize su ile

hazirlandi.

Bloklama Tamponu (% 5 Yagsiz Siit Tozu-TBST): 5 g yagsiz st tozu 100 mL 1X-TBST

igerisinde ¢oziildii.

Primer Antikor: Primer antikor bloklama tamponu ile antikoru iireten firmanin 6nerdigi

kosullara gore seyreltilerek hazirlandi.

Sekonder Antikor: Sekonder antikor bloklama tamponu ile antikoru iireten firmanin

onerdigi kosullara gore seyreltilerek hazirlandi.

Blotlama islemi i¢in ilk olarak 4 tane ince Whatman kagidi ve 2 tane silinger yatak
transfer tamponu icerisinde 1slatildi. Blotlama kasetinin siyah ytiiziine 1slak 1 tane siinger
yatak yerlestirildi. Sonrasinda 1slak 2 tane ince Whatman kagidi siinger yatagin iizerine
yerlestirildi. Jele uygun biiyiikliikte kesilen nitroseliilloz membran transfer tamponu ile
islatildiktan sonra hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek Whatman kagitlarinin
tizerine yerlestirildi. Ardindan jel membran {izerine yerlestirildi. Sonrasinda 1slak 2 tane ince
Whatman kagidi jel iizerine hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek yerlestirildi. Son
olarak 1slak siinger yatak Whatman kagidinin en iistiine konularak blotlama kaseti kapatildi.
Kutuplara dikkat edilerek hazirlanan kaset tanka yerlestirildi. Transfer tamponu ile tank
doldurulduktan sonra tank icerisine 1sitnmay1 dnlemek i¢in bir buz akiisii konuldu. Transfer

islemi 100 Volt’ta 1 saat 15 dk akim verilerek gerceklestirildi.
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Membranin Bloklanmasi ve Proteinin Immiinokimya ile Goriintiilenmesi

Blotlama isleminden sonra membran, 10 mL bloklama ¢ozeltisi ile oda sicakliginda
calkalayicida 1 saat inkiibe edildi. Bloklama sonrasi membran, primer antikor (anti-NLRP3
(1:1000), anti-kaspaz-1 p20 (1:1000), anti-gasdermin D (1:1000), anti-NF-xB p65 (1:750),
anti-LC3B  (1:1000), anti-SQSTM1/p62 (1:1000), anti-VPS4A (1:1000), anti-B-aktin
(1:5000) ve anti-GAPDH (1:5000) antikor ¢o0zeltisi) icerisinde oda sicakliginda
calkalayicida 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan membran 10’ar dakika arayla 3
kez 1X-TBST ile yikandi. Ardindan, primer antikora uygun sekonder antikor 1:10000
oraninda seyreltilerek hazirlanan ¢ozelti icerisinde oda sicakliginda calkalayicida 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan membran tekrar 10’ar dakika arayla 3 kez 1X-TBST
ile yikand1. Yikama islemlerinden sonra membran tizerine Clarity™ Western ECL Substrate
cozeltisi eklendi ve membranlarda kemiliinesans goriintiileme yapildi. Bant yogunlugu
analizi Image Lab™ programi (Bio-Rad Laboratories, USA) ile yapildi. Hipokampiis,
korteks, karaciger ve epididimal yag dokularina ait sonuglar B-aktin'e, kas dokularma ait

sonuglar ise GAPDH’a oranlanarak verildi.
3.3. istatistiksel Analiz

Deney verilerinin analizi SPSS (IBM Statistics 25, New York, NY, USA) programi
ile yapildi. Gruplarin dagilimlar1 Kolmogorov Smirnov testi ile belirlendi. Gruplar
arasindaki istatistiksel fark Kruskal Wallis varyans analizi ile belirlendi. Gruplar arasindaki
ikili karsilagtirmalar Mann—Whitney U testi ile yapildi. BDNF, IL-1B ve IL-18 verileri
medyan-ceyrekler arasi aralik (IQR) seklinde ifade edildi. Diger veriler ortalama+standart
hata (ortalama+S.E.M.) olarak ifade edildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Farelerin Genotiplenmesi

Farelerin kuyruk uclarindan alinan doku 6rnekleri, boliim 3.2.2°de agiklanan yontem
kullanilarak standart PCR ile genotipleme islemi yapildi. BDNF ve neomisin geninin birer
alleline sahip fareler Bdnf*, BDNF geninin her iki alleline sahip olan fareler Bdnf ™" olarak
tanimlandi. BDNF i¢in gerceklestirilen PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

Sekil 10°da verilmistir.

BDNF Bantlann «—

et
-~
-
——
-—

Neomisin Bantlann +~—— - 1 2 3.4 S U E .l
P . = == —

Markir

Sekil 10. PCR iiriinlerine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii. Ust kisimda BDNF bantlari,
alt kisimda neomisin bantlar1 goriilmektedir. 10: Pozitif Kontrol, 1-9: Calistigimiz

ornekler
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4.2. Serum BDNF Seviyesi Olciimiine Ait Bulgular

Bdnf " farelerde serum BDNF seviyeleri Bdnf ™" fareler ile kiyaslandiginda anlamli
derecede diisiik oldugu belirlendi (p<0.001). Serum BDNF seviyeleri, LPS+nigerisin enjekte
edilmis Bdnf " ve Bdnf "~ farelerde azalmisti (sirastyla, p=0.001 ve p=0.004) ve
LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf " farelerde serum BDNF seviyeleri, LPS+nigerisin
enjekte edilmis Bdnf ™ ile kiyaslandiginda daha diisiik oldugu gozlendi (p=0.01).
Gruplardaki serum BDNF seviyelerinin medyan ve IQR degerleri ve istatistiksel anlamlilik

derecelerinin dagilimi Tablo 10 ve Sekil 11°de gosterilmistir.

Tablo 10. Serum BDNF seviyelerine ait degerler

BDNF (pg/mL)
Bdnf** (633.82)
602.07-738.86
Bdnf ™" + Etanol (690.48)
586.30- 828.08
Bdnf** + LPS + Nig (307.41)*
264.21- 584.41
Bdnf"" (324.79)*
270.49- 340.86
Bdnf " + Etanol (283.68)
267.22-317.45
Bdnf*- + LPS + Nig (248.78)"¢

220.00- 270.20

Degerler medyan-1IQR seklinde verildi.

% Bdnf*'* grubuna gére p<0.001 diizeyde anlamli farkls

b Bdnf ™" grubuna gore p=0.004 diizeyde anlaml1 farkli

®: Bdnf*"* + LPS + Nig grubuna gére p=0.01 diizeyde anlaml1 farkl
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Sekil 11. Serum BDNF analiz sonuglar1 (n=10) [("p<0.05, “p<0.01, **p<0.001)]

4.3. Serum IL-1f Seviyesi Olciimiine Ait Bulgular

In vivo NLRP3 inflamazom aktivasyonundan sonra, BDNF eksikliginin IL-1f sitokin
seviyelerine etkisi ELISA yontemiyle belirlendi. Bdnf ™" farelerinde IL-1B seviyeleri,
Bdnf"”* fareleri ile kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.016).
LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™" ve Bdnf ™" farelerde IL-1p seviyelerinin arttigin
(strastyla, p<0.001 ve p<0.001) ve bunun Bdnf ™" farelerde ise anlamli derecede tersine
dondiirdiigiinii (p=0.002) gostermistir. Gruplardaki serum IL-1B seviyelerinin medyan ve
IQR degerleri ve istatistiksel anlamlilik derecelerinin dagilimi Tablo 11 ve Sekil 12°de

gosterilmistir.
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Tablo 11. Serum IL-1p seviyelerine ait degerler

IL-1B (pg/mL)

Bdnf (18)
11.61-26.45
Bdnf** + Etanol (17.43)
13.48-27.45
Bdnf** + LPS + Nig (52.23)4
43.65- 65.84
Bdnf - (31.19)
18.56- 35.47
Bdnf V- + Etanol (29.48)
14.47- 35.15
Bdnf*"+ LPS + Nig (77.96)°
62.96- 92.80

Degerler medyan-IQR seklinde verildi.

% Bdnf ™" grubuna goére p=0.016 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf " grubuna gére p<0.001 diizeyde anlamli farkli

®: Bdnf " grubuna gére p<0.001 diizeyde anlamli farkl

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p=0.002 diizeyde anlamli farkli
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Sekil 12. Serum IL-1p analiz sonuglar1 (n=10) [("p<0.05, “p<0.01, “*p<0.001)]

4.4. Serum IL-18 Seviyesi Ol¢iimiine Ait Bulgular

In vivo NLRP3 inflamazom aktivasyonundan sonra, BDNF’nin IL-18 sitokin
seviyelerine etkisi ELISA yontemiyle belirlendi. Bdnf "~ farelerinde IL-18 seviyeleri,
Bdnf*’* fareleri ile kiyaslandiginda arttigi gozlendi (p=0.016). Elde edilen verilerde,
LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™" ve Bdnf "~ farelerde IL-18 seviyelerinin arttigini
(sirastyla, p<0.001 ve p<0.001) ve bunun Bdnf ** farelerde ise anlamli derecede tersine
dondiirdiigiinii (p=0.002) gostermistir. Gruplardaki serum IL-18 seviyelerinin medyan ve
IQR degerleri ve istatistiksel anlamlilik derecelerinin dagilimi Tablo 12 ve Sekil 13°te

gosterilmistir.
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Tablo 12. Serum IL-18 seviyelerine ait degerler

IL-18 (pg/mL)

Bdnf " (125.87)
112.10- 135.79
Bdnf*"* + Etanol (109.33)
90.49- 161.44
Bdnf** + LPS + Nig (849.26)>4
754.82- 954.71
Bdnf (276.79)
232.29-315.68
Bdnf V- + Etanol (312.19)
252.59- 357.84
Bdnf*" + LPS + Nig (2346.54)°

1774.06- 2522.46

Degerler medyan-IQR seklinde verildi.

% Bdnf ™" grubuna gore p=0.016 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf " grubuna gére p<0.001 diizeyde anlamli farkli

®: Bdnf " grubuna gére p<0.001 diizeyde anlamli farkl

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p=0.002 diizeyde anlamli farkli
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Sekil 13. Serum IL-18 analiz sonuglar1 (n=10) [("p<0.05, “p<0.01, “p<0.001)]
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4.5. Deney Gruplarimin NLRP3 inflamazom Yolag ile iliskili Protein Seviyelerinin

Analiz Sonuclarn

BDNF’nin hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularinda
NLRP3 inflamazom yolagi ile iligkili NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65

protein seviyelerine etkisi western blot yontemiyle belirlendi.

4.5.1. Deney Gruplarinin Hipokampiis Dokularindaki NLRP3 inflamazom Yolag ile

Mliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuclar

Hipokampiis dokularinda, Bdnf "~ farelerde NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve
NF-kB p65 protein seviyeleri, Bdnf ** fareler ile kiyaslandiginda artmist1 (sirasiyla,
p=0.007, p=0.016, p=0.006 ve p=0.037). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™" farelerde,
NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin, Bdnf *'" fareler
ile kiyaslandiginda arttigin1 bulduk (sirastyla, p=0.002, p=0.004, p=0.004 ve p=0.004).
LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™~ farelerde, NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve
NF-kB p65 protein seviyelerinin, Bdnf ¥~ fareler ile kiyaslandiginda arttigmi bulduk
(sirastyla, p=0.004, p=0.004, p=0.004 ve p=0.004). Bu artisin Bdnf " farelerde ise anlaml1
derecede tersine dondiirdiigii (sirasiyla, p=0.004, p=0.016, p=0.004 ve p=0.004 (Tablo 13 ve
Sekil 14A, B, C, D, E)) gosterilmistir.
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Tablo 13. Hipokampiis dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen NLRP3,
kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin sonuglari

NLRP3 Kaspaz-1 p20 GSDMD NF-kB p65
Bdnf** 0+0 0.164+0.019 0.300+0.030  0.262+0.016
Bdnf** + Etanol 0+0 0.17+0.018 0.308+0.033  0.290+0.014

Bdnf** +LPS+ Nig  0.038+0.003>¢  0.687+0.083%"  0.657+0.029"' 0.370+0.008"P
Bdnf " 0.018£0.014°  0.258+0.024°  0.555+0.039'  0.328+0.012™
Bdnf*" + Etanol 0.015+0.011 0.253+0.031  0.556+0,023  0.326+0.01

Bdnf*" +LPS + Nig 0.400+0.021°¢ 1.015£0.029¢  0.925+0.036%  0.505+0.018°

NLRP3, kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 proteinlerine ait sonuglar -aktin'e oranlanarak
verildi.

Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf ™" grubuna gore p = 0.007 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf " grubuna gére p = 0.002 diizeyde anlamli farkli

°: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlaml1 farkli

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
®: Bdnf*'* grubuna gére p = 0.016 diizeyde anlamli farkl

f: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlaml farkli

& Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.016 diizeyde anlamli farkli
' Bdnf """ grubuna gére p = 0.006 diizeyde anlamli farkl

J: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkls

k. Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

I Bdnf~ + LPS + Nig grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
™: Bdnf " grubuna gore p = 0.037 diizeyde anlaml1 farkli

n: Bdnf """ grubuna gore p = 0.002 diizeyde anlamli farkli

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

P: Bdnf "~ + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
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Sekil 14. Hipokampiis dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen NLRP3,

kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin sonuglari (n=6)

[("p<0.05, **p<0.01, **p<0.001)]
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4.5.2. Deney Gruplarmin Korteks Dokularindaki NLRP3 inflamazom Yolagn ile Tliskili

Protein Seviyelerinin Analiz Sonug¢lar:

Korteks dokularinda, Bdnf ™ farelerde NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-
kB p65 protein seviyeleri, Bdnf *'" fareler ile kiyaslandiginda artmist1 (sirasiyla, p=0.004,
p=0.01, p=0.025 ve p=0.016). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf " farelerde, NLRP3,
aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-xB p65 protein seviyelerinin, Bdnf ** fareler ile
kiyaslandiginda arttigin1 bulduk (sirasiyla, p=0.004, p=0.004, p=0.004 ve p=0.004).
LPS-+nigerisin enjekte edilmis Bdnf - farelerde, NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve
NF-kB p65 protein seviyelerinin, Bdnf ¥ fareler ile kiyaslandiginda arttigmi bulduk
(sirastyla, p=0.004, p=0.004, p=0.004 ve p=0.006). Bu artisin Bdnf " farelerde ise anlamli
derecede tersine dondiirdiigii (sirasiyla, p=0.004, p=0.004, p=0.004 ve p=0.037 (Tablo 14 ve
Sekil 15A, B, C, D, E)) gosterilmistir.
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Tablo 14. Korteks dokusu orneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen NLRP3,
kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin sonuglari

NLRP3 Kaspaz-1 p20 GSDMD NF-kB p65

Bdnf** 0.034£0.001  0.252+0.021  0.323+£0.053  0.192+0.015
Bdnf** + Etanol 0.031£0.002  0.25£0.019  0.347£0.05  0.190+0.01
Bdnf**+LPS +Nig 0.234£0.011>¢ 0.693+0.027%" 0.795+0.037! 0.335+0.02™P
Bdnf - 0.055+0.006*  0.421+0.046°  0.534+0.048' 0.268+0.015™
Bdnf*- + Etanol 0.053+0.005  0.424+0.031  0.553+0.046  0.261+0.01

Bdnf*-+LPS +Nig  0.369+0.014° 1.101+0.018%  1.05+0.025% 0.441+0.036°

NLRP3, kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 proteinlerine ait sonuglar p-aktin'e
oranlanarak verildi.

Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf ™" grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf ™" grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

°: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlaml1 farkli

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
°: Bdnf*"* grubuna gére p = 0.01 diizeyde anlaml1 farkl

f: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlaml farkli

& Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
' Bdnf """ grubuna gére p = 0.025 diizeyde anlamli farkl

J: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

k. Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

I Bdnf~ + LPS + Nig grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
™: Bdnf " grubuna gore p = 0.016 diizeyde anlaml1 farkli

n: Bdnf """ grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkl

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.006 diizeyde anlamli farkli

P: Bdnf "~ + LPS + Nig grubuna gore p = 0.037 diizeyde anlamli farkli
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Sekil 15. Korteks dokusu orneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen NLRP3,
kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin sonuglari (n=6)
[("p<0.05, “p<0.01, "*p<0.001)] (A’da NF- kB p65 western goriintiisiindeki

alttaki bant SQSTM1/p62 proteinine aittir.)
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4.5.3. Deney Gruplarmmn Karaciger Dokularindaki NLRP3 inflamazom Yolag ile

Mliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuglari

Karaciger dokularinda, Bdnf ™" farelerde NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve
NF-kB p65 protein seviyeleri, Bdnf ** fareler ile kiyaslandiginda artmusti (sirasiyla,
p=0.004, p=0.004, p=0.004 ve p=0.037). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf " farelerde,
NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin, Bdnf ** fareler
ile kiyaslandiginda arttigin1 bulduk (sirasiyla, p=0.004, p=0.004, p=0.004 ve p=0.004).
LPS-+nigerisin enjekte edilmis Bdnf - farelerde, NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve
NF-kB p65 protein seviyelerinin, Bdnf ™~ fareler ile kiyaslandiginda arttigmi bulduk
(sirastyla, p=0.004, p=0.004, p=0.004 ve p=0.006). Bu artisin Bdnf " farelerde ise anlamli
derecede tersine dondiirdiigii (sirastyla, p=0.004, p=0.004, p=0.01 ve p=0.025 (Tablo 15 ve
Sekil 16A, B, C, D, E)) gosterilmistir.
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Tablo 15. Karaciger dokusu drneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen NLRP3,

kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin sonuglari

NLRP3 Kaspaz-1 p20 GSDMD NF-kB p65

Bdnf** 0.012+0.002  0.088+0.003  0.259+0.012  0.194+0.022
Bdnf** + Etanol 0.015+0.002  0.084+0.005  0.289+0.022  0.205+0.024
Bdnf**+LPS +Nig  0.520+0.076¢  0.705+0.055%"  0.765+0.064"'  0.360+0.029"P
Bdnf - 0.042+0.001°  0.251+0.034°  0.549+0.05'  0.286+0.036™
Bdnf*- + Etanol 0.042+0.002 0.244+0.03  0.566+0.026  0.283+0.024

Bdnf*" + LPS + Nig 0.907+0.031°  1.084+0.0312  1.011+0.029%  0.469+0.019°

NLRP3, kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 proteinlerine ait sonuglar -aktin'e oranlanarak
verildi.

Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf ™" grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf ™" grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

°: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlaml1 farkli

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
®: Bdnf*'* grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl

f: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlaml farkli

& Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
' Bdnf """ grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl

J: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

k. Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

I Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.01 diizeyde anlaml1 farkl1
™: Bdnf " grubuna gére p = 0.037 diizeyde anlaml1 farkl

n: Bdnf """ grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.006 diizeyde anlamli farkli

P: Bdnf "~ + LPS + Nig grubuna gére p = 0.025 diizeyde anlamli farkl
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Sekil 16. Karaciger dokusu orneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen NLRP3,

kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin sonuglari (n=6)
[("p<0.05, **p<0.01, **p<0.001)]
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4.5.4. Deney Gruplarinin Epididimal Yag Dokularindaki NLRP3 inflamazom Yolag

ile Tligkili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuclar

Epididimal yag dokularinda, Bdnf - farelerde NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD
ve NF-kB p65 protein seviyeleri, Bdnf * fareler ile kiyaslandiginda artmist1 (sirasiyla,
p=0.004, p=0.025, p=0.037 ve p=0.004). LPS-+nigerisin enjekte edilmis Bdnf " farelerde,
NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin, Bdnf ** fareler
ile kiyaslandiginda arttigin1 bulduk (sirasiyla, p=0.004, p=0.004, p=0.004 ve p=0.004).
LPS-+nigerisin enjekte edilmis Bdnf - farelerde, NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve
NF-kB p65 protein seviyelerinin, Bdnf ¥ fareler ile kiyaslandiginda arttigmi bulduk
(sirastyla, p=0.004, p=0.004, p=0.004 ve p=0.004). Bu artisin Bdnf """ farelerde ise anlamli
derecede tersine dondiirdiigii (sirasiyla, p=0.016, p=0.004, p=0.004 ve p=0.004 (Tablo 16 ve
Sekil 17A, B, C, D, E)) gosterilmistir.
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Tablo 16. Epididimal yag dokusu oOrneklerinde western blot yOntemiyle analiz edilen

NLRP3, kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin sonuglari

NLRP3 Kaspaz-1p20 GSDMD NF-kB p65
Bdnf** 0.047+0.004 0.387+0.02 0.525+0.04  0.197+0.006
Bdnf '+ + Etanol 0.046+0.004 0.382+0.045  0.591£0.06  0.204+0.012

Bdnf**+LPS +Nig  0.668+0.056>¢  0.906+0.08"  0.986+0.05"
Bdnf " 0.093+£0.006°  0.595+0.05°  0.691+0.04'
Bdnf*" + Etanol 0.085+0.005 0.649£0.06  0.776+0.06

Bdnf*~ + LPS + Nig 0.973+0.06° 1.49+0.05% 1.278+0.04*

0.507+0.01™P

0.400+0.03™

0.420+0.04

0.745+0.03°

NLRP3, kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 proteinlerine ait sonuglar B-aktin'e

oranlanarak verildi.

Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf ™" grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf ™" grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

°: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlaml1 farkli

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.016 diizeyde anlamli farkli
®: Bdnf*'* grubuna gére p = 0.025 diizeyde anlamli farkl

f: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlaml farkli

& Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
' Bdnf """ grubuna gére p = 0.037 diizeyde anlamli farkl

J: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkls

k. Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

I Bdnf~ + LPS + Nig grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
™: Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlaml1 farkli

n: Bdnf """ grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

P: Bdnf "~ + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
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Sekil 17. Epididimal yag dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen NLRP3,

kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin sonuglari (n=6)
[(p<0.05, “p<0.01, ™

“p<0.001)]
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4.5.5. Deney Gruplarimn Kas Dokularindaki NLRP3 inflamazom Yolag ile iliskili

Protein Seviyelerinin Analiz Sonug¢lar1

Kas dokularinda, Bdnf " farelerde NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-xB
p65 protein seviyeleri, Bdnf " fareler ile kiyaslandiginda artmust1 (sirasiyla, p=0.016,
p=0.006, p=0.025 ve p=0.006). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ** farelerde, NLRP3,
aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin, Bdnf *" fareler ile
kiyaslandiginda arttigin1 bulduk (sirasiyla, p=0.004, p=0.004, p=0.004 ve p=0.004).
LPS-+nigerisin enjekte edilmis Bdnf - farelerde, NLRP3, aktif kaspaz-1 p20, GSDMD ve
NF-kB p65 protein seviyelerinin, Bdnf ¥ fareler ile kiyaslandiginda arttigmi bulduk
(sirastyla, p=0.004, p=0.004, p=0.004 ve p=0.004). Bu artisin Bdnf """ farelerde ise anlamli
derecede tersine dondiirdiigii (sirastyla, p=0.01, p=0.006, p=0.025 ve p=0.016 (Tablo 17 ve
Sekil 18A, B, C, D, E)) gosterilmistir.
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Tablo 17. Kas dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen NLRP3, kaspaz-
1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin sonuglari

NLRP3 Kaspaz-1 p20 GSDMD NF-kB p65

Bdnf** 0.022£0.002  0.116+0.011  0.222+0.026  0.148+0.008
Bdnf** + Etanol 0.025+0.003  0.138+0.011  0.247+0.037  0.170+0.017
Bdnf**+LPS +Nig  0.163£0.022°¢  0.595+0.042%"  0.538+0.027"' 0.353+0.04™P
Bdnf - 0.037+0.003*  0.279+£0.036°  0.316+0.02'  0.258+0.047™
Bdnf*- + Etanol 0.043+0.002  0.300£0.029  0.341+0.027  0.250+0.038

Bdnf7-+LPS+Nig  0.264+0.019°  0.934+0.052¢  0.756+0.055% 0.515+0.023°

NLRP3, kaspaz-1 p20, GSDMD ve NF-kB p65 proteinlerine ait sonuglar GAPDH'a
oranlanarak verildi.

Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf ™" grubuna gore p = 0.016 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf ™" grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

°: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlaml1 farkli

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.01 diizeyde anlamli farkli
®: Bdnf*'* grubuna gére p = 0.006 diizeyde anlamli farkl

f: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlaml farkli

& Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

b Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.006 diizeyde anlamli farkli
' Bdnf """ grubuna gére p = 0.025 diizeyde anlamli farkl

J: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

k. Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

I Bdnf~ + LPS + Nig grubuna gore p = 0.025 diizeyde anlamli farkli
™: Bdnf " grubuna gore p = 0.006 diizeyde anlaml1 farkli

n: Bdnf """ grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkl

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

P: Bdnf "~ + LPS + Nig grubuna gore p = 0.016 diizeyde anlamli farkl
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Sekil 18. Kas dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen NLRP3, kaspaz-1

p20, GSDMD ve NF-kB p65 protein seviyelerinin sonuglar1 (n=6) [(*p<0.05,

*p<0.01, “p<0.001)]
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4.6. Deney Gruplarmin Otofaji ve Otofagozom Olusumu ile Iliskili Protein

Seviyelerinin Analiz Sonuclar

BDNF’nin hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularinda otofaji
ve otofagozom olusumu ile iligkili LC3B ve SQSTMI1/p62 protein seviyelerine etkisi

western blot yontemiyle belirlendi.

4.6.1. Deney Gruplarimin Hipokampiis Dokularindaki Otofaji ve Otofagozom Olusumu

ile iliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuclar

Hipokampiis dokularinda, Bdnf - farelerde LC3B ve SQSTMI1/p62 protein
seviyeleri, Bdnf ™" fareler ile kiyaslandiginda azalmisti (sirasiyla, p=0.004 ve p=0.004).
LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf 7+ farelerde, LC3B ve SQSTMI1/p62 protein
seviyelerinin, Bdnf ** fareler ile kiyaslandiginda arttigim bulduk (sirasiyla, p=0.025 ve
p=0.013). LPS-+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™~ farelerde, LC3B ve SQSTM1/p62 protein
seviyelerinin, Bdnf *~ fareler ile kiyaslandiginda arttigim bulduk (sirasiyla, p=0.037 ve
p=0.004). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™" farelerde, LPS+nigerisin enjekte edilmis
Bdnf"" fareler ile kiyaslandiginda gelismis otofaji belirteclerine sahip oldugunu bulduk
(swrastyla, p=0.004 ve p=0.004 (Tablo 18 ve Sekil 19A, B, C)).
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Tablo 18. Hipokampiis dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen LC3B ve

SQSTM1/p62 protein seviyelerinin sonuglari

LC3B SQSTM1/p62
Bdnf** 0.588+0.052 0.474+0.041
Bdnf** + Etanol 0.597+0.027 0.481+0.042
Bdnf*"* + LPS + Nig 0.766+0.027>4 0.638+0.017"
Bdnf - 0.303+0.025° 0.280+0.013¢
Bdnf*- + Etanol 0.313+0.034 0.297+0.011
Bdnf* + LPS + Nig 0.499+0.059° 0.370+0.013¢

LC3B ve SQSTM1/p62 proteinlerine ait sonuglar f-aktin'e oranlanarak verildi.
Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf*’* grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

®: Bdnf*'* grubuna gére p = 0.025 diizeyde anlaml farkli

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.037 diizeyde anlamli farkl1

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl:

®: Bdnf """ grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlaml1 farkli

f: Bdnf " grubuna gére p = 0.013 diizeyde anlamli farkls

¢: Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

B Bdnf "~ + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl
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Sekil 19. Hipokampiis dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen LC3B ve
SQSTM1/p62 protein seviyelerinin sonuglart (n=6) [(p<0.05, **p<0.01,
p<0.001)]

4.6.2. Deney Gruplarinin Korteks Dokularindaki Otofaji ve Otofagozom Olusumu ile

fliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuclari

Korteks dokularinda, Bdnf " farelerde LC3B ve SQSTM1/p62 protein seviyeleri,
Bdnf *'* fareler ile kiyaslandiginda azalmist1 (sirastyla, p=0.01 ve p=0.004). LPS+nigerisin
enjekte edilmis Bdnf ™" farelerde, LC3B ve SQSTM1/p62 protein seviyelerinin, Bdnf ™"
fareler ile kiyaslandiginda arttigin1 bulduk (sirasiyla, p=0.025 ve p=0.004). LPS+nigerisin
enjekte edilmis Bdnf ™" farelerde, LC3B ve SQSTM1/p62 protein seviyelerinin, Bdnf ™
fareler ile kiyaslandiginda arttigin1 bulduk (sirasiyla, p=0.025 ve p=0.025). LPS+nigerisin
enjekte edilmis Bdnf " farelerde, LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™ fareler ile
kiyaslandiginda gelismis otofaji belirteglerine sahip oldugunu bulduk (sirastyla, p=0.004 ve
p=0.004 (Tablo 19 ve Sekil 20A, B, C)).
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Tablo 19. Korteks dokusu orneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen LC3B ve

SQSTM1/p62 protein seviyelerinin sonuglari

LC3B SQSTM1/p62
Bdnf** 0.556+0.046 0.426+0.033
Bdnf** + Etanol 0.566+0.031 0.415+0.014
Bdnf*"* + LPS + Nig 0.753+0.044>4 0.614+0.0125"
Bdnf - 0.393+0.016° 0.233+0.018°
Bdnf - + Etanol 0.394+0.043 0.233+0.017
Bdnf* + LPS + Nig 0.449+0.01¢ 0.324+0.032¢

LC3B ve SQSTM1/p62 proteinlerine ait sonuglar f-aktin'e oranlanarak verildi.
Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf*'* grubuna gore p = 0.01 diizeyde anlaml1 farkli

b: Bdnf*'* grubuna gére p = 0.025 diizeyde anlaml farkli

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.025 diizeyde anlamli farkl1

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl:

®: Bdnf """ grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlaml1 farkli

f: Bdnf " grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkls

¢: Bdnf " grubuna gore p = 0.025 diizeyde anlamli farkli

B Bdnf "~ + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl
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Sekil 20. Korteks dokusu drneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen LC3B ve
SQSTM1/p62 protein seviyelerinin sonuglart (n=6) [(‘p<0.05, “*p<0.01,
“p<0.001)]

4.6.3. Deney Gruplarinin Karaciger Dokularindaki Otofaji ve Otofagozom Olusumu

ile Tliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuclar

Karaciger dokularinda, Bdnf ™~ farelerde LC3B ve SQSTM1/p62 protein seviyeleri,
Bdnf™* fareler ile kiyaslandiginda azalmist1 (sirastyla, p=0.004 ve p=0.016). LPS+nigerisin
enjekte edilmis Bdnf™" farelerde, LC3B ve SQSTM1/p62 protein seviyelerinin, Bdnf ™"
fareler ile kiyaslandiginda arttigini bulduk (sirasiyla, p=0.004 ve p=0.01). LPS+nigerisin
enjekte edilmis Bdnf ™ farelerde, LC3B ve SQSTM1/p62 protein seviyelerinin, Bdnf ™
fareler ile kiyaslandiginda arttigin1 bulduk (sirasiyla, p=0.025 ve p=0.016). LPS+nigerisin
enjekte edilmis Bdnf ** farelerde, LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf"" fareler ile
kiyaslandiginda gelismis otofaji belirteglerine sahip oldugunu bulduk (sirastyla, p=0.004 ve
p=0.004 (Tablo 20 ve Sekil 21A, B, C)).
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Tablo 20. Karaciger dokusu orneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen LC3B ve

SQSTM1/p62 protein seviyelerinin sonuglari

LC3B SQSTM1/p62
Bdnf** 0.595+0.043 0.487+0.046
Bdnf** + Etanol 0.594+0.03 0.489+0.028
Bdnf*"* + LPS + Nig 0.846+0.03>4 0.722+0.0365"
Bdnf - 0.287+0.032° 0.268+0.035°
Bdnf*- + Etanol 0.286+0.026 0.273+0.029
Bdnf* + LPS + Nig 0.457+0.041¢ 0.411+0.034¢

LC3B ve SQSTM1/p62 proteinlerine ait sonuglar f-aktin'e oranlanarak verildi.
Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf*’* grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

®: Bdnf*'* grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlaml1 farkli

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.025 diizeyde anlamli farkl1

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl:

®: Bdnf """ grubuna gore p = 0.016 diizeyde anlaml1 farkli

& Bdnf " grubuna gére p = 0.01 diizeyde anlaml farkl

¢: Bdnf " grubuna gore p = 0.016 diizeyde anlamli farkli

B Bdnf "~ + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl
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Sekil 21. Karaciger dokusu orneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen LC3B ve
SQSTM1/p62 protein seviyelerinin sonuglart (n=6) [("p<0.05, “p<0.01,
p<0.001)]

4.6.4. Deney Gruplarmmin Epididimal Yag Dokularindaki Otofaji ve Otofagozom

Olusumu ile iliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuclar

Epididimal yag dokularinda, Bdnf %~ farelerde LC3B ve SQSTMI/p62 protein
seviyeleri, Bdnf ™" fareler ile kiyaslandiginda azalmist1 (sirastyla, p=0.01 ve p=0.004).
LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ** farelerde, LC3B ve SQSTMI/p62 protein
seviyelerinin, Bdnf ** fareler ile kiyaslandiginda arttigin1 bulduk (sirastyla, p=0.01 ve
p=0.025). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™~ farelerde, LC3B ve SQSTM1/p62 protein
seviyelerinin, Bdnf ™~ fareler ile kiyaslandiginda arttigim1 bulduk (sirastyla, p=0.01 ve
p=0.016). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf """ farelerde, LPS+nigerisin enjekte edilmis
Bdnf"" fareler ile kiyaslandiginda gelismis otofaji belirteglerine sahip oldugunu bulduk
(strastyla, p=0.006 ve p=0.004 (Tablo 21 ve Sekil 22A, B, C)).
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Tablo 21. Epididimal yag dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen LC3B

ve SQSTM1/p62 protein seviyelerinin sonuglari

LC3B SQSTM1/p62
Bdnf** 0.536+0.045 0.670+0.024
Bdnf** + Etanol 0.531+0.05 0.666+0.025
Bdnf*"* + LPS + Nig 0.767+0.06>4 0.838+0.037h
Bdnf - 0.281+0.02° 0.352+0.025¢
Bdnf - + Etanol 0.281+0.017 0.346+0.015
Bdnf* + LPS + Nig 0.421+0.035¢ 0.489+0.031¢

LC3B ve SQSTM1/p62 proteinlerine ait sonuglar f-aktin'e oranlanarak verildi.
Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf*'* grubuna gore p = 0.01 diizeyde anlaml1 farkli

®: Bdnf*'* grubuna gére p = 0.01 diizeyde anlamli farkli

®: Bdnf " grubuna gore p = 0.01 diizeyde anlamli farkl1

d: Bdnf*" + LPS + Nig grubuna gére p = 0.006 diizeyde anlamli farkl:

®: Bdnf """ grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlaml1 farkli

& Bdnf " grubuna gére p = 0.025 diizeyde anlamli farkls

¢: Bdnf " grubuna gore p = 0.016 diizeyde anlamli farkli

B Bdnf "~ + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl
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Sekil 22. Epididimal yag dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen LC3B
ve SQSTM1/p62 protein seviyelerinin sonuglart (n=6) [(‘p<0.05, “p<0.01,
p<0.001)]

4.6.5. Deney Gruplarimin Kas Dokularindaki Otofaji ve Otofagozom Olusumu ile

Mliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuc¢lar

Kas dokularinda, Bdnf *~ farelerde LC3B ve SQSTMI1/p62 protein seviyeleri,
Bdnf"" fareler ile kiyaslandiginda azalmist1 (sirastyla, p=0.004 ve p=0.006). LPS+nigerisin
enjekte edilmis Bdnf™" farelerde, LC3B ve SQSTM1/p62 protein seviyelerinin, Bdnf */*
fareler ile kiyaslandiginda arttigin1 bulduk (sirasiyla, p=0.006 ve p=0.016). LPS+nigerisin
enjekte edilmis Bdnf ™~ farelerde, LC3B ve SQSTM1/p62 protein seviyelerinin, Bdnf *
fareler ile kiyaslandiginda arttigini bulduk (sirasiyla, p=0.004 ve p=0.037). LPS-+nigerisin
enjekte edilmis Bdnf ** farelerde, LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf"" fareler ile
kiyaslandiginda gelismis otofaji belirteclerine sahip oldugunu bulduk (sirasiyla, p=0.004 ve
p=0.004 (Tablo 22 ve Sekil 23A, B, C)).
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Tablo 22. Kas dokusu Orneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen LC3B ve

SQSTM1/p62 protein seviyelerinin sonuglari

LC3B SQSTM1/p62
Bdnf** 0.472+0.035 0.453+0.039
Bdnf** + Etanol 0.475+0.029 0.457+0.045
Bdnf*"* + LPS + Nig 0.679+0.024%4 0.603+0.037h
Bdnf - 0.190+0.012° 0.217+0.033¢
Bdnf*- + Etanol 0.208+0.028 0.218+0.011
Bdnf* + LPS + Nig 0.346+0.022¢ 0.335+0.029¢

LC3B ve SQSTM1/p62 proteinlerine ait sonuglar GAPDH'a oranlanarak verildi.
Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf*'* grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

®: Bdnf*'* grubuna gére p = 0.006 diizeyde anlaml1 farkli

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkl1

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl:

®: Bdnf """ grubuna gore p = 0.006 diizeyde anlaml1 farkli

f: Bdnf " grubuna gére p = 0.016 diizeyde anlamli farkls

¢: Bdnf " grubuna gore p = 0.037 diizeyde anlamli farkls

B Bdnf "~ + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl
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Sekil 23. Kas dokusu oOrneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen LC3B ve
SQSTM1/p62 protein seviyelerinin sonuglart (n=6) [(‘p<0.05, ““p<0.01,
“p<0.001)]

4.7. Deney Gruplarinin ESCRT-III aracih Plazma Membran Onarim Sistemi ile Iliskili

Protein Seviyelerinin Analiz Sonug¢lar

BDNF’nin hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularinda
ESCRT-III aracili plazma membran onarim sistemi ile iliskili VPS4A protein seviyelerine

etkisi western blot yontemiyle belirlendi.

4.7.1. Deney Gruplarinin Hipokampiis Dokularindaki ESCRT-III aracihi Plazma
Membran Onarim Sistemi ile iliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuglar
Hipokampiis dokularinda, Bdnf ™~ farelerde VPS4A protein seviyeleri, Bdnf ™"

fareler ile kiyaslandiginda azalmisti (p=0.004). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™"

farelerde, VPS4A protein seviyelerinin, Bdnf *" fareler ile kiyaslandiginda azaldigim

bulduk (p=0.025). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf * farelerde, VPS4A protein
seviyelerinin, Bdnf ™" fareler ile kiyaslandiginda azaldigini bulduk (p=0.025). LPS+nigerisin
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enjekte edilmis Bdnf ** farelerde, LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™~ fareler ile
kiyaslandiginda gelismis VPS4A protein seviyelerine sahip oldugunu bulduk (p=0.025
(Tablo 23 ve Sekil 24A, B)).

Tablo 23. Hipokampiis dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen VPS4A

protein seviyelerinin sonuglari

VPS4A
Bdnf+* 0.340+0.021
Bdnf* + Etanol 0.341+0.03
Bdnf** + LPS + Nig 0.243+0.029"¢
Bdnf 0.2270.019°
Bdnf V- + Etanol 0.217+0.027
Bdnf*" + LPS + Nig 0.143£0.016¢

VPS4A proteinine ait sonuglar B-aktin'e oranlanarak verildi.

Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf*'* grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkls

b Bdnf ™" grubuna gére p = 0.025 diizeyde anlamli farkli

®: Bdnf " grubuna gore p = 0.025 diizeyde anlaml1 farkl1

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gore p = 0.025 diizeyde anlamli farkli
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Sekil 24. Hipokampiis dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen VPS4A
protein seviyelerinin sonuglar1 (n=6) [("p<0.05, **p<0.01, “*p<0.001)]

4.7.2. Deney Gruplarimin Korteks Dokularindaki ESCRT-III-aracili Plazma Membran

Onarim Sistemi ile Tliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuclar

Korteks dokularinda, Bdnf ™ farelerde VPS4A protein seviyeleri, Bdnf /" fareler ile
kiyaslandiginda azalmist: (p=0.004). LPS-+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ** farelerde,
VPS4A protein seviyelerinin, Bdnf */* fareler ile kiyaslandiginda azaldigmi bulduk
(p=0.025). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™" farelerde, VPS4A protein seviyelerinin,
Bdnf*" fareler ile kiyaslandiginda azaldigini bulduk (p=0.004). LPS+nigerisin enjekte
edilmis Bdnf " farelerde, LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf *~ fareler ile kiyaslandiginda
gelismis VPS4A protein seviyelerine sahip oldugunu bulduk (p=0.004 (Tablo 24 ve Sekil

25A, B)).
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Tablo 24. Korteks dokusu Orneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen VPS4A

protein seviyelerinin sonuglari

VPS4A
Bdnf** 0.368+0.028
Bdnf** + Etanol 0.358+0.034
Bdnf*"* + LPS + Nig 0.248+0.0354
Bdnf - 0.186+0.022°
Bdnf - + Etanol 0.183+0.022
Bdnf* + LPS + Nig 0.055+0.004¢

VPS4A proteinine ait sonuglar $-aktin'e oranlanarak verildi.

Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf*’* grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

b: Bdnf*'* grubuna gére p = 0.025 diizeyde anlaml farkli

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkl1

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl:
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Sekil 25. Korteks dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen VPS4A protein
seviyelerinin sonuglar1 (n=6) [('p<0.05, “p<0.01, “p<0.001)]
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4.7.3. Deney Gruplarimin Karaciger Dokularindaki ESCRT-III aracih Plazma

Membran Onarim Sistemi ile Tliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuclar

Karaciger dokularinda, Bdnf ™~ farelerde VPS4A protein seviyeleri, Bdnf ™" fareler
ile kiyaslandiginda azalmist1 (p=0.004). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™" farelerde,
VPS4A protein seviyelerinin, Bdnf ** fareler ile kiyaslandiginda azaldigini bulduk
(p=0.016). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf " farelerde, VPS4A protein seviyelerinin,
Bdnf"" fareler ile kiyaslandiginda azaldigini bulduk (p=0.004). LPS-+nigerisin enjekte
edilmis Bdnf *'* farelerde, LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™" fareler ile kiyaslandiginda
gelismis VPS4A protein seviyelerine sahip oldugunu bulduk (p=0.004 (Tablo 25 ve Sekil
26A, B)).

Tablo 25. Karaciger dokusu drneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen VPS4A

protein seviyelerinin sonuglari

VPS4A
Bdnf "+ 0.772+0.056
Bdnf** + Etanol 0.773+0.06
Bdnf*"* + LPS + Nig 0.540+0.033%4
Bdnf " 0.430+0.044°
Bdnf - + Etanol 0.432+0.045
Bdnf*- + LPS + Nig 0.193+0.027¢

VPS4A proteinine ait sonuglar B-aktin'e oranlanarak verildi.

Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf*'* grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

®: Bdnf """ grubuna gore p = 0.016 diizeyde anlamli farkli

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkl1

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkli
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Sekil 26. Karaciger dokusu orneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen VPS4A

protein seviyelerinin sonuglar1 (n=6) [("p<0.05, “p<0.01, **p<0.001)]

4.7.4. Deney Gruplarmmin Epididimal Yag Dokularindaki ESCRT-III aracih Plazma
Membran Onarim Sistemi ile iliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuglar

Epididimal yag dokularinda, Bdnf * farelerde VPS4A protein seviyeleri, Bdnf *'*
fareler ile kiyaslandiginda azalmisti (p=0.004). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf **
farelerde, VPS4A protein seviyelerinin, Bdnf ** fareler ile kiyaslandiginda azaldigim
bulduk (p=0.006). LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf * farelerde, VPS4A protein
seviyelerinin, Bdnf"" fareler ile kiyaslandiginda azaldigini bulduk (p=0.037). LPS+nigerisin
enjekte edilmis Bdnf */* farelerde, LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™" fareler ile
kiyaslandiginda gelismis VPS4A protein seviyelerine sahip oldugunu bulduk (p=0.004

(Tablo 26 ve Sekil 27A, B)).
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Tablo 26. Epididimal yag dokusu Orneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen

VPS4A protein seviyelerinin sonuglari

VPS4A
Bdnf** 0.800+0.026
Bdnf** + Etanol 0.798+0.056
Bdnf*"* + LPS + Nig 0.585+0.041%4
Bdnf - 0.319+0.035°
Bdnf - + Etanol 0.320+0.031
Bdnf* + LPS + Nig 0.209+0.031°¢

VPS4A proteinine ait sonuglar B-aktin'e oranlanarak verildi.

Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf*'* grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

®: Bdnf*'* grubuna gére p = 0.006 diizeyde anlaml1 farkli

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.037 diizeyde anlamli farkl1

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl:

B *%
A 0 *
Bdnf Bdnf M .
LPS + Nig - T 08 = =k
EtOH - + - - + - 2 46-
o [ - ﬁ "
>
45 KD | —————| i B2 i

0.0
Keontrol EtOll  LPS+ Vlg, Kontrol Ltod  LPS+ I\lh
L

Banf "+ Bdnf "

Sekil 27. Epididimal yag dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen VPS4A
protein seviyelerinin sonuglar1 (n=6) [("p<0.05, “p<0.01, “"p<0.001)]
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4.7.5. Deney Gruplarmin Kas Dokularindaki ESCRT-III aracih Plazma Membran

Onarim Sistemi ile Tliskili Protein Seviyelerinin Analiz Sonuclar

Kas dokularinda, Bdnf ™~ farelerde VPS4A protein seviyeleri, Bdnf " fareler ile
kiyaslandiginda azalmistt (p=0.004). LPS-+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ** farelerde,
VPS4A protein seviyelerinin, Bdnf"* fareler ile kiyaslandiginda azaldigini bulduk (p=0.01).
LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf *~ farelerde, VPS4A protein seviyelerinin, Bdnf™
fareler ile kiyaslandiginda azaldigim1 bulduk (p=0.006). LPS-+nigerisin enjekte edilmis
Bdnf"* farelerde, LPS+nigerisin enjekte edilmis Bdnf ™~ fareler ile kiyaslandiginda gelismis
VPS4A protein seviyelerine sahip oldugunu bulduk (p=0.004) (Tablo 27 ve Sekil 28A, B)).

Tablo 27. Kas dokusu 6rneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen VPS4A protein

seviyelerinin sonuglari

VPS4A
Bdnf** 0.588+0.036
Bdnf*"* + Etanol 0.585+0.039
Bdnf** + LPS + Nig 0.407+0.04254
Bdnf - 0.277+0.053%
Bdnf " + Etanol 0.272+0.04
Bdnf -+ LPS + Nig 0.127+0.008¢

VPS4A proteinine ait sonu¢lar GAPDH'a oranlanarak verildi.
Degerler ortalama+S.E.M. seklinde verildi.

% Bdnf """ grubuna gore p = 0.004 diizeyde anlamli farkli

®: Bdnf """ grubuna gore p = 0.01 diizeyde anlaml1 farkli

°: Bdnf " grubuna gore p = 0.006 diizeyde anlamli farkl1

d: Bdnf " + LPS + Nig grubuna gére p = 0.004 diizeyde anlamli farkl:
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Sekil 28. Kas dokusu orneklerinde western blot yontemiyle analiz edilen VPS4A protein
p<0.001)]

koskok

seviyelerinin sonuglar1 (n=6) [("p<0.05, “p<0.01,
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5. TARTISMA ve SONUC

Kronik inflamasyonla iligkili hastaliklar diinya ¢apinda biiyiik bir saglik yiikii
olusturmaktadir. Enfeksiyona ve doku hasarina karsi inflamatuar yanitin merkezi
tetikleyicileri olarak inflamazomlar bir¢ok hastaligin patogenezinde anahtar diizenleyiciler
olarak rol almaktadir (173). Bu nedenle, inflamasyonun molekiiler mekanizmasi baslica
inflamazom yolunu igermektedir (7). NLRP3 inflamazomu inflamazomlar arasinda en iyi
karakterize edilen inflamatuar sensér molekiiliidiir ve bilimsel ¢alismalara en fazla konu olan
inflamazom modeldir (8). NLRP3 inflamazomu, patojenlere veya hasar sinyallerine karsi
koruyan ve dogustan gelen bagisiklik sisteminin gii¢lii bir oyuncusudur (1). PAMP, DAMP
ve metabolizma ile iligkili molekiiler yapilardan (MAMP’lar; okside diisiik yogunluklu
lipoprotein (OxLDL), serbest yag asitleri (FFA'lar), glukoz, ileri glikasyon son iiriinleri
(AGE'ler) ve kolesterol) kaynaklanan sinyaller NLRP3, ASC ve pro-kaspaz-1 proteinlerinin
bir araya gelerek NLRP3 inflamazom kompleksinin olusmasina sebep olur ve ardindan
kaspaz-1 aktiflesip fonksiyon gostermeye baslar (174, 175). ASC filamenti iizerinde pro-
kaspaz-1’in oligomerizasyonu kaspaz-1’e olgunlasmasimni saglar. Aktif kaspaz-1
proinflamatuar sitokinler pro-IL-1p ve pro-IL-18'"i proteolitik olarak keser ve onlarin aktif
formlar1 olan IL-1p ve IL-18'e doniistimiinii saglayarak salgilanmasini uyarir. Aktif kaspaz-
1 ayrica, por olusturan bir protein olan GSDMD’yi aktiflestirerek plazma membraninda por
olugmasina ve piroptoz siirecinin baglamasina ve inflamasyonun yayilmasia neden olur
(175). Bu nedenle anormal NLRP3 inflamazom aktivasyonu, farkli klinik baglamlarda
konaga zarar verebilecek asir1 ve kendi kendine devam eden inflamasyonla iligkilidir (22).
Anormal NLRP3 inflamazom aktivasyonunun neden oldugu bu asir1 inflamasyon, kanser,
metabolik ve ndrodejeneratif bozukluklar gibi ¢ok cesitli hastaliklara neden olmaktadir; ve
bu aktivasyon kronik hale doniistiigiinde patolojinin siddetlendigi ve bu durumun da kanser,
metabolik ve ndrodejeneratif hastaliklarin ilerlemesinin hizlanmasina sebep oldugu ortaya

koyulmustur (1, 22, 23, 90, 91).

NLRP3 inflamazom aktivasyon modeli olusturmadan Once, tez calismasinda
kullanilacak olan farelerin genotiplemeleri yapildi. BDNF ve neomisin geninin birer alleline
sahip fareler Bdnf *", BDNF geninin her iki alleline sahip olan fareler Bdnf ** olarak
tammland1 (Sekil 10). Sonrasinda, Bdnf ™~ farelerdeki BDNF eksikligini nicel olarak
gostermek amaciyla farelerde serum BDNF seviyeleri ticari olarak satin aliman ELISA kiti

kullanilarak belirlendi (Béliim 3.2.4). Elde edilen verilerde, Bdnf " farelerde serum BDNF
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seviyeleri Bdnf ™" fareler ile kiyaslandiginda anlamli derecede (p<0.05) diisiik oldugu
gbzlendi (Tablo 10 ve Sekil 11).

NLRP3 inflamazom kompleksi kanonik, kanonik olmayan ve alternatif yollar olmak
tizere ¢ farkli sekilde aktive olabilir. Bu yollar NLRP3 inflamazom kompleksinin
olusumuna ve kaspaz-1 enziminin aktivasyonuna yol agar. Kanonik yolda tamamen NLRP3
inflamazom aktivasyonu gerceklesir ve bu aktivasyon igin iki sinyal gereklidir: priming ve
aktivasyon sinyali (48). Bu tez ¢alismasinda, Bdnf """ ve Bdnf ™" farelerde, tam bir NLRP3
inflamazom aktivasyonunun saglanmasi i¢in LPS ve nigerisin kullamild1. Bdnf ™" ve Bdnf ™
farelere, NLRP3 inflamazom aktivasyonunda birinci sinyal olan “priming” sinyalini aktive
etmek icin 5 mg/kg LPS, ikinci sinyal olan “aktivasyon” sinyalini aktive etmek i¢in ise 1
mg/kg nigerisin intraperitoneal olarak enjekte edildi ve in vivo olarak NLRP3 inflamazom
aktivasyon modeli olusturuldu (166-169). Dogustan gelen tepkileri uyarmak i¢in yaygin
olarak kullanilan LPS, lipofilik bir molekiildiir ve kan beyin bariyerini gegebilir (168). lyi
bilinen bir PAMP olan LPS, TLR-4’e baglanarak klasik NLRP3 inflamazom aktivasyonu
i¢in gerekli olan priming sinyali olarak gorev yapar (176). Nigerisin (bir K'/H" iyonoforu),
panneksin-1 araciligiyla hiicre i¢i potasyum seviyelerini azaltarak NLRP3 inflamazom
kompleksini indiikleyen bir aktivasyon sinyali olarak gorev yapar (50, 59, 177). Ek olarak,
aktivasyon asamasinda, mitokondriyal disfonksiyon, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi, iyon
akist (K*/C1- akis1 ve Ca®*/Na* girisi), Ca®" homeostazinin bozulmasi, lizozomal hasar, golgi
fragmentasyonu ve metabolik degisiklikler gibi cesitli molekiiler faktorler ve hiicresel
sinyaller de NLRP3 inflamazom aktivasyonuna katkida bulunabilir (50). Calismamizda LPS
ve nigerisin enjekte edilen Bdnf ™" ve Bdnf " farelerde yapilan molekiiler testler, NLRP3
inflamazom aktivasyonunun gerceklestirildigi ortaya koyulmustur. NLRP3 inflamazom
aktivasyonunun dogrulugu, IL-1B ve IL-18 sitokin seviyelerindeki artis ve hipokampiis,
korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularinda NLRP3 inflamazom protein
seviyelerindeki artis ile gosterildi (Tablo 11, Tablo 12, Tablo 13, Tablo 14, Tablo 15, Tablo
16, Tablo 17 ve Sekil 12, Sekil 13, Sekil 14, Sekil 15, Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18).

NLRP3 inflamazom yolag ile iliskili proteinler ve negatif diizenleyicileri olan NF-
kB p65, NLRP3, kaspaz-1 p20, GSDMD, LC3B, SQSTM1/p62 ve VPS4A protein
seviyelerinin saptanmasi i¢in western blot yontemi siklikla tercih edilmektedir (14, 20, 167,

168, 178). Dolayisiyla, bu ¢alismada da IL-1p ve IL-18 sitokin seviyelerinin belirlenmesi
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icin ELISA; NF-«B p65, NLRP3, kaspaz-1 p20, GSDMD, LC3B, SQSTM1/p62 ve VPS4A

protein diizeylerinin belirlenmesinde ise western blot yontemi kullanildi.

Asirt doku hasarini ve homeostazin bozulmasini 6nlemek i¢cin NLRP3 inflamazom
aktivasyonunun siki bir sekilde diizenlenmesi ve kontrol edilmesi gerekir (46). Losince
zengin tekrarl Fli-I ile etkilesen protein 2 (leucine-rich repeat Fli-I-interacting protein 2),
A20, kiigiik heterodimer partner, aril hidrokarbon reseptdrii, lipin-2 ve RAF-kinaz inhibitor
protein (RKIP) gibi gesitli endojen negatif regiilatorlerin, farkli mekanizmalar araciligiyla
inflamazom aktivasyonunu azaltti§1 bilinmektedir (179-184). Bu endojen diizenleyiciler
NLPR3 inflamazom aktivasyonunu negatif diizenleyerek asir1 inflamasyona ve doku
hasarina karsi korumada kritik 6neme sahiptir. Bu tez ¢alismasinda, BDNF'nin NLRP3
inflamazomu {izerine diizenleyici etkisini arastirdilk. BDNF eksik farelerde NLRP3
inflamazom aktivasyonuna hassasiyetin arttirdigin1 gosterdik. Elde ettigimiz sonuglar,
BDNF’nin dogrudan NLRP3 inflamazom aktivasyonunun engellenmesiyle iliskili olduguna

dair veriler sunmaktadir.

BDNF, norolojik aktivitelerde 6nemli rol oynayan ¢ok fonksiyonlu bir ndrotrofindir
(185). Beyinde ve periferal dokularda oldukca bol miktarda bulunan BDNF, merkezi ve
periferal sinir sisteminin gelisimi, sinaptogenez, sinaptik plastisite, nérogenez, ndronal
olgunlagsma, noéronal plastisite, anoreksijenez, beyin metabolizmasinin ve enerji
homeostazinin regiilasyonu gibi bir¢ok sinyal yolunda 6nemli bir diizenleyicidir (30, 31, 33,
129-132, 186). Ancak, BDNF’nin fonksiyon bozuklugu aym1 zamanda inflamatuar
hastaliklarin  patogeneziyle de iligkilidir (31). BDNFnin umut verici giiglii
immiinomodiilator fonksiyonlar1 ve anti-inflamatuar etkileri, ¢esitli hastaliklarda veya
hastalik modellerinde tanimlanmistir (153). Olas1 yaygin faktorler sitokinlerin diizenlenmesi
(anti-inflamatuar molekiillerin ekspresyonunu ve salgilanmasini arttirirken, proinflamatuar
sitokinlerin sekresyonunu inhibe etmek) ve NF-«B sinyal yolu veya MAPK'nin
inhibisyonudur. BDNF, IL-1f gibi inflamazomla iligkili sitokinlerin ve TNF-a, IL-6 ve INF-
v gibi inflamazomdan bagimsiz sitokinlerin {iretimini baskilar (35, 37-39, 161). Ayrica
BDNF, IL-10 ve interlokin-4 (IL-4) gibi anti-inflamatuar sitokinlerin {iretimini de uyarir (35,
37, 39). Parrott ve arkadaslari, akut proinflamatuar yamtr arttiran LPS'nin, Bdnf "~ farelerde
asir1 proinflamatuar sitokinleri indiikledigini gostermislerdir. Bu calismada, IL-1p, TNF-a
ve IL-6 proinflamatuar sitokinlerin Bdnf ** kontrol fareleri ile kiyaslandiginda Bdnf *

farelerde asir1 eksprese edildigi bulunmustur (152). Baska bir calismada, BDNF/TrkB
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eksikliginin beyin dokularinda inflamatuar sitokinleri arttirdigi rapor edilmistir (187).
Literatiirde benzer caligsmalardaki verileri destekleyecek sekilde, sonuglarimiz Bdnf ™
farelerde LPS+nigerisin-aracilt artan IL-1B ve IL-18 salinim1 sergiledigini gostermektedir.
BDNF’nin LPS+nigerisin hasari ile artan IL-1 ve IL-18 seviyelerini anlaml1 olarak azalttig
(p<0.05) bulundu (Tablo 11, Tablo 12 ve Sekil 12, Sekil 13). Ek olarak NF-kB, pro-IL-1p,
pro-IL-18 ve NLRP3 protein sentezini ve NLRP3 inflamazom aktivasyonunu diizenleyen
Oonemli bir transkripsiyon faktoriidiir (7). Bu ¢alismada, in vivo LPS-+nigerisin ile olusturulan
NLRP3 inflamazom aktivasyon modelinde, BDNF’ nin NLRP3 inflamazom aktivasyonu
oncesinde gorev alan NF-«kB p65 protein seviyeleri western blot yontemi ile belirlendi. Buna
gore, BDNF'nin NF-kB’yi inhibe ettigine dair c¢aligmalar g6z Oniine alindiginda,
sonuc¢larimiz NLRP3 inflamazom aktivasyonundan bagimsiz olarak gruplarin hipokampiis,
korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularinda, BDNF eksikligi NF-xB p65 protein
seviyelerini anlamli olarak (p<0.05) arttirdig1 gosterildi. Ayrica, NLRP3 inflamazom
aktivasyonu yapilan gruplarin hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas
dokularinda, NF-kB p65 protein seviyelerinin BDNF eksikligi ile anlaml1 olarak (p<0.05)
arttigt bulundu. Sonu¢ olarak, BDNF’nin NF-xB inhibisyonu araciligiyla NLRP3
inflamazom aktivasyonunu bozdugunu agik¢a goriilmektedir (Tablo 13, Tablo 14, Tablo 15,
Tablo 16, Tablo 17 ve Sekil 14, Sekil 15, Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18).

NLRP3 inflamazom aktivasyonu sonucunda kaspaz-1 aktive olmaktadir. Aktif
kaspaz-1 daha sonra inaktif pro-IL-1p ve pro-IL-18'"1i proteolitik olarak keserek aktif formlari
olan IL-1B ve IL-18'e doniisiimiinii saglar ve biiylik miktarlarda IL-18 ve IL-18'in
salgilanmasina yol acar. Kaspaz-1 ayrica GSDMD’nin boliinmesini saglayarak plazma
membraninda oligomerize olan ve porlar olugturan N-terminal fragmentlerinin (GSDMD-
N) iretilmesini saglar. Bodylece GSDMD-aracili piroptoz siirecinin baslamasina ve
inflamasyonun yayilmasma neden olur (188, 189). BDNFnin NLRP3 inflamazom
aktivasyonunun kontrolii iizerine olan etkisi hakkinda ¢ok az arastirma yapilmistir.
BDNF'nin, KLF2/HK1'e bagimli glukoz metabolizmasinin diizenlenmesi ve mitokondriyal
homeostazin korunmasi yoluyla vaskiiler endotelyal hiicrelerde oxLDL aracili NLRP3
inflamazom aktivasyonunu ve NLRP3 inflamazom aracili piroptozu azalttig1 belirtilmistir
(190). Baska bir calismada, intranazal BDNF uygulamasinin, kronik ongdriilemeyen hafif
stresin (chronic unpredictable mild stress, CUMS) neden oldugu depresyon modelinde,

farelerin hipokampiis dokularinda inflamazomla iligkili protein seviyelerini (NLRP3 ve IL-

86



1B) azalttigr gosterilmistir (191). Bu c¢alismada, BDNF'nin NLRP3 inflamazom
aktivasyonuna ve GSDMD-aracili piroptoz iizerine etkisi in vivo kosullarda incelendi. Bu
baglamda, NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun ve piroptozun en énemli belirtecleri olan
NLRP3, aktif kaspaz-1 p20 ve GSDMD (western blot yontemi ile) seviyeleri incelendi.
Literatiirde benzer caligmalardaki verileri destekleyecek sekilde, sonuglarimiz NLRP3
inflamazom aktivasyonundan bagimsiz olarak gruplarin hipokampiis, korteks, karaciger,
epididimal yag ve kas dokularinda, BDNF eksikligi NLRP3, aktif kaspaz-1 p20 ve GSDMD
protein seviyelerini anlamli olarak (p<0.05) arttirarak NLRP3 inflamazom ile iliskili
aktiviteyi ve GSDMD-aracili piroptozu destekledigi gosterildi. Ayrica NLRP3 inflamazom
aktivasyonu yapilan gruplarin hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas
dokularinda, NLRP3, aktif kaspaz-1 p20 ve GSDMD protein seviyelerinin BDNF eksikligi
ile anlaml olarak (p<0.05) arttig1 tespit edildi (Tablo 13, Tablo 14, Tablo 15, Tablo 16,
Tablo 17 ve Sekil 14, Sekil 15, Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18).

Otofaji, yanlis katlanmis veya agrege proteinlerin yikiminda, hasarli organellerin
temizlenmesinde ve inflamazom fonksiyonu diizenleyen homeostatik bir siirectir (18).
Otofaji, beklinl, hafif zincir 3 (LC3) A ve B, sekestozom 1 (SQSTM1)/p62 ve sirtuin 1
(SIRT1) dahil olmak iizere ¢ok cesitli proteinler tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda
LC3B ve SQSTM1/p62, otofaji aktivitesini gozlemlemek i¢in yaygin olarak kullanilan
otofaji belirtecleridir. LC3B, otofagozom olusumunda rol oynamaktadir. SQSTM1/p62,
hedef kargo i¢in adaptor olarak otofaji sistemiyle etkilesime giren multi domainlere sahip
secici bir otofaji substrati olarak hizmet etmektedir (192). Otofaji, hiperinflamasyonu ve
inflamazomun hiperaktivasyonunu azaltir. Benzer sekilde, inflamazom aktivasyonu, konagi
asir1 inflamasyondan korumak i¢in otofajiyi uyarabilir (193). Otofaji yoluyla inflamazom
aktivasyonun diizenlenmesi bir¢cok yolla gerceklesebilir. Bu diizenlenme, endojen
inflamazom aktivatorlerin uzaklastirilmasi veya inflamazom bilesenlerinin ve sitokinlerinin
dogrudan uzaklastirilmasi yoluyla saglanabilir. Dolayisiyla otofaji, inflamazomlarin ana
diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir (15). Otofaji son yillarda BDNF ile de
iligkilendirilmistir (84, 194). Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda, BDNF/TrkB sinyal
yolunun aktivasyonu apoptozun Onlenmesine, otofaji ve mitofajinin aktivasyonuna,
otofagozom olusumuna (LC3 ve p62 seviyelerinde artis) ve inflamatuar yanitlarin
diizenlenmesine neden oldugu gosterilmistir (84, 194-199). Bu c¢alismada, BDNF'nin

NLRP3 inflamazom aktivasyonunun negatif diizenleyicisi olan otofaji lizerine etkisi in vivo
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kosullarda incelendi. Bu baglamda, otofajik aktiviteyi gdosteren LC3B ve SQSTM1/p62
(western blot yontemi ile) seviyeleri incelenmistir. Caligmamizda, NLRP3 inflamazom
aktivasyonundan bagimsiz olarak gruplarin hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag
ve kas dokularinda, BDNF eksikligi LC3B ve SQSTM1/p62 protein seviyelerini anlamli
olarak (p<0.05) azaltarak otofajinin bozulmasina yol actig1 gosterildi. Ek olarak, NLRP3
inflamazom aktivasyonu yapilan gruplarin hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag
ve kas dokularinda, LC3B ve SQSTM 1/p62 protein seviyelerinin BDNF eksikligi ile anlaml
olarak (p<0.05) azaldig1 belirlendi. Bu sonuglara gére, BDNF nin otofajiyi artirarak NLRP3
inflamazom aktivasyonunu hafiflettigi ortaya koyuldu (Tablo 18, Tablo 19, Tablo 20, Tablo
21, Tablo 22 ve Sekil 19, Sekil 20, Sekil 21, Sekil 22, Sekil 23).

ESCRT mekanizmasi, ESCRT-O0, -1, -II ve -III, apoptoz baglantili gen-2 (ALG-2) ile
etkilesen protein X (ALIX) ve VPS4A dahil olmak iizere ¢esitli fonksiyonel alt birimlerden
olusur (200). ESCRT-bagimli membran onarimi, GSDMD’nin neden oldugu piroptozu
negatif olarak diizenlemektedir (20). ESCRT-III-VPS4A sistemi, GSDMD-aracili piroptotik
plazma membraninda por olusumunu engeller ve NLRP3 inflamazom aktivasyonundan
sonra IL-1p ve IL-18 salgilanmasini negatif olarak diizenler. Bdylece bu siire¢ piroptotik
hiicre o0liimiinii sinirlandirmaktadir (20, 21). Bu g¢alismada, BDNF'nin GSDMD-aracilt
piroptotik hiicre 6liimiiniin negatif diizenleyicisi olan ESCRT-III aracili plazma membrane
onarimi lzerine etkisi in vivo kosullarda incelendi. Bu baglamda, plazma membran
onarimint gosteren VPS4A (Western blot yontemi ile) protein seviyeleri incelenmistir.
Calisgmamiz NLRP3 inflamazom aktivasyonundan bagimsiz olarak gruplarin hipokampiis,
korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularinda, BDNF eksikligi VPS4A protein
seviyelerini anlmali olarak (p<0.05) azaltarak plazma membran hasarini tolere edemedigi
gosterildi. Ayrica, NLRP3 inflamazom aktivasyonu yapilan gruplarin hipokampiis, korteks,
karaciger, epididimal yag ve kas dokularinda, VPS4A protein seviyelerinin BDNF eksikligi
ile anlamli olarak (p<0.05) azaldig1 belirlendi. Bu sonuglara gére, BDNF'nin ESCRT-III
aracili plazma membran onarimini aktive ederek NLRP3 inflamazom aktivasyonunu
baskilamadaki roliinii dogrulamaktadir (Tablo 23, Tablo 24, Tablo 25, Tablo 26, Tablo 27
ve Sekil 24, Sekil 25, Sekil 26, Sekil 27, Sekil 28).
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Sekil 29. BDNF eksikligi ve NLRP3 inflamazom aktivasyonu arasindaki iliskinin sematik

gosterimi

Bu ¢alisma ile, BDNF eksikliginin inflamazom aktivasyonundan bagimsiz olarak
immiin yaniti artirabilecegi goOsterilmistir. Ayni zamanda, NLRP3 inflamazom
aktivasyonuyla, Bdnf " farelerin NLRP3 inflamazom aktivasyonu artisina daha duyarh
oldugu gosterildi. Calismanizda elde edilen verilere dayanarak, Bdnf ™" ve Bdnf ™ farelerde
olusturdugumuz in vivo NLRP3 inflamazom aktivasyon modelinde, BDNF'nin, NF-xB
inhibisyonu araciligryla NLRP3 inflamazom aktivasyonunu azalttigi ve piroptotik hiicre
6liimiinii engelledigi ortaya koyuldu. Ayrica BDNFnin NLRP3 inflamazom aktivasyonunu
negatif diizenleyicilerileri olan otofajiyi, otofagozom olusumunu ve ESCRT-III aracili
plazma membran onarimininin aktivasyonunda oOnemli rolii oldugunu gosterdik.
Hipokampiis, korteks, karaciger, epididimal yag ve kas dokularinda artan NLRP3
inflamazom aktivasyonuna kars1 bu dokularda BDNF’nin dogustan gelen immiin yanita veya
inflamasyona kars1 koruyucu etkisinin olabilecegi gériildii. Sonug olarak Bdnf " farelerde,

LPS ve nigerisin ile uyarilan NLRP3 inflamazom aktivasyonunun ve GSDMD-aracili
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piroptotik hiicre 6limiiniin ciddi anlamda arttig1 gdsterilmistir. Bu durum, BDNF'nin asir1
inflamazom aktivasyonunu kontrol etmek i¢in kullanilabilecek bir terap6tik hedef olabilmesi

noktasinda umut vaat ettigini géstermektedir.
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