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2019 yili itibariyle pandemiye neden olmus olan Siddetli Akut Solunum Sendromu-2
(SARS-CoV-2)’nin sinir sistemi igleyisinde bozukluklara sebep oldugu bildirilmistir. Ek
olarak, yapilan az sayida ¢alismada SARS-CoV-2 Spike proteininin alt birimlerinden biri
olan SI proteininin sinir sisteminde dogrudan ya da dolayli olarak fizyolojik bozukluklar
meydana getirdigi tespit edilmistir. Yapilan bu tez calismasi kapsaminda, SARS-CoV-2
Spike/S1 proteini ve hedef reseptorleri oldugu bildirilmis olan Noropilin-1 (Nrp-1) ve Toll-
benzeri Reseptdr 4 (TLR4) inhibitorlerinin noronal hiicreler tizerindeki fizyolojik etkileri
arastirilarak tartisilmistir. Bu amagla, oncelikle L.929 ve T98G hiicre hatlar1 iizerindeki
sitotoksik deneylerle maddelerin uygun konsantrasyonlari belirlenmistir. Bu asamayi takiben
maddelerin etkinliklerini arastirmak tizere, SH-SYS5Y hiicreleri kullanilmistir. Maddelerin
hem direkt hem de kombine bir sekilde uygulanmasinin noéronal farklilasma potansiyeli
(nérojenez) lizerindeki etkileri incelenmistir. Bunun yani sira, maddelerin aksonal biiyiime
tizerindeki etkilerini tespit etmek iizere farklilasma asamasinin 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde
aksonal morfoloji incelenmistir ve aksonal uzantilar Olgiilerek karsilagtirilmistir. Ayni
zamanda maddelerin noronlara farklilagtirllmis SH-SYSY hiicrelerindeki noroproteksiyon

siirecine etkileri degerlendirilmistir. Bunun yaninda, maddelerin bir sinir hasar1 sonrasindaki



iyilesmeye olan etkileri ve bir transwell sistemindeki noronal go¢ siirecine etkileri

incelenmistir.

Elde edilen veriler, SARS-CoV-2 Spike/S1 proteininin Nrp-1’in fonksiyonlarinda Nrp-1
inhibitoriine benzer etkiler yaptigini1 gostermistir. S1 proteininin Nrp-1 inhibitoriiyle benzer
sekilde, noronal farklilasmay1 olumsuz etkiledigi, aksonal biiyiimeyi zamana bagli olarak
yavaglattig1, noroproteksiyonu zamanla dogru orantili bir sekilde bozdugu ve apoptozu
indiikledigi, sinir hasar1 iyilesmesi lizerinde olumsuz etkiye sebep oldugu, ayni zamanda
hiicre adezyonunu ve noronal gogii olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir. Buna karsin,
S1 proteininin diger bir hedef reseptdrii olan TLR4’iin TAK242 ile bloke edilmesinin bu
stireclerde S1 ve EG00229 ile benzer bir etkisi olmamistir. Ek olarak, Nrp-1 ve TLR4
reseptorlerinin sinir sistemindeki bazi fizyolojik siireglerde birbirleriyle dogrudan ya da
dolayl1 olarak iliskili oldugu tespit edilmistir. Tiim bunlarla beraber, EG00229 zaman ve

miktar parametrelerine bagli olarak S1’in olumsuz etkilerini 6nlemistir.

Tiim sonuglar birlikte ele alindiginda, SARS-CoV-2’nin ya da sinir sistemine sizan S1
proteininin, sinir sistemindeki patofizyolojik etkilere Nrp-1 fonksiyonunu bozarak
dogrudan sebep olabilecegi goriilmiistiir. Elde edilen bulgular, SARS-CoV-2’nin sinir
sistemindeki hasarlarini 6nlemek i¢in tasarlanabilecek ilag ya da teropatik ajan ¢aligmalarina

151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: SARS-CoV-2, Spike proteini, Noropilin-1, Toll Benzeri Reseptor 4,

Norojenez, Aksonal biiylime, Noroproteksiyon, Noronal gog
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SARS-CoV-2 SPIKE/S1 PROTEIN,
NEUROPILIN-1 AND TOLL-LIKE RECEPTOR 4 INHIBITORS ON DIFFERENT
PHYSIOLOGICAL PROCESSES IN THE NERVOUS SYSTEM

IBRAHIM KAMACI

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Esin AKBAY CETIN

May 2024, 101 pages

As of 2019, Severe Acute Respiratory Syndrome-2 (SARS-CoV-2), which caused the
pandemic, has been reported to cause disorders in the functioning of the nervous system. In
addition, a small number of studies have found that the S1 protein, one of the subunits of the
SARS-CoV-2 Spike protein, directly or indirectly causes physiological disorders in the
nervous system. Within the scope of the thesis study, the physiological effects of
Neuropilin-1 (Nrp-1) and Toll-like Receptor 4 (TLR4) inhibitors, which have been reported
to be one of the units of SARS-CoV-2 Spike/S1 protein and its target receptors, on neuronal
cells were discussed. For this purpose, the appropriate concentrations of the substances were
first determined by cytotoxic assays on L929 and T98G cell lines. Following this step, to
investigate the effects of the substances on neuronal processes, appropriate experimental
groups were established with the physiological identities of SH-SYS5Y cells, both at the
neuroblastoma stage, neuronal differentiation stage and after differentiation into neuronal

cells.

The effects of both direct and combined administration of the substances on neuronal
differentiation potential (neurogenesis) were examined. We also evaluated the effects of the

substances on the neuroprotection process in SH-SY5Y cells differentiated into neurons. In

il



addition, the effects of the substances on the recovery after a nerve injury and on the

neuronal migration process in a transwell system were analyzed.

The data obtained showed that the SARS-CoV-2 Spike/S1 protein exerts similar effects on
the functions of Nrp-1 as the Nrp-1 inhibitor. Similar to Nrp-1 inhibitor, S1 protein was
found to negatively affect neuronal differentiation, slow down axonal growth in a time-
dependent manner, impair neuroprotection in a time-dependent manner, induce apoptosis,
have a negative effect on nerve injury recovery, and negatively affect cell adhesion and
neuronal migration. In contrast, blocking TLR4, another target receptor of S1 protein, with
TAK242 did not have a similar effect on these processes as S1 and EG00229. In addition,
Nrp-1 and TLR4 receptors have been found to be directly or indirectly related to each other
in some physiological processes in the nervous system. Nevertheless, EG00229 prevented

the negative effects of S1 depending on time and quantity parameters.

Taken together, the results suggest that SARS-CoV-2 or S1 protein infiltrating the nervous
system may directly cause pathophysiological effects in the nervous system by disrupting
Nrp-1 function. The findings will shed light on the studies of drugs or therapeutic agents that

can be designed to prevent the damages of SARS-CoV-2 in the nervous system.

Keywords: SARS-CoV-2, Spike protein, Neuropilin-1, Toll-like receptor 4, Neurogenesis,

Axonal growth, Neuroprotection, Neuronal migration
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1. GIRIS

Yasamu elektrofizyolojik olarak algilayan, yorumlayan ve cevaplandiran sinir sistemi,
karmagsik gelisim ve diizenleme siirecleri icermektedir. Sinir sistemi, organlardan ve
cevreden aldigi bilgileri siralayarak yorumlayan ve uygun sekilde -elektrofizyolojik
cevaplar olusturan dinamik bir organizasyondur. Olusturulan fizyolojik cevaplar,

organizmanin ¢evreye en iyi sekilde uyum saglamasini amaglamaktadir [1].

Sinir sistemi, ndronlar ve gliyalar olmak tizere iki temel hiicre tipinin organizasyonel
aglarindan olugsmaktadir. Noronlar, hassas bir sekilde haberlesmeyi saglamak tizere genis
bir fizyolojik ag olusturan elektrofizyolojik hiicreler olarak bilinirken gliyalar, ndronlar1 ve
noronlarin mikrogevresini hem dogrudan hem de dolayli olarak koruyan destek hiicreler

olarak bilinmektedir [2].

Sinir sisteminin kendi i¢inde ve diger sistemlerle haberlesmesinde gorev alan birgok
reseptOr tanimlanmistir. Reseptorler, disaridan gelen uyariyi, sinir sistemine uygun bir dile
cevirmektedir ve ligand denilen biyokimyasal molekiillerle haberlesme saglamaktadir [1].
Ligand: tarafindan aktive olan bir reseptdr, biyofiziksel ve biyokimyasal etkilerle diger
reseptorleri aktive ya da inaktive etmektedir [1, 2]. Bir reseptor birden fazla liganda sahip
olabilmektedir ve bu ligandlarin fizyolojik dengesi (6rnegin konsantrasyon dengesi), tek
reseptOr iizerinden bile farkli fizyolojik cevaplara sebep olabilmektedir [3, 4]. Sinir
sistemindeki reseptdrler iyon dengesi, ndrojenez, apoptoz, ndrotransmitter taginimi,
ndroproteksiyon, ndronal gog, aksonal biiylime ve onarim, miyelinasyon, sinaptogenez gibi
bir¢cok fonksiyonda gorev almaktadir [1-2]. Cesitli nedenlerle reseptor-ligand iligkilerinin
bozulmasi, norofizyolojik bozukluklara ve norodejeneratif hastaliklara neden

olabilmektedir [5].

Canlilarda sinir sistemi gelisimi bir asamaya kadar devam etse de yenilenme ve onarim,
belli bir derecede yasam boyu devam etmektedir [6-8]. Bu devamliligin saglanmasi, sinir

sisteminin normal isleyisi icin Onem tasimaktadir.

2019 yil itibariyle pandemiye neden olmus olan Siddetli Akut Solunum Sendromu

Koronaviriis-2 (SARS-CoV-2)’nin, merkezi sinir sisteminin (MSS) normal isleyisinde

bozukluklar meydana getirdigi bildirilmistir [9-11]. Bu baglamda SARS-CoV-2’nin
1



MSS’ne s1zabilecegi one siiriilmektedir. Bunun yaninda, zoonotik bir koronaviriis tiirii olan
SARS-CoV-2’nin ¢ok sayida reseptorle iligki kurabilecegi raporlanmistir [12, 13]. Bu
reseptorler arasinda, ndrojenez, ndroproteksiyon, aksonal biiyiime ve modiilasyon, ndronal
gbc gibi fizyolojik siireclerde rol alan Noropilin-1 (Nrp-1) reseptorii, ayrica Toll Benzeri
Reseptor-4 (TLR4) gibi sinir sistemi immiinitesinde rol oynayan reseptorler bulunmaktadir

[14, 15].

Nrp-1, tim omurgalilarda bulunan, birden fazla ligand baglama alanina sahip bir
transmembran reseptoriidiir [16]. Yapilan az sayida calisma, Nrp-1 reseptoriiniin ligand
baglama alani ile SARS-CoV-2 Spike proteinin birimlerinden biri olan S1 proteininin
etkilesime girdigini gostermistir [14, 17]. Bunun yaninda, literatiirde yakin zamanda
SARS-CoV-2 ve S1 proteini kaynakli ndronal hasarlart gosteren c¢aligmalar dikkat
cekmektedir. Yapilan bir c¢alismada, SARS-CoV-2’nin hipokampal ndorojenez
potansiyelinin kaybina neden oldugu; diger bir calismada ise Spike proteininin hipokampal
néron yogunlugunu azalttigr bildirilmistir [18, 19]. Ayrica, birbirini destekleyen iki
caligmadan birinde S1 proteini kaynakli distrofik néritler tespit edilmis, digerinde ise Spike
varyantlarinin dendritik uzunlugu ve uzanti sayilarini azaltarak ndronal morfolojiyi
bozdugu bildirilmistir [20, 21]. Ote yandan, SARS-CoV-2nin potansiyel reseptdrlerinden
biri olan; 6zellikle immiin sistemde hasar ve patojen bildiren bir reseptér olan TLR4’{in;
Spike proteini kaynakli sinaptik kayiplara ve biligsel bozukluga neden oldugu bildirilmistir
[22]. Ek olarak, TLR4 araciligiyla néroinflamasyonu arttirdig: tespit edilen S1 proteininin,

bu nedenlerle merkezi sinir sistemine patolojisinde etkili olabilecegi raporlanmistir [23].

Yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda, SARS-CoV-2 Spike proteininin birimlerinden biri
olan S1 proteininin ve hedef reseptorleri oldugu bildirilmis olan Nrp-1 ve TLR4
inhibitorlerinin (sirastyla EG00229 ve TAK?242) noronal hiicreler iizerindeki etkileri
arastirilmis ve bu etkiler karsilastirilmistir. Literatiirde S1 proteini, Nrp-1 ve TLR4
inhibitorlerinin hem direkt hem de kombine bir sekilde sinir sistemindeki fizyolojik
siireclere olan etkilerini karsilastiran bir cahiymaya rastlanmamistir. Bu dogrultuda,
bu tez kapsamindaki calismalarda, bir insan hiicre hatti olan SH-SY5Y néroblastoma
hiicreleri tercih edilmistir. Hem noroblastoma asamasindaki hem farklilagma asamasindaki
hem de farklilasmay1r tamamladiktan sonraki SH-SYS5Y hiicrelerine uygun
konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda S1 proteini, Nrp-1 inhibitdrii ve TLR4 inhibitorii

uygulanmigtir ve elde edilen sonuclar analiz edilmistir. Bu kapsamda bu {i¢ maddenin,
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norojenezdeki, aksonal biiyiimedeki, noroproteksiyondaki, sinir hasar1 sonrasindaki
iyilesme {iizerindeki etkileri, hiicre adezyonu ve noronal go¢ iizerindeki etkileri
karsilagtirilarak incelenmistir. Nrp-1 inhibitoriiniin SARS-CoV-2 enfeksiyonunu azalttigini
gosteren calismalar bulunsa da bu c¢alismalarda noronal siirecler iizerindeki etkiler
incelenmemistir, yalnizca, Nrp-1’in SARS-CoV-2 enfeksiyonuna olan katkisi konu
alimmistir [14]. Bunun yaninda, astrositlerin SARS-CoV-2’nin enfeksiyonuna aracilik
ederek noroinflamasyona ve noronal islevsel bozukluga neden oldugu; Nrp-1 inhibitdriiniin
ise bu enfeksiyonu azalttig1 bildirilen baska bir ¢aligmada ise néronlar lizerindeki dolayh
etkiler ele alinmistir [24]. Benzer sekilde, TLR4’iin SARS-CoV-2 ile giiclii bir etkilesime
girdigi ve cesitli hasarlara neden oldugunu bildiren ¢alismalar bulunsa da bu ¢alismalarda
noronal siireglerdeki dolayl etkilere odaklanilmistir [22, 23]. Spike ve S1 proteini kaynakli
noritik yapilarin bozuldugunu gosteren ¢alismalarda ise Nrp-1 ve TLR4 konu alinmamistir
[20, 21]. Bu kapsamda, S1 proteini, EG00229 ve TAK242’nin farkli konsantrasyonlarinin
ve kombinasyonlarinin noronal hiicreler ve fizyolojik siirecleri iizerindeki dogrudan
etkilerinin benzerlik agisindan incelenip karsilagtirllmas1 tezin ozgiin  degerini

olusturmaktadir.

Tez calismasi sonucunda elde edilen veriler, SARS-CoV-2’nin ya da sinir sistemine sizan
S1 proteininin, sinir sistemindeki patofizyolojik etkilere dogrudan Nrp-1 fonksiyonunu
bozarak sebep olabilecegini gostermistir. Buna karsin, TLR4 reseptoriiniin S1 proteini ile
direkt etkilesmesinin bu etkiler lizerinde dogrudan bir rolii olmadigini gostererek bu
dogrultuda yapilacak olan gelecek c¢alismalarin onilinii agmistir. SARS-CoV-2’nin
hedefinde olan ve sinir sisteminde aktif rol oynayan bu iki reseptorden Nrp-1’in
inhibisyonunun S1 proteininin etkilerini azalttig1 goriiliirken, TLR4’{in inhibisyonunun
dogrudan herhangi bir etkisi goriilmemistir. Bu bulgu, SARS-CoV-2’nin sinir sistemindeki
hasarlarin1 6nlemek i¢in tasarlanabilecek ila¢ ve terOpatik ajan ¢caligmalarina 1s1k tutacaktir.
Tiim bu bulgulara ek olarak bu tez ¢alismasi, Nrp-1 ve TLR4’{in dogrudan ya da dolayl
olarak iliskili olabilecegini gdstermistir. Bu bulgu, bu iki reseptoriin iliskisi hakkinda
kapsamli ¢alismalarin gerekliligini gostermistir. Tiim bunlarin yaninda bu calisma, sinir
sistemini hedef alan viriislerin ve viral pargaciklarin, noéronal kok hiicrelerdeki ve
noronlardaki c¢esitli fizyolojik siiregleri Nrp-1 ve ilgili reseptorlerin fonksiyonlarimi

bozarak dogrudan etkileyebilecegi dngoriisiinii kazandirmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi

Canlilar, yagsamlarinin devami i¢in kendi i¢ organizasyonu ve yasadigi ¢cevre hakkinda her
an bilgi almak zorundadir. Fizyolojik bir sistem tarafindan alman bu bilgiler; islenir,
depolanir, yorumlanir ve uygun sekillerde cevaplandirilir. Canlinin yasamsal ve c¢evresel
farkindaligini olusturan bu sisteme sinir sistemi ad1 verilmektedir. Sinir sistemi, iglevlerini
impuls (uyart1) denilen “elektrofizyolojik bir dil” kullanarak yerine getirmektedir [1].
Canlinin i¢ ortamindan veya cevresinden alinarak uygun bdlgelere tasinan uyartilarin
kombinasyonu ile organize yorumlar ve cevaplar (diisiince, kas kasilmasi, hormonal salg1

vb. fonksiyonlar) olusturulmaktadir.

Sinir sistemi, temel olarak ndronlar ve gliyalar olmak tizere iki tip hiicreden olugmaktadir.
Noronlar, elektrofizyolojik devreleri olustururken, gliyalar ise bu devrelerin korunmasinda

gorev almaktadir [2].

2.1.1. Noronlarin Yapisi ve Fizyolojik Ozellikleri

Noronlar, canlinin i¢ ortamindan ve g¢evresinden gelen elektrofizyolojik uyartilar1 alan,
tastyan ve uygun sekilde isleyen hiicrelerdir. Uyartilar1 ileten projeksiyon noronlari,
getirici (afferent) ve gotiirlicii (efferent) olarak isimlendirilmektedir. Merkezde gruplanmis

olan noronlara ise ara ndron (interndron) adi verilmektedir [25].

Noronlar, norofibril denilen iplikler igermektedir. Degisken yapilara sahip norofibriller,
néron boyunca dagilim gostermektedir. Norofibriller, hiicre iskeleti yapisina katilarak
hiicrenin kararli seklinin olusturulmasi ve korunmasi, sinapslarin olusturulmasi ve sinaptik
cisimlerin sabitlenmesi, aksonal biiylime ve impuls iletimi gibi fizyolojik siire¢lerde rol
almaktadir. Aktin filamentleri (mikrofilamentler), ara filamentler (norofilamentler),

mikrotiibiiller ve iliskili diger proteinler baslica nérofibriler yapilar1 olusturmaktadir [26].

Noronlar genel olarak bir somadan (hiicre goévdesi), dendritlerden ve aksonlardan
olusmaktadir (Seki/ 2.1). Soma, hiicresel islevler i¢cin gerekli olan ¢ekirdek ve organelleri
icermektedir. Genellikle dendritler uyartiy1 alan ve aksonlara ileten yapilar iken, aksonlar

sinir sisteminin ¢ikis kablolar1 olarak gorev almakta ve uyartty1 diger ndronlara ya da ilgili
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hiicrelere iletmektedir. Iletim, sinaps denilen baglanti noktalari boyunca yapilmaktadir
[25]. Her durumda uyartinin alinmasi, iletimi ve islenmesi i¢in bu temel yapilarin

biitiinligli gerekmektedir.

Hiicre membrant Niikleolus

Hiicre govdesi [Soma] Niikleus

o
Dendritler

Akson Terminalleri

Sekil 2.1. Bir néronun genel yapisi.

“Biorender

Noronlarda akson ve dendrit sayisinin, uzunlugunun, ¢apinin ve konumunun degismesi,
anatomik ve fizyolojik farkliliklar yaratmaktadir. Olusan farklhiliklar ise farkli sinir
devreleri olusturmaktadir. Bu dogrultuda noéronlar, islevine ve baglandigi anatomik
yapilara gore aksonal ve dendritik farkliliklar gosterebilmektedir [1, 2]. Ote yandan,
ndronlarin olagan morfolojisindeki bir hasar devrenin biitiinliigiinde bozukluklar meydana
getirebilmektedir. Somatik bir hasar ise geri doniisii daha zor patofizyolojik sonuglara

neden olabilmektedir.

2.1.1.1. Noronlarin Calisma Mekanizmasi

Hiicre zar1 potansiyeli, hiicrelerin ¢evresindeki iyonlarin yiikii ve miktarina bagl olusan
biyofiziksel bir parametredir [27]. Hiicreler, degisen mikrogevre igerigi ve dolayisiyla artan
entropiye kars1 yapisini kararli halde tutmak zorundadir. Bu fizyolojik zorunluluk, hiicre
zarinda elektrofizyolojik bir potansiyel olusturmaktadir. Zar potansiyelini, reseptorler ve

iyon kanallar1 belirlemektedir.



Noronlarda impuls olusumu ve taginimi reseptorler ve aract molekiiller olan
ndrotransmitterler aracilifiyla gergeklesmektedir. Sinapslara salinan ndrotransmitterler,
post-sinaptik (sinaps sonrasi1) néronun noronal uyarilabilirligini belirlemektedir. Ornegin,
bir nérotransmitterin uygun reseptor bolgesine baglanmasi konformasyonel degisikliklere
neden olarak iyon kanalinin capmi degistirmektedir [28]. Buna bagh iyon dagilimi
degismektedir ve polarizasyon siirecleri baslamaktadir. Sonug olarak, néronlarin fizyolojik
siireglerinde reseptorler ve iliskili proteinler, iyon kanallari, ndrotransmitterler, lipitler,

iyonlar gibi pek ¢ok etmen etkili olmaktadir.

2.1.2. Sinir Sistemindeki Fizyolojik Siirecler

Fizyolojik siirecler; reseptorler, proteinler, sinyal molekiilleri gibi biyokimyasal
maddelerin etkilesimleriyle ortaya ¢ikan “cevaplar1” iceren fonksiyonlardir. Reseptorler,
ligandlar1 ve sinyal molekiilleri ile aktiflesen, farkli reseptorleri ya da hiicre-igi
mekanizmalar1 aktive eden yapilardir [1]. Bir reseptor birden fazla liganda sahip
olabilmektedir ve bu ligandlarin konsantrasyon dengesi, farkli fizyolojik etkilere sebep

olabilmektedir [3, 4].

Boceklerden insanlara kadar tim sinir sistemlerinde noronlar ve ndronal devreler,
embriyonik gelisimden itibaren onarim ve degisim siiregleri igermektedir. Bunun yaninda,
sinir sisteminde organize bir sekilde algilama ve cevaplandirma prensibi islemektedir. Tiim
bu siirecler, hiicre adezyonu, norojenez, noronal gb¢, aksonal biiylime ve aksonlarin {i¢
boyutlu modiilasyonu, miyelinasyon, sinaptogenez, sinaptik budama, ndronal gog¢ gibi
fizyolojik siirecleri kapsamaktadir [1-3]. Bu kapsamda, sinir sisteminin genel isleyisinde

reseptorler, indiikleyicileri ve iligkili aktivasyon-inaktivasyon yolaklari rol almaktadir.

2.1.2.1. Norojenez

Noral kok hiicrelerin ve progenitdr hiicrelerin noronlara farklilasmasina norojenez adi
verilmektedir. Norojenezin, gelisimini tamamlamis (yetiskin) bir sinir sisteminde daha
kisitli olsa da yasam boyu devam ettigi ileri siiriilmektedir [6-8, 29]. Bunun yaninda,

yetiskin bir beyinde yeni ndronlarin olusumunun devam edip etmedigi literatiirde sikca



tartisilmaktadir. Yetiskinlikte norojenezin subependimal bdlgede ve hipokampal dentat

girusun subgraniiler bolgesinde devam ettigi one siiriilmektedir [30, 31].

Sinir sistemindeki noral farklilasmayr programli spesifik genlerin aktivasyonu ya da

inaktivasyonu  baglatmaktadir. Sinyal molekiilleri, reseptorler araciligiyla gen
ekspresyonunun modiilasyonuna etki etmektedir. Kok hiicrenin hangi noéron tipine
farklilasacagi sinyal molekiillerinin ¢esidine, konsantrasyonuna ve ekspresyon genligine

bagli olmaktadir [32].

2.1.2.2. Noronal Gog

Sinir sisteminde gelisim ve farklilasma devam ettikge progenitdr hiicrelerin belirli
norotopografik yapiya ve ¢esitli go¢ faktorlerine uygun goc siirecleri baslamaktadir.
Noronal gé¢ dongiisli ve modiilasyonu, aktin ve miyozin-II'nin ¢ekirdegin arka kisminda
yogunlagmasiyla baslayarak izci bir aksonal dalin biiyiime konisi noktalarindan uzamasini
takiben golgi ile sentrozom’un rol aldigi periniikleer dilatasyon ve bolgesel hiicre
sismesinin ileri hareketiyle devam etmektedir. Farkli izci aksonlarin dallarinin uzamasi
veya geri cekilmesi, gdg¢iin yoniinii belirlemektedir. Izci aksonal yapilardan bazilarinin geri
cekilmesi, bazilarimin ise uzatilmasi go¢ dongiisii ve siirecini sekillendirmektedir (Sekil

2.2)[33].

Hazirlik siireci t
L 1 t ¢ 7
Dallanma ~ Aksonal
Niikleus noktast dallar N
izci ug t
! Sisme .
. Biiytime konisi
t=0
Aktin ve - >
Miyozin IT -n )
Sentrozom 3“ .\ \
s ()
. . . Asetillenmig . ‘
Tlro%mblAe_nm@ tibiilin Golgi |
tiibiilin

Sekil 2.2. Noronal gé¢ mekanizmast (basit gosterim). A, Gog siirecine baslayan bir
internérondaki yapilarin, iliskili hiicre iskeleti ve organellerin sematik ¢izimi. B, Zamana
bagl go¢ dongiisiiniin semasi. C, Niikleokinez sirasinda rol olan Aktin, Miyozin II,
Tiibiilin, Golgi ve Sentrozomlarin sematik koordinatlar. t, zaman [33].
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Ek olarak hem ndrojenezin hem de néronal gogiin senkronizasyonu onem tasimaktadir.
Yetigkin ndrojenezi, noroblast adi verilen olgunlagmamis néronlarin gocleri, olgunlagsmast,
noroproteksiyonu ve uygun sekilde entegrasyonuyla devam etmektedir [34]. Bir beyin
hasar1 sonrasi noroblastlar, kemoatraktanlarin rehberliginde hasarli bolgeye goc¢ ederek
noronlara farklilagsmaktadir. Olusan noéronlarin, hasarli sinir devrelerini telafi edip
etmeyecegi ise acik degildir ancak biiylime iligkili ve ndrotrofik faktorlerin biiyiik dlciide
rejenerasyona katkida bulunabilecegi ileri siiriilmektedir [34, 35]. Ote yandan, yapilan bir
caligmada, gé¢ eden noroblastlarin mikrogevrelerini kesfetme siirecinin uzun ve zor oldugu
tespit edilmistir. Lezyona dogru bu diisiik go¢ etkinliginin, yetiskin beyninin kendini

yenileme kapasitesinin diisiik olma nedenlerinden biri oldugu iddia edilmektedir [35].

2.1.2.3. Aksonal Biiyiime ve Aksonlarin Modiilasyonu

Hem farklilasma asamasindaki hem de farklilagmasini tamamlamis olan noronlar, islevsel
bir sinir devresi olusturmak zorundadir. Bu sebeple aksonal biiyimeyle birlikte uygun
dendritik ve aksonal projeksiyon siireglerine girmektedir. Aksonlarin ¢iktig1 ve uzadig
noktaya “bliylime konisi” adi verilmektedir [36]. Biiylime konisinde, kalsiyum
konsantrasyonu, kinaz, GTPaz aktivitelerine ve ¢evreden gelen sinyallere bagli olarak
hiicre iskeleti diizenlenmektedir [36, 37]. Bu siireclerde, 6rnegin aktin modiilasyonunda rol

alan Biiyiime Iliskili Protein 43 (GAP43) gibi modiilator proteinler rol almaktadir [38].

Aksonal biiylime, biiylime konisindeki merkezi ¢ekirdekten uzatilmis ¢ikintt boyunca
mikrotiibiillerin ileri akis1 prensibine dayanmaktadir (Seki/ 2.3). Biiyiime konisi, ¢evredeki
molekiiler, mekanik ve topografik ipuglarini reseptdrler araciligiyla algilamaktadir ve
aksonal biiylimenin yoniinii ve hizin1 kontrol etmektedir. Biiylime konisinden ¢ikan ve
protriizyon olarak tanimlanan ¢ikinti, iki siire¢ tarafindan yonetilmektedir: Aktin dongiisii
ve aktin retrograd akisi. Aktin donglisli; cevresel alanin 6n ucundaki aktin
polimerizasyonuyla olusmaktadir ve membranin ileri dogru itilmesine sebep olmaktadir.
Retrograd akis; aktinin geriye dogru akisini ifade etmektedir. Aktinlerin akisinda Miyozin-
I olarak adlandirilan motor protein gorev almaktadir. Protriizyon siirecinde, aktinler
adezyon proteinleri araciligiyla hiicre disi matrikse baglanmaktadir. Bu baglanma ile
retrograd akis zayiflamaktadir ve akis momentumu substrata iletilmektedir. Iletilen

momentum; substrat lizerinde ¢ekme kuvveti olusturmaktadir. Ayni1 zamanda en 6n ugta
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aktinlerin akisi ve polimerizasyonu membrani ileri dogru itmektedir. Tiim bu fizyolojik
olaylar, biiylime konisinin “Brownian ratchet” mekanizmasi araciligryla ilerlemesine neden

olmaktadir [39, 40].

Cevresel alan
- Gegis bolgesi Biiyiime Konisi

Merkezi alan

Filopodyum hiicre membrami

l

Aktin dongiist

Miyozin-Il———

Depolimerizasyon *e Retrograd akis .; oy sl Protriizyon
¢ W ; e, SR LRSS
[—> Polimerizasyon
""""""" 1 Adezyon proteinleri TTq—integﬁnler
|
| [
E Cekme kuvveti <+«———ESM

Sekil 2.3. Aksonal biiyiime mekanizmast [39]. ESM, Ekstraselliier matriks.

Tiim bunlarla beraber, aksonlarin varacagi mesafeler kisa veya uzun olabilmektedir. Bu
sebeple hassas ve kararli bir sinyal dengesi gerekmektedir. Denge, aksonlar tesvik eden
pozitif ve aksonlarin donmesine veya durmasina sebep olan negatif fizyolojik belirteclerin
kombinasyonlariyla saglanmaktadir [41]. Bu belirteglere genel adiyla akson kilavuz

molekiilleri (tanima molekiilleri) ad1 verilmektedir.

Ayrica, yetigkin = sinir sisteminde aksonal yaralanmalar (aksotomi) meydana
gelebilmektedir [42]. Gelismekte olan sinir sisteminde oldugu gibi bu durumda da aksonal

biiylime, onarim ve uygun sekilde aksonal projeksiyon gerekmektedir.



2.1.2.4. Noroproteksiyon

Norojenez sonucu olusan ndronun, ndrona Ozgli proteinleri ifade etmesi ve
elektrofizyolojik islevlerini dogru bir sekilde yerine getirmesi gerekmektedir. Farklilagma
sonras1 olusan hatali ve istenmeyen nodronal hiicreler, apoptoz gibi programli hiicre 6liim
mekanizmalartyla ortadan kaldirilmaktadir [43]. Saglikli néronlarin ise yasam boyunca
noroproteksiyon (noronal sagkalim) denilen bir siirecle hayatta kalmasi saglanmaktadir.
Tiim bu stireclerde, beyin mikro ortamindan gelen dis sinyallerle néronal i¢ sinyallerin
etkilesimleri rol oynamaktadir. Bu sinyallesmeler, noronal hayatta kalma ya da ndronal
olim yanlis1 yolaklar1 meydana getirmektedir. Sinyallere aracilik eden bir¢cok faktor
tanimlanmustir. Ornegin noron biiyiime faktorii, beyin kaynakli norotrofik faktor, Vaskiiler
Endoteliyal Biiytime Faktorii-A (VEGF-A) gibi faktorler apoptozu baskilayarak dogal
ndroproteksiyonu tesvik etmektedir [43, 44].

2.2. SARS-CoV-2

2019 yili itibariyle pandemiye neden olmus olan SARS-CoV-2, koronaviriislerin
betakoronaviriis alt dalinda yer almaktadir. Koronaviriisler, ¢ogunlukla akciger hiicrelerini
hedef alan, zarfli ve tek sarmalli RNA viriisleridir [45, 46]. SARS-CoV-2’nin genom
diizeyinde SARS-CoV-1 ile yaklasik %82 niikleotit benzerligi gosterdigi bildirilmistir [46].

2.2.1. SARS-CoV-2’nin yapisi ve genomu

SARS-CoV-2, dort yapisal protein ve 16 yapisal olmayan proteine sahiptir. Dis yiizeyi
membran proteinleriyle iligkili lipit bir zarfla ¢evrelenmektedir. Genomu tek sarmalli bir
Riboniikleik asit (RNA)’ten olugsmaktadir. RNA’sinin yaklasik ti¢te biri yapisal proteinleri,
biiyiik bir boliimii ise yapisal olmayan proteinleri kodlamaktadir (Sekil 2.4) [47].
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Niikleokapsid proteini [N]

Spike proteini [S]
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Sekil 2.4. SARS-CoV-2’nin yapist ve genomunun sematik diyagrami. A, SARS-CoV-2 nin
vapist. SARS-CoV-2 dort yapisal protein icermektedir;, Spike proteini (S), Membran
proteini (M), Niikleokapsid proteini (N) ve Zarf proteini (Z). B, SARS-CoV-2"nin genomu.
Genom, ORF1a-ORF1b-S-ORF3-E-M-ORF6-ORF7 (7a ve 7b)-ORF8-ORF9b-N seklinde
swralanmaktadir. On alti yapisal olmayan protein (nspl-11, 12-16) siwrasiyla ORFla ve
ORF1b tarafindan kodlanmaktadir ve alti yardimci protein tanimlanmistir. Plpro; Papain
benzeri proteaz, 3CLPro; 3C benzeri proteinaz, RdRp; RNA bagimli RNA polimeraz, Hel,
Helikaz. S kodlari: NTD; N-terminal alan, RBD, Reseptor Baglama Alani, SD1; Alt Alan
1, SD2; Alt Alan 2, FL, fiizyon bélgesi, HR1; Heptad Tekrar 1, HR2; Heptad Tekrar 2,
TM; Transmembran alan. Noktali ¢izgi Furin ve TMPRSS? tarafindan a¢iga ¢ikan S1/S2
ve 82" bolmesini gostermektedir [47].

Konake1 hiicreye girige aracilik eden S proteini, S1 ve S2 alt birimlerinden olusmaktadir ve
viral yiizeyden ¢ikinti yapan homotrimerleri olusturmaktadir (Sekil 2.5) [48, 49]. S1 alt
birimi, N-terminal alani, reseptdr baglama alani, C-terminal alani denilen bdlgeleri
icermektedir. S1, konakg¢1 hiicre yiizeyindeki uygun reseptorlere baglanmaktadir. S2 alt
biriminde ise ¢ok cesitli bolgeler tanimlanmistir ve konakg¢i hiicre ile virlis zarinin
kaynasmasinda rol oynadigi bildirilmistir [49]. Nsp’lerin RNA replikasyonuna aracilik
etme, konakg¢1 hiicrede hayatta kalma yanlis1 sinyal yolaklarina katilma, bagisiklik sinyal
yollarinin manipiilasyonu gibi ¢ok cesitli gorevleri olan proteinlerden olustugu
bildirilmektedir [50, 51].
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Sekil 2.5. SARS-CoV-2 Spike proteininin yapisi. Spike proteini, S1 ve S2 olmak iizere iki alt
birimden olusmaktadwr ve toplam 1273 aminoasit icermektedir. S1 alt birimi (mavi ok), N-
terminal Alami (NTD) [14-306 rezidii —aminoasit kalintisi-], Reseptér baglayict alan
(RBD) [331-528 rezidii], C-terminal Alan 1 (CTDI1) [528-591 rezidii], C-terminal Alan 2
(CTD2) [591-686 rezidii] icermektedir. S2 alt birimi (gri ok), Fiizyon peptidi (FP) [788-
834 rezidii], Fiizyon peptid proksimal bolgesi (FPPR), Heptad tekrar 1 (HR1) [910-985
rezidii], Merkezi sarmal bolge (CH) [985-1035 rezidii], Konnektor alani (CD) [1035-1068
rezidii], Heptad tekrar 2 (HR2) [1163-1211 rezidii], Transmembran alam (TM) [1211-
1234 rezidii], Stoplazmik kuyruk (CT) [1234-1273 rezidii] icermektedir [48, 49].

2.2.2. SARS-CoV-2’nin Hiicreye Giris Mekanizmasi

Sekil 2.6 A’da gosterildigi gibi, SARS-CoV-2 Spike proteini RBD’nin konformasyonel
pozisyonlar1 ve Anjiyotensin Doniistiirlicii Enzim-2 (ACE-2) ile etkilesimi ile hiicreye giris
yapabilmektedir [52]. Ayn1 zamanda Sekil 2.6 B’de gosterildigi gibi de SARS-CoV-2’nin
hiicreye iki farkli giris yolu mevcuttur. Viral giris i¢in Spike proteininin bdliinmesi
gerekmektedir. Bu boliinmeler S1 ve S2 alt birimlerinin birlestigi yerde ve S2 alt biriminin
icindeki S2’ bolgesinde gerceklesmektedir. Viriisiin ACE-2’ye baglanmasi [adim 1], S1 alt
biriminde konformasyonel degisikliklere neden olarak S2 alt birimindeki S2' boliinme
bolgesini agiga ¢ikarmaktadir. SARS-CoV-2 tarafindan izlenen giris yoluna baglh olarak,
S2" bolgesi farkli proteazlar tarafindan par¢alanmaktadir. Endozomal giris: Hedef hiicrede

Transmembran Proteaz Serin 2 (TMPRSS2) ifadesi diisiikse, viriis-ACE-2 kompleksi,
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Klatrin aracili endositoz yoluyla endozomlara alinmaktadir [adim 2] ve S2’ bolgesi asidik
ortamda aktivasyon gosteren Katepsin-L tarafindan boliinmektedir [adim 3, 4]. Hiicre
ylizeyinden girig: TMPRSS2 varliginda, S2 béliinmesi hiicre yiizeyinde gerceklesmektedir
[adim 2]. Her iki giris yolunda da S2’ bdlgesinin boliinmesi flizyon peptidini (FP) aciga
cikarmaktadir ve S1’in S2’den ayrilmasi, S2 alt biriminde konformasyonel degisikliklere
yol agarak FP’yi membrana dogru itmektedir. Viral ve hiicresel membranlar arasindaki
flizyonel etkilesim, fiizyon poru meydana getirmektedir [adim 3]. Serbestlesen viral RNA,
replike olmak {izere flizyon porundan hiicre sitoplazmasina salinmaktadir [endozomal giris

—adim 5, 6; hiicre yiizeyinden giris —adim 4] [52].
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2.2.3. SARS-CoV-2’nin Reseptorleri

SARS-CoV-2’nin hiicreye girisinde temel olarak hiicre zarindaki tip I integral
proteinlerden biri olan ACE-2 ve hiicre yiizeyi proteazlarindan biri olan TMPRSS2 rol
oynamaktadir [52]. Yapilan ¢aligmalar, viral giriste bu iki temel yapinin haricinde baska
reseptorlerin de rol oynadigini gostermektedir (Sekil 2.7) [53, 54]. Spike proteininin
yapisal ve fizyolojik kapasitesi, ¢ok ¢esitli konakc1 reseptorleri ve proteinleriyle etkilesime

girmesine olanak saglamaktadir.

AXL reseptoriiniin S proteininin N-terminal alani ile etkilesime girdigi bildirilmektedir
[55]. H1299 akciger hiicrelerinde ve insan primer akciger epitel hiicrelerinde AXL’nin
baskilanmasinin, viral enfeksiyonu énemli dlgiide azalttigi goriilmiistiir [55]. Ote yandan,
CDI147’nin de viral giriste ve enfeksiyonda rol oynadigi One siiriilmektedir ancak
birbirinden farkli bulgular bulunmaktadir [56]. Ayrica, patojenlerin taninmasinda ve
hiicreler aras1 stabilizasyonda gorev alan C tipi lektinlerin; bunun yani sira bir hiicre
iskeleti proteini olan Vimentin’in, S proteini ile ACE-2 baglantisinda yardimc1 baglanma
faktorleri oldugu ve viral girisi arttirdiklar iddia edilmektedir [57, 58]. Ek olarak, bazi
TLR’lerin hiicre disindaki alanlariyla S proteini arasindaki afinitenin yiiksek olduguna
dikkat cekilmektedir [59]. Bunun yaninda, bir ¢alismada ASGR1’in ve KREMENTI’in
ACE-2 varliginda viral girisi destekledigi, ACE-2 yoklugunda da viral girise aracilik ettigi;
buna ek olarak ASGR1’in, S proteininin hem NTD hem de RBD alanlartyla etkilesime
girdigi, KREMENT1’in ise NTD ve RBD’ye ek olarak S2 alanlariyla etkilesime girdigi
bildirilmektedir [60].

Son yillarda yapilan c¢alismalarda viral girise aracilik ettigi tespit edilen Nrp-1 dikkat
cekmektedir. Bir ¢alismada Nrp-1’in, transforme edilmis bir hiicre hatti olan insan
embriyonik bobrek hiicrelerinde enfeksiyona aracilik ettigi gosterilmistir [61]. Destekler
nitelikte, in vitro ortamda Nrp-1’in bloke edilmesinin SARS-CoV-2 enfeksiyonunu
azalttigr bildirilmistir [14]. Ek olarak, Nrp-1’in Spike proteininin S1/S2 ayrilmasina
aracilik ettigi one siiriilmektedir [62]. Tiim bunlarin yaninda hem vaskiiler sistemde hem
sinir sisteminde ¢esitli gorevlere sahip bir transmembran reseptdrii olan Nrp-1’in, Spike
proteininin proteolitik isleminden sonra agiga ¢ikan S1 proteininin C terminalindeki CendR

olarak tanimlanan bolgesine ait RRAR adli peptid ile etkilesime girdigi bildirilmektedir
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[63-65]. ACE-2’den farkli olarak, Nrp-1 ile viral proteinin baglantis1 i¢in SI’in aciga
cikmasi gerekmektedir [63].

Nrp-I’in sinir sistemi fonksiyonlarinda gorev aldigi goz oniline alindiginda tiim bu
sonuglar, SARS-CoV-2 Spike/S1 proteininin Nrp-1’e baglanarak Nrp-1’in rol oynadig:
fizyolojik fonksiyonlar1 bozabilecegini ve SARS-CoV-2 ile iligkili sinir sistemi

bozukluklarinin nedenlerinden biri olabilecegini diislindiirmektedir.

Tiim bunlarin yaninda, SARS-CoV-2’nin ¢ok sayida protein ve reseptorle etkilesime

girebilmesi gii¢lii ve yliksek bulasiciliginin nedeni olarak gosterilmektedir.
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Sekil 2.7. SARS-CoV-2 ana reseptorler, potansiyel alternatif/yardimci reseptorler veya
kofaktorler. KREMENI, Kringle Iceren Transmembran Protein 1; ASGR-I,
Asyaloglikoprotein Reseptorii-1; ACE-2, Anjiyotensin Doniistiirticii Enzim-2; NRP-1,
Noropilin-1; SR-B1, Copgii Reseptor Sinif B tip 1; HSPG, Heparan Siilfat Proteoglikan,
SR, Siyalik Reseptor, LR, Lektin Reseptor;, CDI147, Basigin; TMPRSS2, Transmembran
Proteaz Serin 2; TLR4, Toll Benzeri Reseptor 4, AXL, Tirozin-protein kinaz reseptorii
UFO [53, 54].

2.2.3.1 Noropilin-1’in Yapisi ve Fizyolojik Ozellikleri

Nrp-1, tiim omurgalilarda korunmus olan bir transmembran reseptorii olarak
tanimlanmaktadir. Homologu olan Nrp-2’lerle yaklasik %40 benzerlik tagimaktadir [66].
Hiicresel sinyal aktivasyonuna aracilik etmek icin diger reseptorlerle ko-reseptdr
olusturabilme yetenegine sahip olan Nrp’ler (Nrp-1 ve Nrp-2), ekstraselliiler alanlarinin
yapist sebebiyle birden fazla ligandla etkilesime girebilmektedir [67, 68]. Nrp’ler genel

olarak, al-a2 (CUB), bl-b2 (pihtilagma faktorii V / VIII) ve ¢ (MAM) olmak iizere ii¢
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ekstraselliiler alan; tek gecisli bir transmembran bolgesi ve hiicre i¢i proteinlerle etkilesime

girdigi diisliniilen bir sitoplazmik bolge icermektedirler (Sekil 2.8) [69, 70].

al al al| . rolal ) al

a2 a2

¢Nrp

Nrp Nrp-1 Nrp-2A Nrp-2B

Sekil 2.8. Nrp’lerin yapisi, formlari ve varyantlart.

Sekil 2.8 A’da gosterilen, Nrp’nin genel yapisinda, Nrp, al ve a2 olmak flizere iki
kompleman alan (CUB), b1 ve b2 olmak {iizere iki koagiilasyon faktorii alan1 (FV/FIII), bir
c alan1 (MAM), bir transmembran bolgesi (TB) ve PDZ (protein etkilesim bolge) alani
bulunduran bir sitoplazmik bolge (SB) bulunmaktadir. B’de gosterildigi tizere, ¢oziiniir
Nrp (¢Nrp)’ler a ve b alanlar1 igerirken, transmembran ve sitoplazmik bdlge
icermemektedir. ¢Nrp’lerin hiicrelerde ‘’tuzak reseptor’ gorevi gorerek ortamda bulunan
fazla ligandi ve aktiflesmeyi Onledigi One siirlilmektedir. C’de, Nrp-1 ve Nrp-2
varyantlariin (Nrp-2A ve Nrp-2B) % aminoasit 6zdesligi gosterilmistir. Nrp-1 ve Nrp-
2A/B a, b ve ¢ alanlarinin aminoasit dizileri sirasiyla %45, %48 ve %35 oraninda benzerlik
gostermektedir. Nrp-1 ile Nrp-2A %53 oraninda aminoasit 6zdesligi gostermektedir. Ote
yandan, Nrp-1 SB’si SEA (Serin-Glutamin-Alanin) ad1 verilen motife sahipken Nrp-2A’°da
bu motif bulunmamaktadir. Bu nedenle Nrp-2A’nin PDZ alani igeren proteinlerle
etkilesime giremedigi one siirlilmektedir. Nrp-2A ve Nrp-2B ayni a, b ve c alanlan
icerirken, sitolazmik alanlart %86 oraninda aminoasit farkliligi gdéstermektedir (SEMA;

Semaforinler, VEGF; Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii) [71].

16



Baglangigta Smuf III Semaforinlerin reseptdrii olarak tanimlanan Nrp-1’in, artan
caligmalarla Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) iiyelerini de bagladig:
gosterilmistir [71]. Nrp-1’in ¢ok ¢esitli ligandlar1 baglayabilme ve farkli reseptorlerle ko-
reseptor olusturabilme yetene8i, farkli sinyal yolaklarinin aktivasyonuna veya
inaktivasyonuna sebep olmaktadir. Sonugta farkli fizyolojik yanitlar ortaya ¢ikmaktadir.
Ornegin liganlarindan biri olan VEGF-A, damar biiyiimesine aracilik ederken, Sema3A
bliylimeyi engellemektedir. Benzer sekilde, VEGF-A aksonal biiylimeyi indiiklerken,
Sema3A biiytimeyi durdurarak aksonal rehberlikte negatif etki yapmaktadir [72]. VEGF-A
ve Sema3A’nin birbirleriyle rekabet edip etmedigi ise acik degildir. Ancak reseptor aracili
endositoz gibi mekanizmalar ve birbirlerine zit etkiler géz oniine alindiginda teorik olarak
zamana bagli baglantisal bir rekabetin olusabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan,
herhangi bir rekabetin olmadigini, her iki ligandin da noéronal davranisin farkli yonlerini

yonlendirdigini iddia eden raporlar da bulunmaktadir [73].

2.2.3.1.1. Nrp-1’in Sinir Sistemindeki Fizyolojik Etkileri

Nrp-1 ilk olarak, Xenopus iribasinin optik tektumunda kesfedilmis ve aksonal
filizlenmenin en erken asamasi i¢in gerekli bir aksonal kilavuz molekiil reseptorii olarak
tanimlanmistir. Yapilan caligmalar, Nrp-1’in vaskiiler ve noral fenotipleri etkiledigini
gostermektedir. Nrp-1°1 devre dist birakilmis farelerde, vaskiiler desenler kusurlu bir
dagilim gdstermektedir [74]. Buna karsin, Nrp-1’in asir1 ekspresyonu ise afferent sinirlerin
MSS’ye kusurlu bir sekilde yonlenmesine ve kardiyovaskiiler bozukluklara sebep
olmaktadir [75]. Zebra balig1 embriyolarindaki genetik ¢alismalar VEGF'in Nrp-1 yoluyla
akson biiylimesini diizenledigini gostermis; Nrp-1’in susturulmasinin, motor aksonlarin
anormal dallanmasina ve motor ndronlarda go¢ kusurlarmma neden oldugu bildirilmistir
[76]. Ek olarak, Nrp ekspresyonu devre disi birakilan farelerle yapilan bir ¢aligmada, Nrp
yoklugunun gelismekte olan 6n beyinde proliferasyonu olumsuz etkiledigi ve internéron
sayisini azalttigi bildirilmistir [77]. Bunun yani sira, Nrp-1 reseptoriiniin, komissural akson
siralamasini destekleyen bir akson kilavuz reseptorii olarak dogrudan retinal gangliyonik
noronlara etki ettigi ve dolayli olarak ndrovaskiiler ko-desenlemeyi saglayarak optik yol
gelisiminin diizenlenmesinde ikili bir rolii oldugu gosterilmistir [78]. Tiim bunlara ek

olarak, Nrp’lerin hiicre adezyonunda rol oynadigini gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir.
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Yapilan bir calismada Nrp-1’in VEGFR-1 ile etkilesiminin endoteliyal hiicrelerin hiicre
dis1 matrise yapismasinda rol oynadigi bildirilmistir [79]. Eski bir in vivo ¢alismada ise,
Nrp’lerin ndronal devrelerin olusumu sirasinda hiicre yapisma molekiilii olarak islev

gordiigl gosterilmistir [80].

Yapilan ¢aligmalar ve son kanitlar Nrp-1’in; hiicre adezyonu, noérojenez, noroproteksiyon,
ndronal fenotipin olusturulmasi, aksonlarin ti¢ boyutlu biiyiimesi ve diizenlenmesi, ndronal
goc gibi fizyolojik fonksiyonlarda rol oynadigimi gdstermektedir. Tiim bunlarin yaninda

Nrp’lerin bu rollerde tam olarak hangi yolaklar1 aktive ettigi heniiz aydinlatilamamagtir.

2.2.3.2 TLR’lerin Yapisi ve Fizyolojik Ozellikleri

TLR’ler, ozellikle immiin yanitlarda ve patojenlerin taninmasinda hayati rolleri oldugu
bildirilen bir reseptdr ailesidir. Inflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde, dogustan gelen
veya adaptif immiin yanitlarin aktivasyonunda dogrudan rol oynadiklar bildirilmistir [81].
Bunun yaninda embriyonik gelisimde, MSS otoimmiinitesinde, ndrodejenerasyonda,

aksonal ve ndronal kayiplarda rolleri oldugu bildirilmektedir [81, 82].

TLR’lerin kesfi, Drosophila'da toll geninin ve proteininin tanimlanmasi ve islevsel
karakterizasyonuna dayandirilmaktadir [81]. Tip I integral transmembran proteinler olarak
kategorize edilen TLR’ler genel itibariyle {i¢ alandan olusmaktadir: membranin disinda yer
alan ¢oklu hiicre dis1 alanlari, membrani gegen bir orta tek sarmal transmembran bolgesi ve
hiicre i¢i sinyalizasyon alanlar1 (Sekil 2.9) [83]. Hiicre dist alanlari, patojenle iliskili
molekiiller i¢in tanima bolgeleri olarak islev goriirken; hiicre i¢i alanlari, hiicre igindeki

cesitli adaptor sinyal molekiilleriyle etkilesime girmektedir.
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Sekil 2.9. TLR4’iin yapisi. TLR4, ¢oklu hiicre disi alanlarima (LRR) ve hiicreici
sinyalizasyon alanlarina (TIR) sahip dimerik bir transmembran reseptoriidiir. DAMP;
Hasarla Iliskili Molekiiler Kaliplar, PAMP; Patojenle Iliskili Molekiiler Kaliplar, LRR;
Lésin Acisindan Zengin Tekrar, TB; Transmembran bélgesi, TIR; Toll/Interlkin-1

reseptor.

Glinlimiizde, omurgasiz hayvanlarda 222 TLR, omurgalilarda ise 28 TLR tanimlanmaistir.
Memelilerde toplam 13 ¢esit TLR [TLR1-13] bulundugu bildirilmis, insanlarin bu
reseptorlerden sadece 10 tanesine sahip oldugu raporlanmistir [84]. Ek olarak, TLR1-9 ve
11'in ligandlarinin ve sinyal yollarinin ¢ogunun bilindigi, TLR10, 12 ve 13'lin biyolojik

roliiniin halen net olmadig1 6ne siiriilmiistiir.

TLR’ler genel olarak yabanci madde tanima sensorii ve immiin yanit tetikleyici olarak

islev gormektedir [84].

2.2.3.2.1. TLR4’iin Sinir Sistemindeki Fizyolojik Etkileri

MSS’ndeki immiin savunmada gorev alan mikrogliya, astrosit gibi hiicrelerde ve ndral
hiicrelerde TLR’lerin ifade oldugu bildirilmistir. Ek olarak TLR'lerin ndroinflamasyonun

indiiklenmesi ve siirdiiriilmesinde rol aldig1 gosterilmistir [84, 86].

MSS ile ilgili birgok hastaligin patogenezinde TLR’ler icin “iki ucu keskin kili¢”
benzetmesi yapilmistir [86].
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Genellikle motor koordinasyon bozuklugu seklinde kendini gosteren ve nérodejeneratif bir
hastalik olan Parkinson hastaligini konu alan bir calismada, Parkinson hastalarinin
beyinlerindeki substantia nigra ve putamen gibi bazi1 bdlgelerde TLR4 ve adaptor
proteininin ekspresyon artigt bildirilmistir [86]. Aymi calismadaki in vivo ve in vitro
caligmalar, TLR4’iin Parkinson hastaliginda etkin bir rolii oldugunu desteklemektedir.
Buna karsin, literatiirde TLR4’lin ndroprotektif etkileri oldugunu gosteren caligmalar
tartisma yaratmaktadir. BV2 fare mikrogliyal hiicre hattiyla yapilan bir calismada,
TLR4’iin bloke edilmesi alfa-siniiklein fagositozunun baskilanmasi ile sonuglanmistir.
Ayni c¢aligmada fare beyninde TLR’iin in vivo olarak inhibe edilmesi alfa-siniiklein
birikmesine yol agmistir [87]. Bu sonuglar, noronlar i¢in toksik olan alfa-siniikleinin
mikrogliyalar tarafindan ortadan kaldirilmasinda TLR4’iin rolii oldugunu gostermektedir.
Yapilan bagka bir calismada, sicanlarda beyin hasarindan kisa bir siire sonra TLR4
sinyalinin in vivo olarak bloke edilmesiyle epileptik ndbete yatkinligin azaldig:
bildirilmistir. Ayrica, yaralanmamig kontrol gruplarinda TLR4 sinyalinin blokasyonunun
hem ag uyarilabilirligini hem de ndbete yatkinligi arttirdig: bildirilmistir [88]. Siganlarda
aksonal yaralanma sonrast ikincil hasarin TLR4 sebepli olduguna dikkat ceken bir
calismada, TLR4’iin TAK242 ile inhibisyonunun apoptozu, ndronal ve aksonal hasari

azaltt1ig1 bunun yaninda gliyal yanitlar diiglirdiigii gosterilmistir [89].

Sonuglar birlikte ele alindiginda, TLR4’in hem zamana hem de norofizyolojik
hastaliklarin mekanizmasina bagli olarak hem zararli hem de protektif etkilerinin oldugu

goriilmektedir.

2.2.4. Sinir Sisteminde SARS-CoV-2 ile iliskili Patofizyolojik Bulgular

SARS-CoV-2’nin, cevresel ve merkezi sinir sisteminde bir¢ok bozukluga neden oldugu
bildirilmigtir [90]. Bunlar arasinda bas agrisi, anosmi, aguzi, menenjit, ensefalit, epilepsi,
inme, ensefalopati, akut nekrotizan ensefalopati, gérme kaybi, Guillain-Barre Sendromu
gibi ¢evresel ve merkezi sinir sistemi bozukluklari bulunmaktadir [91]. Bu bozukluklar,
SARS-CoV-2’nin, dolayl olarak sinir sistemini etkiledigini ya da dogrudan sinir sistemine

sizdigin1 ve patofizyolojik etkilere sebep oldugunu gostermektedir.
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2.2.4.1. SARS-CoV-2’nin MSS’ne Olasi Giris Yollar1

Genellikle akcigerleri hedef alan SARS-CoV-2’nin, ¢evresel ve merkezi sinir sistemine
nasil giris yaptig1 ile ilgili bir¢ok hipotez One siiriilmiistiir. Genel olarak virisiin, koku
duyusal ndronlar yoluyla koku ampiiliinden, trigeminal/vagal sinirlerden veya kan beyin
bariyerinden MSS’ne girdigi iddia edilmektedir [92]. Bir ¢aligmada koku ampulii ile iliskili
olan koku duyusal néronlarin gevresindeki destek hiicreler olan siistentakiiler hiicrelerin
SARS-CoV-2 ile enfekte oldugu bildirilmistir [93]. Yakin tarihli bir ¢aligmada ise SARS-
CoV-2’nin varyantlarinin destek hiicrelerine ek olarak koku duysal noronlarini enfekte
ettigi gosterilmistir [94]. Ayrica tat duyusuna aracilik eden iki kraniyal sinirde SARS-CoV-
2 konaker1 reseptorleri olan ACE-2, TMPRSS2 ve Nrp-1 ifadeleri gosterilmistir [95]. Tim
bunlarla beraber, SARS-CoV-2’nin Spike proteininin insan endotel hiicrelerinden
olusturulmus in-vitro kan beyin bariyeri modelinde, siki baglantilar1 bozdugu bildirilmis,
farkli bir ¢aligmada ise farelere intravendz olarak verilen S1 proteininin kan beyin

bariyerini gecebildigi gosterilmistir [96, 97].

Tim bu bilgiler 1518iInda SARS-CoV-2’nin ya da S1 proteininin, sinir sistemine nasil
sizabilecegini gosteren bir diyagram olusturulmustur (Sekil 2.10). Bu diyagram, S1
proteininin noronal hiicrelere dolayli yoldan (6rnegin yiiksek seviyede inflamasyon ve
sitokin firtinast gibi patofizyolojik etkilerle) zarar verme ihtimalinin disinda, dogrudan

ndronal hiicrelere ulasarak patofizyolojik etkilere sebep olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 2.10. SARS-CoV=-2’nin merkezi sinir sistemine olasi giris yollari. Diyagram, SARS-
CoV-2'nin anterograd veya retrograd trans-sinaptik iletim yoluyla merkezi sinir sistemine
girebilecegi rotalart géstermektedir. Ilk rotalar (1, 2, 3) viriisiin tat alma yolunu
kullanarak dile ve bir¢ok organa baglh olan kraniyal sinirlerden trans-sinaptik iletim
voluyla ulasabildigi beyin sapi bolgesini (NTS, Niikleus traktus solitarius) ve buradan
ilerleyebilecegi diger beyin bélgelerini gostermektedir. Diger bir olasi rota (4), SARS-
CoV-2'nin solunum yollaryla iliskili C3-C5 motor néronlarini hedef alarak omurilik
soganinda bulunan ve solunum diizenlenmesinde rol onayan Botzinger kompleksine
ulasabilecegini ve buradan iliskili diger beyin bolgelerine girebilecegini gostermektedir. 5.
rota, koku alma sistemiyle ilerleyebilecegini gostermektedir. 6. rota, bagisiklik hiicrelerini
enfekte eden viriisiin “Truva ati” adi verilen bir siire¢cle Kan Beyin Bariyerini (KBB)
gecerek merkezi sinir sistemine girebilecegini gostermektedir [98]. (CN VII: Yiiz siniri;
dilin 2/3"inii innerve eder. CN IX: Glossofarengeal sinir; bogaz, bademcikler ve farinksin
on kismi ile baglantihidir. CN X: Vagal sinir; bir¢ok organla afferent ve efferent

baglantilari olan bir sinir demetidir.)

2.2.4.2. SARS-CoV-2 Spike Proteininin Sinir Sistemine Etkisi

Tek bir SARS-CoV-2’nin yaklastk 300 monomerik Spike proteini sagabildigi
bildirilmektedir [99]. Yapilan ¢aligmalar, SARS-CoV-2 Spike/S1 proteininin néronal ve
gliyal hiicreler iizerinde patofizyolojik etkilere sebep oldugunu gostermektedir. Yapilan bir
calismada, SARS-CoV-2’nin hem Trimer hem de S1 proteininin, insan beynindeki
endoteliyal hiicrelerde mitokondriyal solunumu azalttigi gosterilmistir [100]. Diger bir
calismada S1 proteininin Nrp-1 inhibitorii gibi davranarak dorsal kok gangliyonlarinda agri
olusumunu soéntimledigi bildirilmistir [17]. Bunun yaninda, Spike proteininin, hipokampal
ndrojenez potansiyelinin kaybina ve farelerde anksiyetik davraniglara sebep oldugu
raporlanirken, yakin tarihli baska bir ¢aligmada ise Spike proteininin hipokampal néron
yogunlugunu azalttig1 goriillmektedir [18, 19]. BV-2 fare mikrogliyal hiicre hattiyla yapilan
bir ¢aligmada, S1 proteininin proinflamatuar sitokinlerin salinimini arttirdig bildirilmistir
[101]. Ayrica S1 proteininin ndrodejeneratif hastaliklara sebep olan Amiloid beta, o-
siniiklein, tau ve prion gibi agregasyona egilimli proteinlere afinitesinin yiiksek oldugu ve

bu baglanmanin noérodejeneratif hastaliga yatkinlik olusturabilme potansiyeline dikkat
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cekilmektedir [102]. Ayrica, birbirini destekleyen iki calismadan birinde S1 proteini
kaynakli distrofik ndritler tespit edilmis, digerinde ise Spike varyantlarinin dendritik

uzunlugu ve uzanti sayilarii azaltarak ndronal morfolojiyi bozdugu bildirilmistir [20, 21].

Tiim bunlarla beraber, SARS-CoV-2’nin neden oldugu ndronal bozukluklar: konu alan az
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bunun yaninda, bu bozukluklarin reseptor ve yolak iligkili
nedenlerinin aydinlatilmasi 6nem tasimaktadir. Bu baglamda, yapisi ve reseptirleri
itibariyle sinir sistemine potansiyel bir tehdit olusturan Spike proteini ve alt birimlerinin,
sinir hiicrelerindeki ve sinir sistemindeki etkilerine dair yeterince kapsaml ¢aliyma

bulunmamaktadir.

2.3. SH-SY5Y Noroblastoma Hiicreleri

Norobiyolojik c¢alismalarda bircok in vitro deneysel model tanimlanmigtir. Bu modeller
icin yaygin kullanilan hiicre hatlarinin bazilarini, primer ndron kiiltiirleri ile B35 ve
Noro2A gibi noroblastoma hiicre hatlar1 olusturmaktadir [103]. Bu hiicre hatlar
norofizyolojik ¢alismalarda her ne kadar aydinlatici olsalar da, bazi ¢alismalar igin yetersiz
kalmaktadir. Ozellikle tiire 6zgii olmas1 gereken caligsmalar igin yalmizca insan ndron ve
gliya hatlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun gecerli sebebi ise tiire 6zgii sinyaller ve
reseptorleri igeren bir in vitro kosul gereksinimidir. Ote yandan, bir insan hiicre hatt1 olan
insan teratokarsinom hiicre hattinin farklilastirma faktorleriyle farklilastirilmasi, heterojen
bir hiicre popiilasyonu (ndron, bazi gliyalar ve astrosit popiilasyonu) olusturmaktadir [104].
Bu da tek bir hiicre tipinin gerektigi ¢alismalart kisitlamaktadir. Buna paralel olarak son
zamanlarda, bir insan ndroblastoma hiicre hatti olan ve homojen bir ndronal kiiltlir sunan

SH-SYS5Y hiicre hattinin kullanim1 yayginlagmistir [105].

SH-SYS5Y, SK-N-SH denilen hiicre hattinin ii¢lincii hattin1 olusturmaktadir. SK-N-SH,
metastatik bir kemik iligi biyopsisinden elde edilmistir. SK-N-SH hiicre hattindan ikinci
hiicre hattt olan SH-SY hiicre hatt1 tiiretilmis ve ardindan SH-SYS5Y hiicre hattt

olusturulmustur [106].

Heterojen hiicre popiilasyonlarina sahip SK-N-SH hiicrelerinde, N tipi (noroblastik), I tipi
(N ve S ara tipi) ve S tipi (ndronal fenotip gostermeyen tip) olmak iizere ii¢ tip morfoloji

tanimlanmaktadir. Ayrica bu hiicre tipleri farkli fizyolojik siiregler icermektedir. N tipi
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hiicreler, yuvarlak bir goriiniim, gevsek yapisma davranisi ve noritik siire¢lerle néronal bir
morfoloji gostermektedir. S tipi hiicreler ise daha diiz ve biiylik olmakla birlikte siki bir
yapisma davranisi ile schwann ve epitelyal bir goriinlime sahiptir. I tipi hiicreler, yuvarlak
olmakla birlikte fizyolojik davramiglart hem N tipine hem de S tipine benzerlik
gostermektedir. Hiicre kiiltlirli ¢alismalarinda bir hiicre tipinden digerine gecisin kisa
stirede gerceklesebilecegi ve hiicre tipi popiilasyonlarinin kararsiz oldugu bildirilmektedir

[105, 106].

SH-SYSY hiicrelerinde N tipi hiicrelerin noronlardaki biyokimyasal ve fonksiyonel
Ozelliklere sahip oldugu gosterilmis, S tipi hiicrelerin ise bu fizyolojik siirecleri
gostermedigi bildirilmistir. Ayrica N tipi hiicrelerde, katekolaminerjik ndronlarda
karakterize bir fizyolojik 6zellik olan tirozin hidroksilaz ve dopamin-B-hidroksilaz enzim
aktivitesi goriiliirken, S tipi hiicrelerin bu aktivitelere sahip olmadig1 gdsterilmistir. Dahasi

N tipi hiicreler, olgun bir néronal hiicreye farklilasabilmektedir [107].

2.3.1. SH-SYS5Y Noroblastoma Hiicrelerinin Noronal Hiicrelere Farkhlastirilma

Modelleri

SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinin, kiiltiirde olgun ndronal hiicrelere farklilagsmasi igin
bir¢ok protokol bulunmaktadir. Farkli metodlar ve farklilagtirma fakt6rii kombinasyonlari,
dopaminerjik, kolinerjik, adrenerjik gibi spesifik Ozellikteki noronlar1 meydana

getirmektedir [107].

SH-SYSY farklilagtirma yontemlerinde yaygin olarak RA kullanilmaktadir [108]. Bunun
yaninda, kolesterol ile kombinasyon halinde RA, forbol esterleri (6rnegin; 12-O-
tetradekanoil-forbol-13 asetat), dibiitiril siklik adenozin mono fosfat, staurosporin ve ¢esitli
norotrofinler (6rnegin; Beyin kaynakli norotrofik faktdr) gibi farklilagtirma ajanlar
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda farklilagma, hiicrelerin bulundugu ortamin topografik yapisi

ve igerigine bagli olarak desteklenebilmekte ve degisebilmektedir [108].

Farklilasan SH-SYSY hiicreleri, olgun néronlara 6zgii olan PIII-tiibiilin, Norona 0zgii
niikleer protein, sinaptofizin, GAP43, MAP-2, Sinaptik iligkili protein-97 ve Norona 6zgii
enolaz gibi ndronal belirtegleri ifade etmektedir [108, 109]. Ote yandan, Gliyal fibriler
asidik protein gibi gliyal proteinlerin ifadesi bulunmamaktadir [103].
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Tim bu bilgiler 151831Inda yapilan tez calismasi1 kapsaminda, S1 proteininin sinir
hiicrelerinin fizyolojik siireclerinde Nrp-1 fonksiyonlarim1 bozarak dogrudan olumsuz
etki yapip yapmadig1 tartistimistir. Bu dogrultuda, S1 proteininin diger bir hedef
reseptorii olan TLR4’iin de bu etkilerde tek basina veya Nrp-1 ile birlikte roliiniin
olup olmadig1 incelenmistir. Her ii¢ etkenin norojenez, aksonal biiyiime,
noroproteksiyon, noronal yara hasar1 iyilesmesi, hiicre adezyonu ve noronal goc

iizerindeki etkileri karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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3.DENEYSEL CALISMALAR

Bu boéliimde, tez calismasi kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalar 6zetlenmistir (Sekil
3.1). Calismada oncelikle SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinin ikilenme zamanlari tespit
edilmigstir. Bu asamay1 takiben SH-SY5Y ndoroblastoma hiicreleri RA ile noronal hiicrelere
farklilagtirillmigtir.  Hiicrelerin  ndronal bir fenotipe ve fizyolojiye farklilastig
immiinositokimyasal metod kullanilarak dogrulanmigtir. Devam eden siiregte, hiicrelere
uygulanacak olan maddelerin uygun konsantrasyonlar1 saptanmistir. Bu dogrultuda,
oncelikle L929 ve T98G hiicrelerine SARS-CoV-2 Spike/S1 proteininin (S1), Nrp-1
inhibitorii (EG00229)’niin ve TLR4 inhibitorii (TAK242)’niin belirlenen konsantrasyonlari
uygulanmistir. Konsantrasyon araliklar1 onceden yapilan ¢alismalar dogrultusunda
belirlenmistir [17, 20, 23, 110]. Konsantrasyonlarin uygulanmasi ile sitotoksik olmayan
konsantrasyonlar tespit edilmistir. Sonrasinda SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerine RA ile
birlikte deney gruplari uygulanmis ve gruplarin norojenez iizerine etkileri MAP-2
immiinositokimyasal boyamasi yapilarak ve protein seviyesi Ol¢iilerek incelenmistir. Ayni
zamanda noritik morfoloji incelenmis, aksonal uzantilarin uzunluk Ol¢iimii yapilmis ve
GAP43 seviyesi tespit edilmistir. Diger bir asamada, maddelerin SH-SY5Y ndronal
hiicrelerinde néronal sagkalim iizerindeki etkileri MTT ve AT/PI ikili boyama ydntemi ile
analiz edilmistir. Diger deney asamasinda, noroblastoma hiicreleri ile monolayer ortamda
yara hasar1 olusturulmus ve maddelerin yara iyilesmesi tizerindeki etkileri incelenmistir.
Ek olarak, hiicre adezyonu tizerindeki etkileri karsilastirilmistir ve benzer sekilde bu

maddelerin néronal gég¢ tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
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3.1. Kimyasal Malzemeler

Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) (P4417- 50TAB, SigmaAldrich, Almanya), Penisilin/
Streptomisin (P/S) (Katalog no: 3810-74-0 SigmaAldrich, Almanya), Fetal Sigir Serumu
(FBS) (Katalog no: S1810- 500, Biowest ABD), Dulbecco’s Modified Eagle Medium/
Nutrient Mixture F-12 (DMEM- F12) (Katalog no :L0092-500, Biowest,ABD), %0.25
Tripsin-EDTA (Katalog no: 9002-07-7, SigmaAldrich, Almanya), Dimetil siilfoksit (DMSO)
(Katalog no: D2650, SigmaAldrich, Almanya), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) (Katalog no: 298-93-1, SigmaAldrich, Almanya), Izopropil alkol
(Katalog no: 109634, Merck Milipore), Akridin Turuncusu (AT) (Katalog no: 65-61-2,
SigmaAldrich, Almanya), Propidyum Iyodiir (PI) (Katalog no: 25535-16-4, SigmaAldrich,
Almanya), Paraformaldehit (Katalog no: 30525-89-4, Merck Milipore), Tripan mavisi
(Katalog no: L 6323, Biochrom AG, Almanya), all-trans Retinoik asit (RA) (Katalog no:
302-79-4, Cayman, ABD), anti-MAP-2 Antikoru (Katalog no: abl1268, Abcam, Birlesik
Krallik), Goat anti-Mouse IgG Texas Red (Katalog no: sc-2781, Santa Cruz, ABD), Biiyiime
Iliskili Protein 43 (GAP43) (Katalog no: PA5-7929, Thermo Scientific, ABD), Triton X-100
(CAS Number: 9002-93-1, SigmaAldrich Almanya), SARS-CoV-2 Spike/SI protein (S1, His
Tag) (Katalog no: 203485, GenScript, New Jersey, ABD), Trifluoroasetat tuzu (EG00229)
(Katalog no: 1210945-69-9, Cayman, ABD). Resatorvid (TAK242) (Katalog no: 243984-11-
4, Cayman, ABD), Western Blot deney seti (Bio-Rad, ABD), Glisin, Amonyum persiilfat,
Sodyum dodesilsiilfat (Sigma Aldrich, Almanya), Opti-Protein XL Marker (Katalog no:
G266, abm, Kanada)
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3.2. SH-SY5Y insan Néroblastoma Hiicrelerinin Proliferasyon Egrisinin Cikarilmasi,

Noronal Hiicrelere Farkhilastirilmasi ve Karakterizasyonu
3.2.1. Hiicrelerin acilmasi ve ¢ogaltilmasi

*SH-SYS5Y hiicre hatti (ATCC), 8. pasajda Tiirkiye Sap Enstitiisii 'nden dondurulmus olarak
satin alinmis ve laboratuvarimizda sivi azot iginde (-197°C) saklanmistir. Kriyo tiip iginde
dondurulmus olan SH-SYS5Y  hiicreleri, steril sicak su banyosunda (37°C’de)
cozdiiriilmiistiir. Coziilen hiicre siispansiyonu 800 RPM’de 5 dakika santrifiij edilerek %10
FBS ve %1 P/S igeren %50 DMEM ve %50 DMEM / Ham’s F12 ile T75 kiltiir kabina
alinarak standart kiiltiir kosullarini saglayan etiivde (37°C, %5 CO2, %95 O:) inkiibe

edilmistir. %80-90 yogunluga ulasan hiicreler pasajlanmistir.

*4%9010 FBS ve %1 P/S iceren %50 DMEM ve %50 DMEM / Ham’s F12 besiyeri bundan
sonraki kisimlarda, “besiyeri”; buna ek olarak 10 uM RA eklenen besiyeri ise

“farkhilastirma besiyeri” olarak adlandirilacaktir. ***

3.2.1.1 Hiicrelerin Pasajlanmasi

%80-90 yogunluga ulasan hiicreler {izerinden besiyeri uzaklastirilmistir ve bir kez PBS ile
yikama yapilmistir. Yikamay: takiben 1.5 mL %0.25 Tripsin-EDTA eklenerek standart
kiiltiir kosullari1 saglayan etiivde (37°C, %5 CO2, %95 O2) 3-5 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Kiiltiir kabinin yiizeyinden ayrilan hiicreler lizerine 2 mL %10 FBS igeren
besiyeri eklenerek tripsinin inhibisyonu saglanmistir. Elde edilen serumlu besiyeri ile
tripsin karisimindaki hiicre siispansiyonu tiipe alinarak 800 RPM’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Yogunluk farkiyla dibe ¢oken hiicre peleti {iizerindeki siipernatan
uzaklagtirllmistir ve pelet iizerine %10 FBS iceren besiyeri eklenerek homojenize
edilmistir. Hiicreler yogunluklarina goére iki ya da ii¢ flaska pasajlanip, standart kiiltiir

kosullarini saglayan etiivde inkiibasyona birakilmistir.

Hiicrelerin bir kismi1 daha sonra kullanilmak tizere dondurulmustur.
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3.2.1.2 Hiicrelerin Dondurulmasi

Dondurma islemi i¢in pasajlama islemindeki ayn1 protokol tekrar edilmis, pelet halde elde
edilen hiicreler %95 FBS / %5 DMSO ile siispanse edilerek kriyo tiipe alinmistir. Bu
asamay1 takiben hiicreler kademeli olacak sekilde sogutularak sivi azota kaldirilmistir.
Yeteri kadar hiicrenin elde edilmesi ve hiicrelerin yedeklenmesi amaciyla belirli araliklarda

ayni islemler tekrarlanarak hiicrelerin ¢cogaltilmasi ve stoklanmasi saglanmistir.

3.2.2. Hiicre Proliferasyon Egrisinin Cikarilmasi

%80-90 konfluent hale gelen hiicreler tripsinizasyon ile kaldirilarak Neubayer lami ile
sayilmigtir. Sayimi takiben alti kuyucuklu kiiltiir kaplarina baslangig sayisi 5x10%
hiicre/kuyucuk olacak sekilde %10 FBS iceren besiyeri ile ekim yapilmistir. Ekim yapilan
saat 0. saat olarak kabul edilmistir. Her kuyucuktaki hiicreler 24 saat sonrasini takiben 10
giin boyunca tripan mavisi boyama yontemi kullanilarak Neubayer lami tizerinde 6 tekrar
olacak sekilde sayilmistir. 10 giin boyunca %10 FBS iceren besiyeri ile iki glinde bir
besiyeri degisikligi yapilmistir. Hiicrelerin ikilenme zamani: 1 / [3.32 x (logT1- logTO0) /
24] formiiliiyle hesaplanmistir ve biiylime egrisi grafigi ¢ikarilmistir. Tripan mavisi sadece
membran biitiinliigii bozulmus olan 6lii hiicreleri mavi renkte boyamaktadir. Bu baglamda

mavi renk alan hiicreler sayima dahil edilmemistir.

3.2.3. SH-SYSY Noroblastoma Hiicrelerinin Noronal Hiicrelere Farkhilastirilmasi

Farklilastirma besiyeri hazirlamak i¢in 10 mg RA stogundan 0.0015 g tartilarak 1000 pL
DMSO i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir ve uygun sekilde aliquatlanmistir. Stoktan 4 pL cekilmistir
ve lizerine 196 uL %3 FBS iceren besiyeri eklenerek 100 uM RA stogu elde edilmistir. Bu
asamay1 takiben uygulamalar icin her seferinde taze olarak 10 uM RA ve %3 FBS iceren

besiyeri (farklilagtirma besiyeri) hazirlanmistir.
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%80-90 konfluent hale gelen hiicreler tripsinizasyon ile kaldirilarak Neubayer lami ile
sayllmistir ve 96 kuyucuklu kiiltiir kabima 8x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim
yapilmigtir. Ekimi takiben hiicrelere farklilagtirma besiyeri ile yedi giin boyunca muamele
edilmistir. Ikinci ve besinci giin besiyeri yenilenmistir. Besiyeri tazeleme isleminde

kuyulardan 85 pL besiyeri alinmig ve tizerine 100 uL. RA igeren besiyeri eklenmistir.

Yedinci gilinlin sonunda karakterizasyon basamagina gecilmistir.

3.2.4. Karakterizasyon

Ortamdan besiyeri uzaklastirilmasini takiben kuyucuklar PBS ile yikanmistir. Hiicreler
soguk metanol ile 5 dakika fikse edilmistir. Ardindan PBS’te hazirlanmis %0.1 Triton-X-
100 ile ti¢ dakika muamele edilmistir. PBS ile yikama sonrast %10 Animal Free Blocker
ile 20 dakika bloklama yapilmistir. PBS ile tekrar yikama sonrasi kuyucuklara 100’er pL
1:2000 oraninda diliie edilmis anti-MAP-2 antikoru eklenerek +4°C’de gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra PBS ile yikamay: takiben 1:400 oraninda
diliie edilmis “’Goat anti-mouse IgG Texas Red” sekonder antikoru ile oda sicakliginda bir
saat inkiibasyona birakilmistir. Ayrica 4,6 diaminidino-2-fenilindol (DAPI) ile ¢ekirdek
boyamasi yapilmistir. 460-490 ile 545-580 nm dalga boylarindaki 1sik altinda inverted
mikroskopta (Olympus 1X70, Japonya) hiicrelerin fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.3 Konsantrasyon tayinleri

* Tez ¢alismast kapsaminda kullanilacak malzemelerin konsantrasyonlarinin tayininde,
sitotoksisite deneylerinde sik¢a tercih edilen hiicre hatti olan L929 fare fibroblast hiicre
hattt (ATCC) ve insan gliablastoma hiicre hatti olan T98G (ATCC) hiicre hatti

kullanilmistir.
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3.3.1. Konsantrasyonlarin Hazirlanmasi

250 pL PBS ile %10 gliserol karigimi i¢inde bulunan 100 pg S1 proteini oda sicakliginda
cozdiiriilmiistiir ve 10’ar pL olacak sekilde kriyo tiiplere aliquatlanmistir. 10 mg stok
EG00229°dan 2.1 g tartilmistir ve 343 pL DMSO’da ¢ozdiiriilerek 10 mM’lik stok elde
edilmistir. 5 mg stok TAK?242 ise, 1398.98 uL. DMSO i¢inde ¢6zdiiriilmiis ve 10 mM stok
elde edilmistir. Cozelti icinden 10 pL alinmistir ve iizerine 90 pL besiyeri eklenerek 1

mM’lik stok elde edilmistir. Kalan stok, 50’ser puL olacak sekilde aliquatlanmaistir.

S1 proteini, EG00229 ve TAK242 konsantrasyon araliklar1 daha 6nce yapilan ¢alismalarda
kullanilan konsantrasyonlar referans alinarak belirlenmistir [17, 20, 23, 110]. Tim
konsantrasyonlar %10 FBS ve %Il P/S iceren DMEM/F12 iginde hazirlanmistir. S1
proteini i¢in 25, 50, 100 ve 200 ng, EG00229 i¢in 20, 50, 100, 200, 300 ve 400 uM ve
TAK?242 i¢in 3, 5, 10, 15 ve 30 uM olacak sekilde hazirlanmistir.

3.3.2. Deney Gruplarinin Kurulmasi ve Konsantrasyonlarin Uygulanmasi

L929 ve T98G hiicreleri %10 FBS ve %1 P/S iceren DMEM/F12 ile ayn1 protokollerle
cogaltilmistir. %80-90 yogunluga gelen hiicreler tripsinizasyon ile kaldirilarak Neubayer
lamu ile sayilmigtir. Sayimi takiben her iki hiicre hatt1 i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmistir. Ekim sonrasi hiicreler kontrol
edilmistir ve hazirlanan konsantrasyonlar her bir grup i¢in alti tekrarli olacak sekilde

uygulanmistir.

EG00229 ve TAK242 deney gruplarinda pozitif kontrol gruplarina ek olarak DMSO
gruplar1 olusturulmustur. Pozitif kontrol grubunda %10 FBS, %1 P/S iceren DMEM/F12
uygulanmigtir. DMSO grubuna ise %10 FBS, %1 P/S iceren DMEM/F12’ye ek olarak
1/1000 oraninda DMSO uygulanmastir.
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3.3.3. Hiicre Canlhilik Analizi
3.3.3.1. MTT Testi

MTT reaktifi, monotetrazolyum tuzu olarak bilinmektedir. Temel olarak canli hiicrelerdeki
dehidrogenazlar tarafindan MTT’nin indirgenmesi, MTT halkasinin bozulmasina ve
formazan adi verilen ve suda ¢oziinmeyen menekse mavisi renginde bir molekiiliin
olusmasina neden olmaktadir [111]. Bu kapsamda MTT testi, hiicre canlilik analizlerinin

ve metabolik aktivite dl¢glimlerinin temelini olusturmaktadir.

Konsantasyonlarin uygulanmasindan sonra 24, 48 ve 72. saatlerde MTT testleri
yaptlmistir. L929 ve T98G hiicrelerinden farkli konsantrasyonlar iceren besiyeri
uzaklastirilmis ve %10 oraninda MTT soliisyonu igeren serumsuz besiyeri kuyucuklara
eklenerek 2-4 saat boyunca 37°C, %5 CO, ortaminda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
sonunda hiicrelerin tiizerinden MTT sollisyonu uzaklastirilmis ve izopropil alkol
kullanilarak formazan kristallerinin ¢oziinmesi saglanmistir. 570 nm’de ELISA okuyucu

(LQuantTM, BiotekW Instruments Inc, ABD) cihazinda absorbans okutulmustur.

3.3.3.2. AT/Pi Boyamasi

AT, hidrofobik bir boya olarak bilinmektedir. Hiicre zarmmi hizli bir sekilde
gecebilmektedir ve lizozomda birikebilmektedir. Ayni zamanda DNA ve RNA’ya
baglanmaktadir ve yesil 151k yaymaktadir. Propidyum iyodiir ise saglam hiicre
membranlarindan gegememektedir ve membran biitlinliiglinii kaybeden hiicrelerde DNA'y1
interkalize ederek kirmizi veya turuncu 1s13a neden olmaktadir. Hiicrelerin AT ve Pi ile
birlikte boyanmasi niikleer morfoloji (periniikleer kromatin yogunlasmasi, niikleer ¢cokme
ve nihai parcalanma) hakkinda bilgi saglamaktadir [112]. Organize bir kromatin yapisina
sahip tek tip yesil ¢ekirdekli hiicreler canli hiicre; membran biitiinliigiiniin kaybina bagh
olarak organize yapiya sahip tek tip turuncu veya kirmizi g¢ekirdekli hiicreler nekrotik;
diizensiz yapili, parcali bir morfolojideki yesil ¢ekirdekli hiicreler erken apoptotik; asiri
derecede yogunlagmis veya parcalanmis kromatine sahip turuncu veya kirmizi ¢ekirdekli

hiicreler ise ge¢ apoptotik olarak kabul edilmektedir.
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Konsantasyonlarin uygulanmasini takiben 24, 48 ve 72. saatlerde AT/PI boyamasi
yapilmustir. Hiicreler lizerinden besiyeri uzaklagtirilmistir. PBS ile yikamayi tabiken yiizeyi
kaplayacak kadar 1:1 oraminda hazirlanmis olan AT/PI boyasi eklenmistir. 1-2 dakika
beklendikten sonra boya ortamdan uzaklastirilmistir. Sonraki asamada PBS ile iki kez
yikamay1 takiben 460-490 nm ve 490-630 nm dalga boyundaki 1sik altinda inverted
Mikroskop (Olympus 1X70, Japonya) ile 4X ve 10X objektiflerde incelenerek

fotograflanmistir.

Her deney grubu fotograflarindan bes adet secilmis ve her birinden rastgele bes alan
belirlenmistir (belirlenen 5 alan her grup i¢in ayni1 bolgeyi gosterecek sekilde
konumlandirilmistir). Belirlenen alanlar igindeki erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicreler sayillmistir. [%oApoptotik hiicre = Toplam Apoptotik Hiicre sayisi
(Erken + Geg)/Toplam hiicre sayis1 x 100] ve [%Nekrotik hiicre = Toplam Nekrotik
Hiicre sayis1 (Erken + Geg¢)/Toplam hiicre sayis1 x 100] formiilleri kullanilarak %

apoptoz ve % nekroz oranlar1 hesaplanmistir.
3.4. SH-SYS5Y Deney Gruplarimin Kurulmasi ve Konsantrasyonlarin Uygulanmasi
3.4.1. Optimizasyon Calismalar

Literatiirde SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinin 96 kuyucuklu kiiltiir kabina ekim sayilar
degisebilmektedir. Bunun yaninda, ndronal hiicrelere farklilagtirmak ve en verimli néronal
goriintiiyli almak i¢in ise farkli ekim sayilari ile farkli yiizdelerdeki FBS konsantrasyonlari
onerilmistir [113]. Bu c¢alisma kapsaminda en uygun hiicre sayis1 ve FBS ylizdesi tespiti
icin 96 kuyucuklu kiiltiir kabina sirasiyla 2.5x103, 5x10° ve 8x10° hiicre/kuyucuk ekim
yapitlmistir. Ek olarak, %1, %3 ve %5 FBS iceren iki farkli besiyeri degiskeniyle

optimizasyon deneyleri tasarlanmaistir.

Hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir kabina %1, %3 ve %35 FBS igeren besiyeri ile 2.5x10°, 5x10°
ve 8x10% hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekimleri yapilmistir. 24 saat inkiibasyonu takiben
belirlenen deney gruplarinin ortamlart %1, %3 ve %5 FBS igeren farklilagtirma besiyeri ile
degistirilmistir. Ikinci ve besinci giinlerde besiyeri tazelenmistir. Hiicrelerin morfolojileri
yedi giin boyunca inverted Mikroskop (Olympus IX70, Japonya) ile farkli objektiflerde

incelenmistir.

Deneyler ti¢ tekrarli olacak sekilde tasarlanarak yapilmistir (n = 3).
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3.4.2. SH-SY5Y Hiicrelerinin Farklilasma Potansiyellerinin incelenmesi (Noérojenez)

Hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir kab1 i¢ine 2.5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde %3 FBS

iceren besiyeri ile ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyonu takiben pozitif kontrol ve deney

gruplart i¢in ortam belirlenen konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda madde iceren

farklilagtrma besiyeri ile degistirilmistir. Negatif kontrole ise yalnizca %3 FBS igeren

besiyeri eklenmistir. Madde ve kombinasyonlarin uygulanma big¢imi Sekil 3.2°de

verilmistir.
0. GUN
RA Besiyeri
Pozitif Kontrol Q& L
Besiyeri
Negatif Kontrol %
SN
TAK242
TAK242 X\ N
S1
s1 [A
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RA Besiyeri EG00229
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~ besiyeri degisimi

Sekil 3.2. Norojenez deney gruplari. Soldaki gruplarda Negatif kontrol grubu haricindeki

tiim gruplara farklilagtirma besiyeri ve belirlenen konsantrasyonlar wygulanmistir.

Sagdaki gruplarda ise maddelerin ve kombinasyonlarinin uygulamasini takiben 30 dakika

sonra ortam degistirilmistir. [RA; 10 uM, TAK242; 3 uM, Si1; 25 ng, EG00229; 50 uM,

30" 30 dakika].
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[S1], [TAK242] ve [EG00229] gruplarina farklilagtirma besiyeri i¢inde maddeler saf
olarak eklenmistir. [TAK242 + S1] ve [EG00229 + SI1] gruplarinda sirastyla 3 pM
TAK242 ve 50 uM EG00229 ile yarim saat on inkiibasyon yapilmaistir.

Inkiibasyonu takiben ortam uzaklastirilmistir ve ortama 25 ng S1 proteini igeren
farklilagtirma besiyeri eklenmistir. [EG00229 + TAK242] grubunda 3 uM TAK242 ve 50
uM EG00229 birlikte eklenmistir. Yarim saat inkiibasyonu takiben ortam uzaklagtirilmigtir
ve ortama yalnizca farklilastirma besiyeri eklenmistir. [EG00229 + S1 + TAK242]
grubunda ise her iki inhibitoriin 6n inkiibasyonu (30 dakika) sonrasi farklilagtirma besiyeri

icinde 25 ng S1 proteini eklenmistir.

Inkiibasyonu takiben ikinci giin tiim gruplarda ortamdan 85 pL uzaklastirilmis ve yerine
100 pL farklilastirma besiyeri eklenmistir. Negatif kontrol grubunda ise ortam sadece %3

FBS iceren besiyeri ile degisim saglanmistir. Besinci giin ayni islemler tekrarlanmistir.

Deneyler ti¢ tekrarli olacak sekilde tasarlanarak yapilmistir (n = 3).

3.4.2.1. Farkllasma Potansiyelinin Immiinositokimyasal Boyama Yontemi ile

incelenmesi

Sekil 3.2°de agiklandigi iizere gruplar olusturulduktan sonraki 1, 3, 5 ve 7. giinlerde anti-
MAP-2 ile immiinositokimyasal boyama yontemi kullanilarak hiicrelerin farklilagma
potansiyelleri incelenmistir. Bunun icin 3.2.4. basliginda agiklandig1 gibi karakterizasyon
islemi yapilmistir. Boyama sonras1 460-490 nm ve 545-580 nm dalga boylarindaki 1s1k
altinda inverted mikroskopta (Olympus 1X70, Japonya) hiicrelerin fotograflar ¢ekilmistir.

3.4.2.2. Farklilasma Potansiyelinin Western blot Teknigi ile Incelenmesi

Hiicreler alti kuyucuklu kiiltiir kaplarma 2.5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde %3 FBS
iceren besiyeri ile ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyonu takiben deney gruplar1 Sekil 3.2 de
gosterildigi gibi olusturulmustur. Takiben 1, 3, 5 ve 7. gilinlerde protein izolasyonu
yapilmustir. Proteinlerdeki MAP-2 seviyeleri WB teknigi kullanilarak asagida anlatildig:

gibi dl¢lilmistiir.
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3.4.2.2.1. Protein izolasyonu

Proteinlerin izolasyonu i¢in, hiicreler igerdikleri besiyeri ile mekanik olarak kuyulardan
kaldirilmigtir. Toplanan hiicre siispansiyonu 1000 RPM’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Santifiij sonrasinda elde edilen pelet {izerinden besiyeri uzaklastirilmistir ve PBS eklenerek
ayni devir ve siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatan rengi kontrol
edilmistir ve besiyeri kaynakli pembemsi renk kalmayana kadar ayni santrifiij islemleri
deney tamponu (RIPA) igerisine proteinlerdeki disiilfid baglarin1 kiran bir indirgeyici ajan
olarak kullanilan Diklorodifeniltrikloroetan (DTT) ve Proteaz Inhibitdrii (PI) eklenmistir (1
mL RiPA’ya 1 pL DTT ve 15 pL PI). RiPA ile muamele edilen hiicre peletleri
vortekslendikten sonra buz igerisinde sonike edilmistir. Siispansiyonlar buz {izerinde
toplam 30 dakika olacak sekilde sonike edildikten sonra bekletilmistir. 13000 RPM’de
+4°C’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemini takiben pelet iizerindeki
stipernatanlar BCA ve WB testlerinde kullanilmak iizere ayr1 ayr1 ependorflara alinarak

-80°C’ye kaldirilmstir. 1, 3, 5 ve 7. giinlerde ayni islemler tekrar edilmistir.

3.4.2.2.2. BCA Yontemi ile Total Protein Miktarmin Olciilmesi

Saflastirilan proteinlerin toplam miktarmin tespit edilmesi amaciyla BCA yontemi
kullanilmistir. Bu dogrultuda, BCA icin ayrilan 6rnekler %0.5 Sodyum dodesil siilfat
(SDS) poliakrilamid ile 1:40 oraninda seyreltilmistir. 96 kuyucuklu kiiltiir kabina her grup
orneginden li¢ tekrar ve her kuyucukta 100 pL olacak sekilde Ol¢lim yapmak iizere
hacimler hazirlanmistir. %0.1 SDS ve 2 mg/mL konsantrasyonlu Albumin ile standart
gruplar olusturulmustur. 25k MA reaktifi, 24k MB reaktifi ve 1k MC reaktifi oranlarin
icerecek sekilde Working Reagent (WR) hazirlanmigtir. Hazirlanan WR soliisyonunun
hacmi [(standart sayis1 + drnek sayisi) x 3 x 100 pL] formiilii uygulanarak hesaplanmaigtir.
96 kuyucuklu kiiltiir kabina her gruptan ii¢ tekrar olacak sekilde 100 pL 6rnek + 100 pL
WR yiiklenmigstir. Yalnizca 100 uL SDS igeren blank gruplarinin {izerine 100 pL WR
eklenmistir. Takiben 37°C’de 120 dakika inkiibe edilmistir. The SpectraMax M2 cihazi
kullanilarak 560 nm dalga boyunda o&l¢iim yapilmistir. Her bir grup igin absorbans
degerlerine gore Bradford hesaplama yontemi kullanilarak protein miktarlart

hesaplanmistir. Olgiim 3 kez tekrarlanmistir.
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3.4.2.2.3. Western Blot Teknigi ile MAP-2 Seviyelerinin Olciilmesi

Total protein miktar: tespit edildikten sonra, jel yliklemelerinde her kuyucuga ayni oranda
protein miktarinin yiiklenmesi amaciyla; her grup i¢in 0.5 mg/mL protein olacak sekilde
PBS ile sulandirma yapilmistir. Bu islemi takiben deney diizeneginin kurulmasi ve jellerin
hazirlanmas1 agsamasina gecilmistir. pH farki olusturmak ic¢in “’stacking —biriktirme-*’ ve
“’separating —ayirma-‘’ olmak {lizere sirasiyla %4 ve %10 oranlarinda iki farkli jel
dokilmiistiir. Jeller belli oranlarda distile su, Tris-hidroklorid, SDS, akrilamid-
bisakrilamid, amonyum persiilfat ve tetrametilendiamin karigimi ile hazirlanmistir.
Polimerlesmeyi takiben camlar arasina, ‘’running buffer -yliriitiici tampon- (15 g Tris + 72
g Glisin + 5 g SDS + 800 ml dH>O)*’ eklenmistir. Bu islemi takiben 20 pL 2-
merkaptoetanol + 180 pL 4x Laemli Buffer karisimi hazirlanmistir ve her bir protein
ornegine 8 L eklenmistir (Sekil 3.3-4). Laemli buffer iceren protein drnekleri 3-5 dakika
kaynar suda kaynatilmigtir. Ardindan her bir kuyucuga 20 pL protein 6rnegi yiiklenmistir.
Ek olarak, proteinlerin hangi asamaya geldigini takip edebilmek ve molekiiler kiitle ayrimi
yapabilmek i¢cin 5 pL. Leadder (Opti-protein XL marker) yiiklenmistir. Bu asamadan sonra
50 mV ile yiiritme islemine baslanmigtir. Proteinler ayirma jeline geldiginde voltaj 80
mV’a cikarilmistir. Istenen protein aralifma gelindiginde akim kesilmistir. Bu islemi
takiben jeller, transfer tamponu (6.04 g Tris + 28.8 Glisin + 200 mL Metanol + 1.6 L
dH:0) icine alinmigtir. Transwell buffer i¢ine alinan jellerin, PVDF membrana sahip olan
ve bu sayede tiim proteinlerin yapigmasini saglayan 6zel membranlara yapistirilarak buz
iizerinde yerlesimi saglanmistir ve gece boyu +4°C’de 10 mA akimda bekletilmistir (Sekil
3.3-B).

Ikinci giin primer antikor uygulamasia gecilmistir. {1k olarak, Tris tamponlu Salin (TBS)
10X + Tween 20 (TBST) [24 g Tris-HCI + 5.6 g Tris-base + 88 g + 900 ml dH,O]
hazirlanmistir. 100 mL TBST stoguna 900 mL dH20 ve 1 mL Tween20 eklenmistir.
Ardindan %5’lik Goat serum iceren TBST (bloklama tamponu) ile 60 dakika bloklama
yapilmistir. Bloklama isleminden sonra 3x5 dakika TBST ile yikama yapilmistir. Yikama
isleminden sonra bloklama tamponu ic¢inde 1:1000 oraninda MAP-2 primer antikor

hazirlanmigtir. Primer antikor membran {izerinde bir gece +4°C’de bekletilmistir.

Ucgiincii giin sekonder antikor ve goriintiileme asamasina gecilmistir. Membranlar 3x5

dakika TBST ile yikanmistir. Bloklama tamponu i¢inde 1:2000 oraninda sekonder antikor
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hazirlanmigtir. Sekonder antikor ile bir saat muameleyi takiben 3x5 dakika TBST ile
yikama yapilarak goriintiilemeye gecilmistir. Karanlik ortamda 1:1 oraninda western
substrat buffer hazirlanmistir. Membran, hazirlanan soliisyon ile yikandiktan sonra
Odyssey Fc Imaging System (LI-COR) cihazi ile goriintiileme yapilmistir. Sonuclar Image

J programu ile dl¢iilmiistiir ve analizleri yapilmistir. Deney tekrar1 yapilamamuistir.

Sekil 3.3. WB deney asamalari. A, Kuyucuklara yiiklenmis protein ornekleri. B,

Proteinlerin membrana ge¢irilmesi.

3.4.3. Noronal Farkhlasma Asamasindaki SH-SYSY Hiicrelerinde Aksonal Biiyiime

ve Uzantilarin incelenmesi (Aksonal biiyiime)

Hiicreler sayimi takiben 96 kuyucuklu kiiltiir kabi igine 2.5x10° hiicre/kuyucuk ve 6
kuyucuklu kiiltiir kabina 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde %3 FBS igeren besiyeri ile
ekimi yapilmistir. Deney gruplart ve konsantrasyon uygulama islemleri Sekil 3.2°de

gosterildigi yapilmistir. Deney ii¢ farkli zamanda tekrarlanmistir (n = 3).

3.4.3.1. Aksonal Biiyiimenin Inverted Mikroskop ile Incelenmesi ve Aksonal

Uzantilarin Olciilmesi

Deney gruplart olusturulduktan sonraki 1, 3, 5 ve 7. giinlerde hiicreler inverted
mikroskopta (Olympus 1X70, Japonya) incelenmistir. Aksonlarin 4X, 10X ve 20X
objektiflerde fotograf ¢ekimi yapilmistir. Her bir grup igin alt1 farkli fotograf goriintiisii
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incelenerek secilen alanlardaki tiim aksonal uzantilar Image] programi ile Sl¢tilmiistiir.

Olgiimlerin ortalamasi alinmis ve gruplar arasinda karsilastirma yapilmistir.

3.4.3.2. Aksonal Biiyiimenin Western Blot Teknigi ile Incelenmesi

Alt1 kuyucuklu kiiltiir kabindaki protein izolasyonu ve BCA islemleri 3.4.2.2.1 bagliginda
aciklandig gibi yapilmustir.

3.4.3.2.1. Western Blot Teknigi ile GAP43 Seviyelerinin Olciilmesi

Protein izolasyonunu takiben 1, 3, 5. ve 7. glinlerde GAP43 seviyeleri WB teknigi ile
Olglilmiistir. WB, 3.4.2.2.3 bashiginda aciklandigr gibi yapilmistir. (GAP43, bloklama

tamponu i¢inde 1:1000 oraninda hazirlanmistir.) Deney bir kez tekrarlanmistir (n = 1).

3.4.4. Farkhilastirilmis SH-SYSY Hiicrelerinde Noronal Sagkalimlarin Incelenmesi
(Noroproteksiyon)

Hiicreler sayimi takiben 96 kuyucuklu kiiltiir kab1 igine 2.5x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde %3 FBS igeren besiyeri ile ekilmistir. 24 saat inkiibasyonu takiben besi ortami
farklilagtirma besiyeri ile degistirilmistir. 2. ve 5. gilinlerde besiyerleri yenilenmistir. 7.
giiniin sonunda konsantrasyonlar Sekil 3.2°de gosterildigi gibi uygulanmistir. 24, 48 ve 72.
saatlerde MTT testi ve AT boyamasi yapilmistir. Boyama sonrasi hiicreler 460-490 nm
dalga boyundaki 151k altinda inverted Mikroskop (Olympus IX70, Japonya) ile 4X ve 10X

objektiflerde incelenerek fotograflanmistir. Deney {i¢ farkli zamanda tekrarlanmistir

(n=23).

3.4.5. SH-SYS5Y Noroblastoma Hiicrelerinin Noronal Gog¢ Potansiyellerinin

Incelenmesi (Noronal Goc)
3.4.5.1. SH-SY5Y Noroblastoma Hiicrelerinin Yara Modelinde incelenmesi

Hiicreler sayimi takiben 24 kuyucuklu kiiltiir kabi igine 2x10° hiicre/kuyucuk olacak

sekilde %3 FBS iceren besiyeri ile ekilmistir. Ekimi takip eden 24. saatte sar1 pipet ucu ile
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yaralar (gizikler) olusturulmustur. Yara olusturma asamasindan hemen sonra deney
gruplart serumsuz besiyeri igerisinde kuyucuklara uygulanmistir. Negatif kontrol olarak
sadece serumsuz besiyeri kullanilmistir. Pozitif kontrol grubunda ise %3 FBS iceren
besiyeri kullanilmistir. Konsantrasyonlar uygulandiktan hemen sonra (0. saat), 12, 24 ve
36. saatlerde hiicrelerin go¢ potansiyelleri inverted mikroskopta (Olympus 1X70, Japonya)
incelenmistir. 4X objektifte fotograf ¢ekimleri yapilmistir. Belirtilen tiim saatlerdeki yara
boyutlari (um) ve yara agiklig1 alan1 (mm?) ImageJ programu ile Sl¢lilmiistiir. Sekil 3.4-
A’da Olglimiin yapildig1 yara boyutu ve Sekil 3.4-B’de yara alaninin nasil segildigi
gosterilmistir. Her grup i¢in 0. saatte olusturulan ¢iziklerin ve dolayistyla yara boyutlarinin
farkli olacag1 dikkate alinarak, 0. saat ile 12, 24 ve 36. saatler arasindaki istatistiksel farklar

hesaplanmustir.

Sekil 3.4. Yara boyutu ve alammin olgiilmesi. A, Yara boyutu olgiimii. Sari c¢izgilerin
baslangi¢ ve bitis noktast arasindaki mesafe (um) élgiilmiistiir. B, Yara alaninin 6l¢giimii.

Sart ile icine alinan yara bolgesinin alani (mm?) olciilmiistiir.
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3.4.5.2. SH-SYSY Noroblastoma Hiicrelerinin Transwell Sisteminde Gocg

Potansiyellerinin Incelenmesi

Hiicreler sayimi takiben 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma %10 FBS ve konsantrasyonlari
igeren besiyeriyle 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Ekimi takiben hiicre
adezyonunu incelemek iizere 4, 5 ve 6. saatlerde inverted mikroskopla 10X biiylitmede
fotograf cekilmistir. 6. saatin sonunda hiicreler herhangi bir kimyasal uygulanmadan
mekanik olarak kaldirilmis ve 800 RPM’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Konsantrasyonlari
iceren siipernatan atildiktan sonra pelet serumsuz besiyeri ile slispanse edilmistir. Her grup
icin transwele ekim Oncesinde Neubauer laminda hiicre sayimi yapilmistir. Bu asamadan
sonra 24 kuyucuklu kiiltiir kabina yerlestirilen 8.0 pm por araliklarina sahip transwelin i¢
kismma 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 200 uL serumsuz besiyeriyle ekim
yapilmistir. Transwelin dis kismina ise 600 uL serumsuz besiyeri eklenmistir. Pozitif
kontrol grubunda ise 600 pL %10 FBS iceren besiyeri eklenmistir. 24 ve 48. saatlerde
transwelin alt kismma go¢ eden hiicreler kristal viyole boyama yodntemi kullanilarak
sayllmistir. Boyama yapmak {izere, transwell filtreleri dikkatlice bistiiri yardimiyla
cikarilarak 6 kuyucuklu kiiltiir kabma alinmustir. Filtrelerin iizerine yiizeyi kaplayacak
kadar %10 paraformaldehit eklenerek 20 dakika fiksasyon gerceklestirilmistir. Fiksatifin
uzaklastirilmasindan sonra yiizeyi kaplayacak kadar kristal viyole (150 uL) eklenmis ve 20
dakika beklenmistir. Bu islemden sonra ortam PBS ile yikanmis ve hiicreler inverted
mikroskopta (Olympus 1X70, Japonya) incelenmistir. Deneysel planda gruplar birer kez

denenmistir (n = 1).

3.5. istatistiksel Analiz

Tez c¢aligmasi kapsaminda yiiriitilen deneysel caligmalardan elde edilen tim veriler
GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) kullanilarak
degerlendirilmistir. Farkli gruplar arasindaki anlamlilik diizeyleri Tek Yonlii Varyans
Analizi (ANOVA) ile belirlenmis olup p degerleri 0.05’ten daha az olan durumlar

istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. SH-SY5Y Insan Néroblastoma Hiicrelerinin Proliferasyon (ikilenme) Egrisinin

Cikarilmasi

Tez calismasi kapsaminda SH-SYS5Y hiicrelerinin ikilenme zamani1 17 saat olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.1). Literatiirde, SH-SY5Y'nin ikilenme siirelerinin yakin oldugu

goriilmektedir. Yapilan caligmalarda ikilenme siiresinin 27 ile 55 saat arasinda degistigi

bildirilmistir [114].

SH-SY5Y Néroblastoma Hiicrelerinin ikilenme Egrisi
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Sekil 4.1. SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinin proliferasyon egrisi grafigi. Hiicrelerin
ikilenme zamam 1 / [3.32 x ( logTl- logT0) / 24] formiiliiyle 17 saat olarak tespit

edilmistir.

4.2. SH-SYSY Noroblastoma Hiicrelerinin Noronal Hiicrelere Farkhlastirilmas:1 ve
Karakterizasyonu

Farklilastirmay1 takiben yapilan morfolojik incelemeler ve immiinositokimyasal boyama,
SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinin ndronal fenotipe ve fizyolojiye farklilastigini
gostermistir (Sekil 4.2 ve 4.3). Farklilastirma protokolii uygulanmayan negatif kontrol
gruplarinda boyanma gozlenmemistir (Sekil 4.3). Calismalarda farklilagtirma besiyeri
olarak ¢cogunlukla %1 FBS iceren DMEM ortamina ek olarak 10 uM RA kullanilmaktadir
[115]. Bunun yaninda bazi ¢alismalarda %3 oraninda FBS’nin de basarili sonuglar verdigi
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gosterilmistir [116]. Destekler nitelikte, yapilan tez ¢alismasi kapsaminda da %3 FBS’nin

noronal farklilagsmada basarili sonug verdigi goriilmiistiir.

Sekil 4.2. Farklilastirma besiyeri uygulanmis Pozitif Kontrol (PK) ve besiyeri uygulanmug
Negatif Kontrol (NK) hiicrelerinin morfolojik goriintiileri. Siyah ok isaretleri aksonal

uzanti veren hiicreleri ve uzantisini gostermektedir (G, giin).[Biiyiitme: X10]
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Pozitif Kontrol Negatif Kontrol

Sekil 4.3. anti-MAP-2 ile immiinositokimyasal boyama fotograflari. Farklilastirma
besiyeri uygulanmis Pozitif Kontrol [PK] ve besiyeri uygulanmis Negatif Kontrol
[NK]grubunda noronal hiicrelerin anti-MAP-2 ile boyanma yogunlugu. [Primer antikor:
anti-MAP-2; 1:2000. Sekonder Antikor: TR, 1:400 (545-580 nm)][Btiyiitme: X20]

4.3. Konsantrasyon Tayinleri
4.3.1. Sitotoksisite ve Canlilik Sonuclarinin Degerlendirilmesi
L929 ve T98G hiicre hatlarina konsantrasyonlarin uygulanmasimi takiben yapilan MTT

testi ve AT/PI boyama sonuglar1 asagida basliklandirildig: iizere verilmistir.

4.3.1.1. EG00229 24, 48 ve 72. Saat Uygulamalarmin Sitotoksisite Acisindan

Karsilastirllmasi ve Apoptoz/Nekroz Yiizdelerinin incelenmesi

EG00229’un artan konsantrasyonlart L929 hiicreleri iizerinde istatistiksel olarak anlamli
bir toksisiteye neden olmustur. 24. saatte 100, 200, 300 ve 400 uM konsantrasyonlar hem
kontrol hem de DMSO grubuna gore anlamli sitototoksisite gostermistir (**; p < 0.005,
*E% 1 <0.0005, ****; p < 0.0001) (Sekil 4.4). 48. saatte bu konsantrasyonlara ek olarak 20
ve 50 uM konsantrasyonlarin da diger gruplara gore istatistiksel olarak daha diislik bir
degerde anlamli bir sitotoksisiteye sebep oldugu goriilmiistiir (*; p < 0.05, **; p < 0.005).
Ek olarak, 48. saatte 400 uM’1n hiicre canliligin1 %68 oraninda diisiirdiigli gortilmiistiir.
72. saatte ise tim gruplarda kontrol grubuna gore sitotoksisite istatistiksel olarak
anlamlidir. 72. saatte 300 uM ve 400 uM konsantrasyonlar hiicre canliligin1 sirasiyla %64
ve %86 oranlarinda diisiirerek IC50 degeri gostermistir. Negatif kontrol olan DMSO’nun
24 ve 48. saatlerdeki hiicre canlilig1 tizerinde anlamli bir olumsuz etkisi goriilmemistir. Bu
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sonug, EG00229 ve TAK242 maddelerinin ¢éziinmesinde ve ana stok hazirlanmasinda
kullanilan DMSO’nun bu maddelerin etkilerinde rol oynamadigini gostermektedir. 72.
saatte ise negatif yonlii bir istatistiksel fark gdstermistir. Yapilan ¢calismalarda EG00229’un
10, 30, 100, 200 uM konsantrasyonlar1 kullanilmistir [117-119]. Bir ¢calismada, Nrp1'in bl
alanindaki hedeflenen cebe baglandigin1 gostermek icin mutajenez, X-151n1 kristalografisi
ve Niikleer Manyetik Rezonans spektroskopisi kullanilan diger bir ¢aligmada, VEGF-
A165'in Nrp-1'e baglanmasinin inhibisyonu ile tutarli aktivite gosterdigi ve VEGFR2
fosforilasyonunu ve hiicre gociinii in vitro olarak azattigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada
EG00229’un insan gébek damart endotel hiicrelerinde VEGF-A ile indiiklenen VEGFR2
tirozin fosforilasyonunu doza bagl bir sekilde azalttigi ve maksimum inhibisyonu 100
uM'da gosterdigi raporlanmustir [120]. Ote yandan, Hep3B ve Huh-7 hiicre hatlariyla
yapilan bir ¢calismada EG00229un 50 uM konsantrasyonunun hiicre canlililigini neredeyse

yartya disiirdiigli goriilmiistiir [121].

Bu tez ¢alismasinda ise 48. saatte 400 uM’1n ve 72. saatte 300 uM ve 400 uM’un, hiicre
canliligint %50’den daha fazla azalttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.4). Ek olarak, 200 uM’un
zamana bagli olarak morfolojik bozukluklar meydana getirdigi tespit edilmistir. Bu
kapsamda, sonuglarimiz literatiirde se¢ilmis olan konsantrasyonlarla uyumludur.
Literatiirde EG00229’un siklikla 100 uM konsantrasyonu kullanilmaktadir. Sonug¢larimiz
kapsaminda, 24 ve 48. saatlerde 100 uM’1n kontrol ve DMSO gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli sitotoksisiteye neden oldugu goriilmiistiir. 20 uM’1n ise etkisiz oldugu tespit
edilmistir. Bu dogrultuda, yapilacak deneyler icin EG00229’un etkili ancak en az toksik

konsantrasyonu olan 50 pM konsantrasyonu secilmistir.
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Sekil 4.4. EG00229 un farkl: konsantrasyonlarmmin 24, 48 ve 72. saatteki hiicre canlilig

lizerindeki etkisi. [* sembolii; Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farki,

+ sembolii;, DMSO grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir.]

[* +,p <0.05 ** ++; p <0.005, *** +++; p <0.0005, **** ++++; p <0.0001]

EG00229’un konsantrasyonlara bagli apoptotik ve nekrotik hiicre sayisinda artisa neden

oldugu goriilmiistiir. Her li¢ zaman diliminde de 200, 300 ve 400 uM konsantrasyonlarin

apoptotik ve nekrotik yolaklar1 arttirdigt goriilmektedir (Sekil 4.5). Bu bulgu, MTT

sonuglariyla uyumludur.

L1929 - EG00229 24. saat

L1929 - EG00229 48. saat
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Sekil 4.5. EG00229’un farkl: konsantrasyonlarmin 24, 48 ve 72. saatteki apoptotik ve

nekrotik hiicre orana.
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4.3.1.2. TAK242 24, 48 ve 72 Saat Uygulamalarmmn Sitotoksisite Acisindan

Karsilastirllmasi ve Apoptoz/Nekroz Yiizdelerinin incelenmesi

TAK242’nin artan konsantrasyonlar1 her iki hiicre hatt1 {izerinde de IC50 degerinde
sitoksisiteye neden olmamigtir. 1929 hiicrelerinde 24. saatte 3, 5 ve 10 puM
konsantrasyonlar kontrole gore istatistiksel olarak negatif yonde anlamli fark gdsterirken,
48. saatte negatif yonli istatistiksel fark 1 pM ve 10 uM olarak devam etmistir (*; p <
0.05, **; p < 0.005) (Sekil 4.6). 72. saatte ise Ozellikle 1 uM TAK242 hem kontrole gore
hem de DMSO grubuna gore hiicre canliligini %32 oraninda anlamli bir sekilde
diisiirmiistiir (****; p < 0.0001). Ek olarak, 72. saat hiicre canliliginda 15 pM’1mn DMSO
grubuna gore pozitif yonde anlamli bir etkisi olmustur ve proliferasyonu destekledigi
goriilmiistiir. Ote yandan, T98G hiicrelerinde 24. saatte 3, 5 ve 15 uM konsantrasyonlarda
kontrole gore anlamli bir etki goriilmezken, 10 uM konsantrasyonda kontrol grubuna gore
negatif (**; p < 0.005), 30 uM konsantrasyonda ise pozitif yonli (**; p < 0.005)
istatistiksel fark goriilmiistiir (Sekil 4.6). DMSO grubuna gore istatistiksel farklara
bakildiginda ise 3, 15 ve 30 uM konsantrasyonlar pozitif yonde istatistiksel fark
gostermistir (++; p < 0.005, +++; p < 0.0005, ++++; p <0.0001). Buna karsin, 48. saatte 10
ve 30 uM’m anlaml bir sekilde hiicre canliligini azalttig1 goriilmistiir (*; p < 0.05, ***; p
< 0.0005). 72. saatte TAK242’nin artan konsantrasyonlari ise anlamli bir sitotoksik etkiye

neden olmamustir.

Her iki hiicre hattinda da ortak olarak TAK242’nin 10 puM konsantrasyonu hiicreler

iizerinde anlaml bir sitotoksik etki gostermistir.
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L929 - TAK242 24. saat MTT Sonugclar 1929 - TAK242 48. saat MTT Sonuglar1 L1929 - TAK242 72. saat MTT Sonugclan
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Sekil 4.6. TAK242 'nin farkl konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72. saatteki hiicre canlilig
lizerindeki etkisi. [* sembolii; Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farki,

+ sembolii;, DMSO grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir.
[* +,p<0.05 ** ++; p <0.005, *** +++; p <0.0005, **** ++++; p <0.0001]

Sonuglar, literatiirde yapilan calismalardaki bulgularla uyumludur. Fibroblast-benzeri
sinaviyositlerle yapilan diger bir ¢calismada TAK242’nin 32 uM konsantrasyonunun 24.
saatinde sitotoksik etki goriilmedigi; 48 uM’da ise canliligin kontrole gore yartya diistiigi
goriilmiistiir [122]. Ote yandan, Oral skuamdz hiicreli karsinom-4 hiicrelerine TAK242’nin
11 farkli konsantrasyonunun (40-240 puM aras1) uygulandigi bir ¢alismada, IC50 48 saat
sonra 120 uM olarak tespit edilmistir [123]. Calismada yumurtalik ve meme kanseri hiicre
hatlarinda TAK242’nin 200 uM’dan daha yiiksek bir IC50 gdsterdigi bulgusu dikkat
cekmektedir. Buna karsin, literatiirde daha diisiik konsantrasyonlarin etkilerine de
bakilmistir. BV2 Mikrogliya hiicre hatt1 iizerinde 5 ve 800 nM arasindaki TAK242
konsantasyonlariin hiicre canliligi iizerinde 6nemli bir etki yapmadig: bildirilmistir [124].
Ek olarak bu calismada, 800 nM’in hiicre canliligini bir derece azalttigi goriilmiistiir.
Sonuglar birlikte ele alindiginda, TAK242’nin etkilerinin hem hiicre tipine hem diger
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fizyolojik parametrelere hem de zamana bagli olarak degisebildigi goriilmektedir. L929
hiicrelerinde 24. saatte TAK242’nin 5 ve 15 uM konsantrasyonlariin apoptozu arttirdigi
gorlilmiistiir. 48. saatte kontrole gore apoptoz en fazla %13 oraninda 15 uM
konsantrasyonda arttirmistir. 72. saatte ise 3, 10 ve 30 uM konsantrasyonlarin apoptotik
hiicre sayisini arttirdig1 goriilmiistiir (Sekil 4.7). 15 pM konsantrasyonda ise apoptotik oran
diismiistiir. Birlikte ele alindiginda, TLR4’lin blokasyonunun apoptotik ve nekrotik
yolaklardaki etkisi hem zamana hem de konsantrasyona bagli olarak degismektedir. Ayrica
her iki hiicre hattinda da konsantrasyonun artmasiyla ya da azalmasiyla dogru orantili bir

sonug goriilmemektedir.

L1929 - TAK242 24. saat L1929 - TAK242 48. saat L1929 - TAK242 72. saat
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Sekil 4.7. TAK242 nin farkli konsantrasyonlarimin 24, 48 ve 72. saatteki apoptotik ve

nekrotik hiicre orana.

Tim bu sonuglar ve yapilan caligmalar birlikte ele alindiginda, tez deneyleri igin
kullanilacak konsantrasyon, deneyler kapsaminda sitotoksik olmayan ve daha onceki

caligmalarda en sik kullanilan konsantrasyon olan 3 pM olarak se¢ilmistir.
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4.3.1.3. S1 Proteini 24, 48 ve 72 Saat Uygulamalarimin Sitotoksisite Acisindan

Karsilastirllmasi ve Apoptoz/Nekroz Yiizdelerinin incelenmesi

S1 proteininin artan konsantrasyonlart her iki hiicre hatt1 tizerinde de IC50 degerinde bir
toksisiteye neden olmamustir. L1929 hiicrelerinde 24. saatte 50, 100 ve 200 ng
konsantrasyonlar kontrole gore anlamli sitotoksisite (*; p < 0.05, **; p < 0.005, ***; p <
0.0005) (Sekil 4.8). Ek olarak 25 ng konsantrasyona gore 100 ve 200 ng konsantrasyonlar
anlamli sitotoksisite gostermistir (+; p < 0.05, ++; p < 0.005). Bunun yaninda, 48 ve 72.
saatteki hiicre canlilifinda tiim konsantrasyonlarin kontrole goére anlamli sitotoksisite
gosterdigi tespit edilmistir. Ote yandan, konsantrasyonlarin 48 ve 72. saatteki etkileri
birbirlerine gore anlamli bir istatistiksel fark gdstermemistir. T98G hiicrelerinde 24. saatte
anlamli bir etki yokken, 48 ve 72. saatte tiim gruplarda kontrole gore negatif yonde anlamli
etki goriilmiistiir (***; p < 0.0005, ****; p < 0.0001) (Sekil 4.8). Ozellikle 72. saatte 25,
50, 100 ve 200 ng konsantrasyonlar hiicre canlilifini sirasiyla %32, %42, %43 ve %45
oraninda anlamli bir sekilde azaltmistir. T98G hiicrelerinde 1.929 hiicrelerine gére daha
yiiksek oranda sitotoksisite gdstermistir. Bu sonucun nedeni olarak, hiicre tiplerinin farkl
olmasi; ayrica 1929 hiicrelerinin fare kdkenli; T98G hiicrelerinin ise insan kdkenli olmasi
one stirtilebilir. Solunum yollar1 viriislerinin farkli hayvanlarda farkli etkiler gosterdigi
bilinmektedir [125]. Ek olarak, memelilerde ayni reseptoriin farkli varyantlar
bulunabilmektedir ve viral baglanmaya uygunlugu degisebilmektedir [126]. Bunun
yaninda hiicre tipinin, igerdigi reseptor c¢esidi ve miktarinin ve gorevinin farkli olmast
farkl1 sonuglar verebilmektedir. Ornegin fare primer hipokampal néronlaria 5000 ng S1
proteini ile 12 saat muamelenin anlamli bir sitotoksik etki yapmadigi goriilmiistiir. Ayni
caligmada farkli bir sinir hiicresi olan gliya kiiltiirli, ayn1 konsantrasyon ve siireyle S1
proteinine maruz birakilmis ve hiicre ortami hipokampal néron ortamina eklenmistir. Bu
uygulamadan sonra hipokampal néron sayisinin azaldig1 goriilmiistiir [22]. Mikrogliyalarla
yapilan bagka bir ¢alismada, 10, 50, 100, 500 ve 1000 ng/mL S1 proteini ile muamele
sonrast 1, 3, 6, 12 ve 24. saatlerde Tiimoér Nekroz Faktor-alfa (TNF-a) seviyeleri
Ol¢lilmiistiir. Zamana ve konsantrasyona bagli bir sekilde S1 proteini kaynakli TNF-a
artisinin  maksimuma ulastig1 goriilmiistiir. Buna ek olarak, 500 ve 1000 ng/mL
konsantrasyonlarda 100 ng/mL’ye gore, TNF-a seviyesinde anlamli bir fark olmadigi
goriilmiistiir [23]. Hiicre tipleri farkli olsa da bu sonug, MTT sonucumuzdaki

konsantrasyona bagli hiicre canlilifinda daha fazla azalma olmadigi sonucuyla ve
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konsantrasyonlarin birbirleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermemesiyle
ortiismektedir.

L.929 - S1 Proteini 24. saat MTT Sonuglar L1929 - S1 Proteini 48. saat MTT Sonuglar: L.929 - S1 Proteini 72. saat MTT Sonuglar
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T98G - S1 Proteini 24. saat MTT Sonuglar: T98G - S1 Proteini 48. saat MTT Sonuglar: T98G - S1 Proteini 72. saat MTT Sonuglar
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Sekil 4.8. S1 proteininin farkli konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72. saatteki hiicre canlilig
lizerindeki etkisi. [* sembolii; Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farki,

+ sembolii; 25 ng ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir.]
[* +,p <0.05 ** ++; p <0.005, *** +++; p <0.0005, **** ++++; p <0.0001]

Her iki hiicre hattinda da 100 ve 200 ng S1 proteini konsantrasyonlar1 apoptotik ve
nekrotik hiicre sayisini arttirmistir (Sekil 4.9). Bu sonug, MTT sonuglariyla ortiismektedir.
Farkli olarak, T98G 24. saatte 100 ve 200 ng konsantrasyonlarin hiicre canliliginda

olumsuz bir etkisi yokken, apoptotik hiicre sayisini kontrol grubuna gore sirasiyla %23.03
ve %17.17 oraninda arttirdig: tespit edilmistir.
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L1929 - S1 Proteini 24. saat L1929 - S1 Proteini 48. saat L1929 - S1 Proteini 72. saat
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Sekil 4.9. SI proteininin farkl konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72. saatteki apoptotik ve

nekrotik hiicre orana.

Genel olarak S1 proteinin her iki hiicre hattindaki etkisi literatiirde bilinenlerle uyumludur.
Yapilan tez ¢alismasinda deneyler i¢in kullanilacak olan S1 proteini konsantrasyonu 25 ng

olarak secilmistir.

4.4. EG00229, TAK242 ve S1 Proteininin Norojenez, Aksonal Biiyiime,
Noroproteksiyon ve Noronal Gocg Uzerindeki Etkilerinin Karsilastirilarak

incelenmesi

Maddelerin ve kombinasyonlarmin uygulanmasi ve nodronal fizyolojiye etkilerinin

sonuclar1 bagliklandirildigi {izere verilmistir.

4.4.1. Optimizasyon Calismasi

Optimizasyon ¢alismasinda en iyi noéronal fenotipin ve morfolojik kararligin 2.5x10°
hiicre/kuyucuk ekim sayisinda ve %3 FBS igeren farklilagtirma besiyerinde oldugu
belirlenmistir. Elde edilen sonug, literatiirde %3 FBS oraninin optimum farklilagma

sagladigini bildiren ¢alisma ile uyumludur [108].
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4.4.2. SH-SY5Y Hiicrelerinin Farklilasma Potansiyellerinin incelenmesi (Noérojenez)

4.4.2.1. Farkllasma Potansiyelinin Immiinositokimyasal Boyama Yontemi ile

incelenmesi

Konsantrasyon uygulanmasini takiben 1, 3, 5 ve 7. gilinlerde yapilan immiinositokimyasal

boyama sonuglar1 Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de gosterilmistir.

1. ve 3. gilinlerde anti-MAP-2 boyanma yogunlugu oldukca diisiiktiir. 5. ve 7. giinlerde ise
aksonal uzunluklar ve boyanmalar artmigtir. Pozitif kontrol gruplarinda beklendigi iizere
zamana bagli olarak boyanma orani ve aksonal uzantilar artmigtir. S1 proteininin iki giin
boyunca muamelesi boyanma yogunlugunu azaltmistir. Ayrica morfolojik bozukluklara ve
aksonal cekilmelere neden olmustur. TAK242 ile iki glin boyunca muamele sonucu
herhangi bir olumsuz etki goriilmezken EG00229’un iki giin muamelesi, S1 proteiniyle
benzer sonuglara sebep olmustur. Negatif kontrolde ise [S1] ve [EG00229] gruplarina
benzer sekilde boyanma yogunlugu ve aksonal uzunluk diisiiktiir. 30 dakika EG00229 ile
on muameleyi takiben ortamin uzaklastirildigi ve yerine S1 proteinin verildigi grupta
([EG00229 + S1]) boyanma oraninin ve aksonal uzantilarin artti§i goriilmiistiir. [S1]
grubuyla kiyaslandiginda, EG00229 ile yarim saat on inkiibasyon, S1’in etkilerini
azaltmistir. Buna karsin, TAK242 ile 30 dakika 6n inkiibasyon S1 proteininin olumsuz
etkilerini onleyememistir. EG00229 ve TAK242’nin kombine bir sekilde 30 dakika 6n
inkiibasyonu sonrasi besiyeri eklenen grupta ([EG00229 + TAK242]) boyanma yogunlugu
diistiktiir ve aksonal morfolojinin bozuldugu goriilmektedir. Bunun yaninda EG00229 ve
TAK242’nin kombine bir sekilde 30 dakika 6n inkiibasyonu sonrast S1 eklenen grupta
([EG00229 + S1 + TAK242]) da diisiik boyanma yogunlugu goriilmektedir. Birlikte ele
alindiginda bu iki sonug, TAK242 ile EG00229’un aym1 anda ortama eklenmesinin
olumsuz etkiye sebep oldugunu diisiindiirmektedir. EG00229’un 30 dakika 6n inkiibasyonu
sonrast S1 proteini verilen grupta benzer olumsuz etki goriilmemesi bu ¢ikarimi
desteklemektedir. Ciinkii EG00229’un tek basina 30 dakika inkiibasyonunda benzer
sonuclar goriilmemistir. Ek olarak; TAK242’nin tek basina olumsuz etkisinin olmamasi,
EG00229’un ise S1 proteininin etkilerini azaltmasi; [EG00229 + S1 + TAK242] grubunda
olumsuz etki goriilmesi, ayn1 anda Nrp-1 ve TLR4 blokasyonunun nérojenezi olumsuz
etkiledigini gostermektedir. Literatiirde Nrp-1 ile TLR4’iin dogrudan iliskisini konu alan
az sayida calismaya rastlanmistir. Bu calismalardan birinde, TLR4’iin siRNA ile
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azaltilmasiin, lipopolisakkarit aracili azalmis olan Nrp-1 ifadesini tersine c¢evirdigi
goriilmiistiir [127]. Ek olarak, VEGF varliginda Nrp-1’in TLR4 ile etkilesime girerek
proinflamatuar yanitlar1 azalttigi bildirilmistir [128]. Bunun yaninda, SEMAP3A/Nrp-1
sinyalinin TLR4 indiiksiyonunda ve SemaP3A/NRP1 sinyalizasyonunun COVID-19 ve
Akut Iskemik Felg'teki olumsuz olaylarin ilerlemesinde rol oynadifi &ne siiriilmiistiir
[129]. Deney gruplarimizda, S1 proteini Nrp-1’1 bloke etmis ve Nrp-1-VEGF baglantisini
engelleyerek inflamatuar yanitlarin modiilasyonunu bozmus olabilir. Ek olarak,
TAK242’nin TLR4’ii bloke etmesi bu siireclerde rol alan biyokimyasal yolaklarin
etkilenmesine sebep olmus olabilir. Tim bu fizyolojik ihtimallerin, Nrp-1/TLR4
etkilesiminin ve S1 proteininin bu etkilesimi nasil etkileyeceginin aydinlatiimasi

gerekmektedir.

Tiim bunlarla beraber deney gruplarinda siire parametresinin degistigi goz Oniinde
bulundurulmalidir. Ornegin EG00229’un ortamda 30 dakika bulunmasi nérojenez iizerinde
olumsuz bir etki gostermezken, iki giin boyunca bulunmasi olumsuz etkilere yol agmaistir.
Bunu destekler nitelikte, yapilan ¢aligmalarda EG00229’un zamanla dogru orantili olarak
Nrp-1 iizerindeki blokasyonu ve dolayisiyla baglanma miktarinin arttig1 gosterilmistir [17].
Literatiirde EG00229’un spesifik olarak Nrp-1 reseptoriiniin bl alanina baglandig: ve Nrp-
I’in ilgili fonksiyonlarin1 bozdugu bilinmekle beraber bu deney kapsaminda, bilinenin ve
beklenenin aksine EG00229’un yarim saat inkiibasyonu S1’in hedefinde olan Nrp-1 i¢in
kalkan gérevi gdrmiistiir [120]. Ik bakista, EG00229 ile yarim saat bloke olan Nrp-1
miktarma ek olarak ortama S1’in de verilmesiyle daha fazla Nrp-1 blokasyonunun
meydana gelmesi beklenmektedir. Ancak, burada bu iki maddenin ortama ayni anda
verilmemesi Onem tagimaktadir. S1’in sonradan ortama verilmesi daha az Nrp-1
inhibisyonu ile sonu¢lanmis olabilecegini akla getirmektedir. Ciinkii S1 proteini yalnizca
Nrp-1 reseptoriine baglanmamaktadir. Hiicreler lizerinde S1’in baglandigi ve baglanma
potansiyelinin oldugu bir¢ok reseptor ve kofaktdr tanimlanmustir (Seki/ 2.7). Ortamda Nrp-
1 inhibitéri bulunmadiginda S1 hem Nrp-1’e hem de diger potansiyel reseptorlere
baglanabilir. Ancak baslangicta Nrp-1’lerin 30 dakika bloke edilmesi S1’in Nrp-1
baglantisinin Oniine ge¢cmektedir ve total Nrp-1/S1 baglantis1 azalmaktadir. Dolayisiyla,
Nrp-1’e baglanamayan serbest S1 proteinleri ortamdaki bagka bir reseptore veya kofaktore
baglanmis olabilir. Bu da S1 proteininin total olarak etkilesime girdigi Nrp-1 miktarinin
diismesine neden olacaktir. S1’in diger reseptér veya kofaktdrlere baglanmasinin ise,
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deney sonucumuza gore norojenez iizerinde olumsuz bir etkisi olmamistir. Ek olarak,
hiicrelerde ¢oziiniir bir sekilde bulunan ve istenmeyen miktardaki ligand ve benzeri
molekiillerin zararli etkilerine kars1 koruyucu gorevleri oldugu bildirilen ¢-Nrp’ler (Seki/
2.8) ile birlikte SI’in etkisi daha fazla azaltilmis olabilir. Ayrica, hiicrelerdeki reseptdr
ekspresyon diizenlemesi de bu siireclerde rol oynamis baska bir etmen olarak g6z 6niinde
bulundurulmalidir [130]. Bu dogrultuda tiim bu ihtimaller ve agiklamalar i¢in daha

kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi dnerilmektedir.

Sonug¢ olarak, S1 ve EG00229’un noérojenez iizerinde benzer olumsuz etkilere sebep
oldugu goriilmiistiir. Destekler nitelikte yapilan bir c¢alismada SARS-CoV-2’nin
hipokampal norojenez potansiyelini azalttigi bildirilmistir [18]. Ek olarak, EG00229’un
kisa siireli muamelesinin norojenez tlizerinde olumsuz etki yapmadigi, tam tersine S1’in
etkilerini azalttig1 gosterilmistir. Tiim bunlarin yaninda, S1’in ndrojenez iizerindeki
bozukluklarinin TLR4 ile dogrudan iliskili olmadig1 tespit edilmistir. Ayni zamanda, Nrp-1

ile TLR4’{in dolayl1 yoldan iligkili olabilecegi sonucuna ulagilmistir.

Porzitif Kontrol

Sekil 4.10. EG00229, TAK242 ve S1 Proteinin konsantrasyonlar: ve kombinasyonlarinin
SH-SY5Y néroblastoma hiicrelerinde birinci giin noronal farklilagsmaya olan etkisi. [anti-
MARP-2: kirmizi] [Primer antikor: anti-MAP-2; 1:2000. Sekonder Antikor: TR, 1:400 (545-
580 nm)] [Biiyiitme: X20)].
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Pozitif Kontrol Negatif Kontrol TAK242 (2880")

S1(2880") EG00229 (2880") TAK242 + S1 (30' TAK242 + 2850' S1)

3. giin

EG00229 +S1 EG00229 + TAK242 EG00229 + TAK242 + S1
(30' EG00229 +2850' S1) (30' EG00229 +30' TAK242 + 2850' B) (30' EG00229 +30' TAK242 + 2850'S1)

Pozitif Kontrol Negatif Kontrol TAK242 (2880")

S1(2880") EG00229 (2880") TAK242 + S1 (30' TAK242 + 2850' S1)

EG00229+S1 EG00229 + TAK242 EG00229 + TAK242 + S1
(30' EG00229 +2850' S1) (30' EG00229 +30' TAK242 + 2850' B) (30' EG00229 +30° TAK242 + 2850' S1)
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Pozitif Kontrol Negatif Kontrol TAK242 (2880")

S1 (2880") EG00229 (2880") TAK242 + S1 (30' TAK242 + 2850' S1)

EG00229+S1 EG00229 + TAK242 EG00229+ TAK242 + S1
(30' EG00229 +2850' S1) (30' EG00229 + 30' TAK242 + 2850'B) (30' EG00229 +30' TAK242 + 2850' S1)

Sekil 4.11. EG00229, TAK242 ve S1 Proteininin konsantrasyonlari ve kombinasyonlarinin
SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde iigiincii, besinci ve yedinci giinlerdeki néronal
farklilagsmaya olan etkisi. anti-MAP-2 ile boyanmis SH-SY5Y néroblastoma hiicreleri (X20
biiyiitme). [anti-MAP-2: kirmizi] [Primer antikor: anti-MAP-2; 1:2000. Sekonder Antikor:
TR; 1:400 (545-580 nm)] Pozitif Kontrol; Farklilastirma besiyeri uygulanmis grup,
Negatif Kontrol; besiyeri uygulanmis grup. (30": 30 dakika, 2850': 2850 dakika, 2880'":
2880 dakika, B; Besiyeri) [Biiyiitme: X20]

4.4.2.2. Farklhlagsma Potansiyelinin Western Blot Teknigi ile Incelenmesi
4.4.2.2.1 BCA Yontemi ile Total Protein Miktarimin Olgiilmesi

Tablo 4.1°de tim gruplardaki 1, 3, 5 ve 7. giinlerdeki ii¢ verinin ortalamasi alinmustir.

Protein 6l¢iim sonuglar1 asagida verilmistir.
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1. glin 3.gln 5. gln 7.gln
Deney gruplan mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Pozitif Kontrol 5,17 9,97 7,10 4,53
Negatif Kontrol 4,24 10,73 8,57 4,48
TAK242 5,12 9,29 8,64 4,72
s1 3,01 26,50 11,41 3,09
EG0229 2,69 9,34 7,95 1,90
TAK242 +S1 5,31 9,60 11,26 0,77
EG00229 +S1 4,61 9,64 11,69 3,27
EG00229 + TAK242 5,09 8,28 12,65 3,49
EG00229 +S1 + TAK242 7,54 4,52 9,82 4,25
Tablo 4.1. Total protein seviyeleri.
4.4.2.2.2. Western Blot Teknigi ile MAP-2 Seviyelerinin Olciilmesi

WB tekniginde protein normalizasyonu i¢in ¢ogunlukla “B-aktin” kullanilmaktadir [88].
Bu sebeple, yapilan tez calismasinda da aymi protein kullanilmistir ancak [-aktin
seviyelerinin deney gruplar1 arasinda degistigi gozlenmistir (Sekil 4.12-a). Literatiir
incelendiginde ayni problemi bildiren ¢aligmalarla karsilagilmigtir [131]. Tez kapsaminda
yasanan problem sebebi ile normalizasyon i¢in sik¢a kullanilan bagka bir protein olan
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) da kullanilmistir. Ancak bu proteinin de
miktarlariin degistigi goriilmiistiir. Her ne kadar BCA metodu ile total protein seviyeleri
belirlenmis ve her grup i¢in ayn1 mg/mL seviyesinde protein drnekleri hazirlanmis olsa da,
kuyucuklara yiiklenen total protein miktarlarinin da esit olmayabilecegi diisiiniilmiistir.
Literatiir de g6z Oniinde bulundurularak normalizasyon, hem [-aktin’e goére, hem

GAPDH’e gore hem de pozitif kontrol grubuna gore (rdlatif protein seviyesi tespit

edilerek) yapilmistir. Sekil 4.12°de membran goriintiileri ve grafikler verilmistir.

Imagel] ile yapilan analizler sonucunda 3. giin MAP-2 seviyesinde [-aktin’e gore
[TAK242] ve [TAK242 + S1] gruplan arasinda 6nemli sayilacak seviyede oransal fark
(1.074) goriilmistiir (Sekil 4.12-B; b). GAPDH’e gore normalizasyon sonuglarina gore ise
[TAK242] ve [TAK242 + S1] gruplar1 arasinda 0.250; [S1] ve [EG00229 + S1] gruplar1
arasinda 0.379 oraninda fark goriilmiistiir (Sekil 4.12-B; c¢). Benzer sekilde, pozitif kontrol
grubuna gore [TAK242] ve [TAK242 + S1] gruplart arasinda 0.593; [S1] ve [EG00229 +
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S1] gruplart arasinda 0.350 degerinde oransal fark tespit edilmistir (Sekil 4.12-B; d). Her
iic normalizasyonda da en diisik MAP-2 seviyesi [S1], [EG00229], [TAK242 + SI],
[EG00229 + TAK242] ve [EG00229 + S1 + TAK242] gruplarinda gorillmiistiir (Sekil
4.12). 5. giin MAP-2 seviyesinde [TAK242] haricinde tiim gruplar 1’den diisiik deger
gostermistir (Sekil 4.12-C). 7. giin MAP-2 seviyelerinde ise 3. giine benzer sekilde; [-
aktin’e gore [TAK242] ve [TAK242 + S1] gruplan arasinda 0.535, [S1] ve [EG00229 +
S1] gruplar1 arasinda 0.332 degerinde oransal fark goriilmistiir (Sekil 4.12-D; b).
GAPDH’e gore normalizasyon sonuglarina gore ise [TAK242] ve [TAK242 + S1] gruplar
arasinda 0.256; [S1] ve [EG00229 + S1] gruplari arasinda ise /./79 degerinde oransal fark
tespit edilmistir (Sekil 4.12-D; c). Her iki normalizasyon sonucuna benzer sekilde, pozitif
kontrol grubuna goére [TAK242] ve [TAK242 + S1] gruplart arasinda 0.268; [S1] ve
[EG00229 + S1] gruplar arasinda 0.364 oraninda fark goriilmiistiir (Sekil 4.12-D; d).

Literatiirde SH-SYSY hiicrelerinin RA ile farklilagtirilma stirecinde MAP-2 seviyelerinin
ve norit uzunluklarinin zamana bagl arttigini gésteren ¢alismalar bulunmaktadir [132]. Ek
olarak, calismalarda farklilagsmanin tamamlanmis kabul edildigi giinler degisebilmektedir
[109]. Bunun yaninda, yapilan ¢alismalarda SH-SYS5Y hiicrelerinin 3. giinden itibaren
farklilagsma belirtecleri gosterdigi goriilmektedir [109, 132]. Literatiirdeki bu bulgular
dogrultusunda, 1. giin MAP-2 seviyelerine gore bir degerlendirme yapilmamstir. 3. giin S1
proteininin ve EG00229’un pozitif kontrole gore hiicrelerde MAP-2 seviyesini diistirdiigii
goriilmiistiir. Bunun yaninda EG00229’un yarim saat inkiibasyonunun S1’in olumsuz
etkisini Onledigi ve MAP-2 seviyesinde artisa neden oldugu goriiliirken, TAK-242’nin
benzer bir etkisi goriilmemistir. 5. giin protein seviyelerinde normalizasyon proteinlere
baglh degisiklikler goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak izolasyon siirecindeki islemlerin
ekspresyon genliginde ani degisiklere neden olabilecegi diisliniilmektedir. Ek olarak,
literatiirdeki SH-SY5Y hiicrelerinin farklilasmis sayildigi gilinlerin farkli oldugu g6z 6niine
alindiginda, calismamizda kullanilan SH-SY5Y ’nin ekspresyon seviyesindeki davranisinin
farkl1 olabilecegi de diislinilmugstir. 7. gliin MAP-2 seviyeleri ise 7. giin
immiinositokimyasal boyama sonuglarimizla (Sekil 4.11) uyumludur ve sonuglarimizi

desteklemektedir.
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Sekil 4.12. A,1. giin;
aktin seviyelerine gore MAP-2 seviyeleri. ¢, GAPDH seviyelerine gére MAP-2 seviyeleri.

B, 3. giin; C, 5. giin; D, 7. giin. a, WB membran goriintiileri. b, f3-

d, pozitif kontrole gére diger gruplarin rolatif protein seviyeleri. kDa, kiloDalton.
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4.4.3. Noronal Farklilasma Asamasindaki SH-SYSY Hiicrelerinde Aksonal Biiyiime

ve Uzantilarin incelenmesi

Farklilastirma besiyeri ve konsantrasyon uygulanan SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinin
1, 3, 5 ve 7. glinlerde aksonal morfolojilerinin fotograflar (Sekil 4.13) ve aksonal uzunluk

grafikleri (Sekil 4.14) basliklandirildig: tizere verilmistir.

4.4.3.1. Aksonal Biiyiimenin Inverted Mikroskop ile Incelenmesi ve Aksonal

Uzantilarim Olciilmesi

Konsantrasyonlarin uygulamasini takiben birinci giin 6lgiilen akson uzunluklar1 arasinda
anlamli bir istatistiksel fark bulunamamstir. Uglincii giin ise [TAK242] ve [EG00229 +
S1] gruplar: haricindeki tiim gruplarda aksonal uzunluklarda pozitif kontrole gore anlaml
bir azalma goriilmistiir (**; p < 0.005, ***; p < 0.0005, ****; p <0.0001) (Sekil 4.14). Ek
olarak [TAK242] ile [EG00229] ve [TAK242 + S1] grubu arasinda anlamli fark tespit
edilmigtir (+; p < 0.05, ++; p < 0.005). S1 proteininin ve EG00229’un aksonal uzanti
boyutlarinda benzer etkiler yaptig1 goriilmiistiir. TAK242’de ise herhangi bir olumsuz etki
goriilmemistir. Ote yandan, EG00229 ile yarim saat &n inkiibasyonun S1 proteinin
aksonlardaki olumsuz etkisini azaltti§1 goriiliirken ayni islemlerin yapildigi TAK242’nin
S1’in etkileri lizerinde herhangi bir etkisi goriilmemistir. Diger iki kombinasyon gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Ek olarak, tiim gruplarda

aksonal uzunluklar, negatif kontrole gére anlamli bir fark gostermemistir.

5. glin aksonal uzantilarinda ise [TAK242] ve [EG00229+S1] haricinde tiim gruplarda
pozitif kontrole gore anlamli farklar gériilmistiir (**; p < 0.005, ***; p < 0.0005). Negatif
kontrol ile yalnizca [TAK242] grubu arasinda anlamli fark bulunmustur (#; p < 0.05).
[S1], [EG00229] ve [TAK242 + S1] gruplarinda aksonal uzunluklar pozitif kontrole goére
anlamli bir sekilde azalmigtir (***; p < 0.0005, ****; p < 0.0001). Benzer sekilde
[EG00229 + TAK242] ve [EG00229 + S1 + TAK?242] gruplarinda da pozitif kontrole gore
negatif yonde etki goriilmustir (**; p < 0.005). Norojenez sonuglarina benzer sekilde,
EG00229’un yarim saat inkiibasyonu S1 proteininin aksonal biiylime iizerindeki olumsuz
etkisini engellemistir. [EG00229 + S1] grubu ile [S1], [EG00229] ve [TAK242 + S1]
gruplar1 arasinda istatistiksel fark bulunmustur (*; p < 0.05). Ote yandan, [EG00229 +

TAK242] ve [EG00229 + S1 + TAK242] gruplar arasinda istatistiksel bir fark
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goriilmemesi, EG00229 ile TAK242’nin ortama ayni anda verilmesinin aksonal biiyiime

izerinde de etkili oldugunu gostermistir.

7. glin aksonal uzantilarinda ise kontrol grubuna gore yalnizca [S1] ve [EG00229]
grularinda istatistiksel fark gorilmiistir (*; p < 0.05, **; p < 0.005). Aym gruplar
[TAK242] ile de istatistiksel fark gostermistir (+; p < 0.05, ++; p < 0.005). Diger gruplar

hem kendi aralarinda hem de hem kontrol grubuna gore istatistiksel fark gostermemistir.

Tiim bulgular birlikte ele alindiginda, norojenez bulgulariyla ortiistiigli goriilmektedir. 7.
giinde [S1] ve [EG00229] harici diger gruplarin aksonal uzunluklarinda pozitif kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir negatif farkin olmamasi, uzun siireli biiyiime
blokasyonunun ya da kalic1 bir hasarm meydana gelmedigini gostermektedir. Ozellikle
[EG00229 + TAK242] ve [EG00229 + S1 + TAK?242] gruplarinda pozitif kontrole gore
anlamli bir olumsuz etkinin goriilmemesi zamanla Nrp-1 ve TLR4 ekspresyon
seviyelerinin normale donebilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte [EG00229] ve
[S1] gruplarinda aksonal biiylimenin daha yavas ilerlemesi, literatiirde 50 ng S1 proteininin
noritik distrofilere neden oldugunu bildiren ¢alisma ile uyumludur [20]. Tez kapsaminda,
25 ng S1 proteini konsantrasyonunun EG00229’a benzer sekilde aksonal biiylimeyi

yavaglattig1 gorilmistiir.

Aksonal biiyiime, hasar alan olgun bir néronun aksonal yenilenme ve dolayisiyla biiylime
stirecini de kapsamaktadir. Aksonal biiyiimenin S1 kaynakli yavaglamasi, SARS-CoV-2 ile
iligkili bozulan koku ve tat duyusu, kronik agri, bilissel bozukluk gibi semptomlarin geg
diizelmesinin nedenini agiklayabilir [133]. Yapilan calismalarda SARS-CoV-2’nin ya da
S1 proteininin dogrudan veya dolayli olarak néronal morfolojiyi ve nérojenez yetenegini
bozdugu, sinaptik kayiplara neden oldugu bildirilmistir [18-20, 22]. Literatiir ve
bulgularimiz kapsaminda, drnegin koku duyusal néronlarda aksotomiye neden olmus olan
SARS-CoV-2’nin, S1 proteini ile de aksonal yenilenme ve biiyiime siire¢lerinde olumsuz
etki yapmasi, hem koku kaybiyla hem de iyilesmenin ge¢ meydana gelmesiyle
iliskilendirilebilir. Bu kapsamda, sinir sisteminde SARS-CoV-2 ile iligkili kalic1 ya da
gecici  bozukluklarla ilgili Nrp-1 ve potansiyel diger reseptorlere odaklanilarak

yapilabilecek ileri ¢aligmalar 6nerilmektedir.
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Sekil 4.13. EG00229, TAK242 ve S1 Proteinin konsantrasyonlar: ve kombinasyonlarinin
aksonal biiyiime iizerine etkisi. Farklilasma asamasindaki SH-SY5Y noroblastoma
hiicrelerinde aksonal morfoloji goriintiileri. Siyah ok isaretleri aksonal uzanti veren
hiicreleri ve uzantisimi géstermektedir. Pozitif Kontrol; farklilastirma besiyeri uygulanmuis
grup, Negatif Kontrol; besiyeri uygulanmis grup. (30': 30 dakika, 2850': 2850 dakika,
2880': 2880 dakika, B, Besiyeri) [Biiyiitme: X10]
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Sekil 4.14. Aksonal wuzunluklarin konsantrasyonlara ve kombinasyonlara bagh
karsilagtiriimasi. [* sembolii; Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farki,
+ sembolii; TAK242 ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farki, # sembolii; Negatif
kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farki, ™ sembolii [EG00229 + S1]
grubu ile diger  gruplar  arasindaki  istatistiksel  farki  gostermektedir.]
[ # +, 7 p<0.05 ** ++; p<0.005 *** +++; p <0.0005, **** ++++; p <0.0001]
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Sekil 4.15. Aksonal wuzunluklarin gruplar arasinda zamana baglh olarak

karsilastiriimast.

4.4.3.2. Aksonal Biiyiimenin Western Blot Teknigi ile Incelenmesi
4.4.3.2.1. Western Blot Teknigi ile GAP43 Seviyelerinin Olciilmesi

4.4.2.2.3 bashginda aciklandig1r lizere B-aktin seviyelerinin deney gruplar1 arasinda
degistigi gozlenmistir (Sekil 4.16-b). Ek olarak GAPDH normalizasyonu yapilmistir ve
pozitif kontrole gore rolatif protein seviyeleri tespit edilmistir. Sekil 4.16’da membran

gorlintiileri ve grafikler verilmistir.

ImageJ ile yapilan analizler sonucunda 3. giin GAP43 seviyesinde [-aktin’e gore
[TAK242] ve [TAK242 + S1] gruplar1 arasinda 6nemli sayilacak seviyede oransal fark
(0.957) goriilmistiir (Sekil 4.16-B; b). [S1] ve [EG00229 + S1] gruplari arasinda ise 0.420
degerinde oransal fark tespit edilmistir. Destekler sekilde, GAPDH’e gore normalizasyon
sonuclarina gore [TAK242] ve [TAK242 + S1] gruplar arasinda 0.537; [S1] ve [EG00229
+ S1] gruplar arasinda 0.366 oraninda fark goriilmiistiir (Sekil 4.16-B; c). Benzer sekilde,
pozitif kontrol grubuna gére [TAK242] ve [TAK242 + S1] gruplar arasinda /.741; [S1] ve
[EG00229 + S1] gruplan arasinda 0.309 degerinde oransal fark tespit edilmistir (Sekil
4.16-B; d). Her ii¢ normalizasyonda da MAP-2 seviyesinde de goriildiigii gibi (Sekil 4.12-

67



B) en diisiik GAP43 seviyeleri [S1], [EG00229], [TAK242 + S1], [EG00229 + TAK242]
ve [EG00229 + S1 + TAK242] gruplarinda goriilmiistiir (Sekil 4.16-B).

5. giin GAP43 seviyesinde [TAK242] haricinde tiim gruplar 1’den diisiik deger
gostermistir (Sekil 4.16-C). Benzer sonug, 5. giin MAP-2 seviyelerinde de goriilmiistiir
(Sekil 4.12-C). 7. giin GAP43 seviyelerinde ise 3. giine benzer sekilde; pB-aktin’e gore
[TAK242] ve [TAK242 + S1] gruplan arasinda 0.375, [S1] ve [EG00229 + S1] gruplar1
arasinda (0./05 degerinde oransal fark gorilmustiir (Sekil 4.16-D; b). GAPDH’e gore
normalizasyon sonuglarina gore ise [TAK242] ve [TAK242 + S1] gruplar1 arasinda 0.418;
[S1] ve [EG00229 + S1] gruplar1 arasinda ise 0.277 degerinde oransal fark tespit edilmistir
(Sekil 4.16-D; c). Her iki normalizasyon sonucuna benzer sekilde, pozitif kontrol grubuna
gore [S1] ve [EG00229 + S1] gruplar arasinda 0.6/2 oraninda fark goriilmiistiir (Sekil
4.16-D; d).

Literatiirde SH-SYSY hiicrelerinin RA ile farklilastirilma siirecinde nérit uzunluklarinin
zamana bagli arttigin1 gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir [132]. Bunun yaninda, yapilan
caligmalarda SH-SYSY hiicrelerinin 3. ve 5. giinden itibaren GAP43 seviyelerinin arttig1
gosterilmistir [134, 135]. Literatiirdeki bu bulgular dogrultusunda, 1. giin GAP43
seviyelerine gore bir degerlendirme yapilmamistir. 3. giin S1 proteininin ve EG00229’un
pozitif kontrole GAP43 seviyesini diislirdiigii gdriilmiistiir. Bunun yaninda EG00229’un
yarim saat inkiibasyonunun S1’in olumsuz etkisini 6nledigi ve GAP43 protein seviyesinde
artisa neden oldugu goriiliirken, TAK242’nin benzer bir etkisi goriilmemistir. 5. giin
protein seviyelerinde [TAK242] harici tiim gruplarda pozitif kontrole gore diisiik GAP43
seviyesi goriilmiistiir. 5. giin i¢in ayn1 problem MAP-2 seviyelerinde de goriilmiistiir (Seki/

4.12-C).

7. giin GAP43 seviyeleri ise 7. giin aksonal biiylime 6l¢iimlerimizle (Sekil 4.14) uyumludur

ve sonuglarimizi desteklemektedir.
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Sekil 4.16. A, 1. giin; B,3. giin; C,5. giin; D,7. giin. a, WB membran goriintiileri. b, -aktin

seviyelerine gore GAP43 seviyeleri. ¢, GAPDH seviyelerine gore GAP43 seviyeleri. d,

pozitif kontrole gore diger gruplarin rolatif protein seviyeleri. kDa, kiloDalton.
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4.4.4. Farkhlastirilmis SH-SYSY Hiicrelerinde Noronal Sagkalimlarin Incelenmesi
(Noroproteksiyon)

Farklilasmis SH-SYS5Y noronal hiicrelerine maddelerin direkt ve kombine sekilde
uygulanmasindan 24, 48 ve 72. saat sonraki MTT testi (Sekil 4.17) ve AT fotograflari
(Sekil 4.18-19) ve apoptotik grafikler (Sekil 4.20) basliklandirildig: {izere verilmistir.

4.4.4.1. Sitotoksisite ve Canhlik Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi ve Apoptoz

Yiizdelerinin incelenmesi

Konsantrasyon uygulamalarindan 24 saat sonra istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksisite
goriilmemistir. 48. saate kadar ise IC50 oraninda bir sitotoksisite goriilmemistir. Bu
sonuclar, diger deneyler icin secilen konsantrasyonlarin ve bu konsantrasyonlar ile
muamele siirelerinin uygun oldugunu gostermektedir. 48. saatte negatif kontrol,
[DMSO] ve [TAK242] gruplar1 haricindeki tiim gruplarda pozitif kontrole gore anlamli bir
sitotoksisite gorilmistiir (*; p < 0.05, ***; p < 0.0005, ****; p < 0.0001). Hiicre canlilig1
[S1] grubunda %69.22 oranina, [EG00229] grubunda %57.27 oranina, [TAK242 + S1]
grubunda %59.87 oranina, [EG00229 + TAK242] grubunda %64.42 oranina ve [EG00229
+ S1 + TAK242] grubunda ise %63.54 oranina diismiistiir. Ek olarak DMSO grubu ile
[EG00229] ve [TAK242 + S1] gruplar1 arasinda negatif yonli istatistiksel fark tespit
edilmigtir (#; p < 0.05, ##; p < 0.005). Buna karsin [TAK242] ile [EG00229 + S1]
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil 4.17). Ek olarak pozitif kontrol ile negatif
kontrol arasinda pozitif yonde anlamli fark tespit edilmistir (*; p < 0.05). Negatif kontroliin
zamana bagli artis1 hiicre proliferasyonuyla canliligin artisindan kaynaklanmaktadir.
Ciinkii, negatif kontrol grubunda RA wuygulamasi yapilmamistir. RA’nin in vitro
caligmalarda hiicre dongiisiini G1/GO fazinda durdurdugunu ve hiicre bdliinmesini bir
derece azalttig1 bildirilmistir [109]. Benzer sekilde, zamanla dogru orantili olarak 72.
saatte pozitif kontrol ile negatif kontrol arasinda pozitif yonde anlaml fark goriilmiistiir
(****; p < 0.0001). Ote yandan, [TAK242] ve [EG00229 + S1] gruplari haricinde tiim
gruplarda negatif yonlii istatistiksel farklar tespit edilmistir (*; p < 0.05, ***; p < 0.0005,
*¥*%k%. p < 0.0001). DMSO grubu ile negatif kontrol ve [EG00229 + S1] gruplari
haricindeki tiim gruplarda istatistiksel fark goriilmesi; ¢oziicii olarak DMSO’nun

kullanildigi EG00229’un ve TAK242’nin etkilerinde DMSO’nun istatistiksel olarak
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anlamli herhangi bir roliiniin olmadigin1 gostermistir (#; p < 0.05, ##; p < 0.005, ####; p <
0.0001). [TAK242] ile pozitif kontrol arasinda anlamli bir etkinin goriilmemesi,
TAK242’nin ii¢ giin boyunca ortamda bulunmasinin ndroproteksiyonu etkilemedigini
gostermistir. Ote yandan, EG00229’un ii¢ giinliik etkisi IC50 degerinden daha biiyiik
(%45.23 oraninda) bir sitotoksisiteye neden olmustur. Benzer sekilde, S1 proteinini
ortamdaki ii¢ giin varligi, noronal canliligt %45.92 oraninda diistirmistiir. Ayni sekilde
[TAK242 + S1] grubunda canlilik %50.06 oraninda diismiistiir. Buna karsin, [EG00229 +
S1] grubu ile [S1], [EG00229], [TAK242 + S1], [EG00229 + TAK242], [EG00229 + S1 +
TAK242] gruplart arasinda istatistiksel fark goriilmiistiir (*; p< 0.05, *; p< 0.005, "%
0.0005, "™~ p< 0.0001). Tiim bu sonuglar, zamanla dogru orantili olarak S1 ve
EG00229’un in vitro ortamda dogal seyrinde ilerleyen ndroproteksiyonu benzer oranlarda
bozdugunu; TAK242’nin ise benzer bir etkisi olmadigini, TLR4’iin blokasyonunun S1
proteininin etkisini azaltmadigini, Nrp-1 blokasyonunun S1’e kars1 ise noroprotektif etki
sagladigin1 gostermistir. Bunun yaninda, EG00229 ile TAK242’nin ayni anda ortama
verilmesinin de noroproteksiyon lizerinde olumsuz etkisi oldugu goriilmiistiir. Bu bulgu
onceki bulgularimizla benzer sekilde, Nrp-1 ve TLR4’iin aym1 anda blokasyonunun
olumsuz etkilere sebep oldugunu bir kez daha dogrulamistir. Yapilan ¢aligmalarda Sl
proteininin dolayli olarak néronal 6liime sebep oldugu bildirilmistir [18, 19]. Tez calismast
kapsamindaki bulgumuz ise, S1 proteininin, néronal sag kalimi1 Nrp-1 iizerinden dogrudan
etkileyebildigini gostermistir. Destekler nitelikte, Nrp-1 ekspresyonunun devre dist
birakildigi bir caligmada interndron sayisinin azaldigi goriilmiistiir [77]. Ek olarak
VEGF’in Nrp-1 ile iligkisinin néronal sagkalimi destekledigi bilinmektedir [76]. Bu
baglamda EG00229 ve S1’in Nrp-1/VEGF-A gibi baglatilar1 bozarak ndronal sagkalim

modiilasyonlarina etki ettigi diisiiniilmektedir.
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Noroproteksiyon 24. saat MTT Sonuglar: Noroproteksiyon 48. saat MTT Sonuglar: Noroproteksiyon 72. saat MTT Sonuglar:
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Sekil 4.17. Noroproteksiyon. 24, 48 ve 72. saat sonraki MTT sonuglari. [* sembolii;
Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farki, # sembolii;, DMSO grubu ile
diger gruplar arasindaki istatistiksel fark, ~ sembolii; [EG00229 + S1] grubu ile diger
gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir.] [* #; p < 0.05, ** ## ™~ p <0.005,
AR MV p <0.0005, X p < 0.0001]

Apoptotik ndron oranlarinda, 24. saatte hem pozitif kontrole goére hem de gruplarin kendi
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Buna karsin, 48. saatte [S1]
ve [EG00229] gruplarinda pozitif kontrole gore negatif yonde anlamli fark tespit edilmistir
(*; p<0.05, **; p <0.005) (Sekil 4.20).

72. saatte ise pozitif kontrole gore anlamli fark yalnizca [EG00229] grubunda goriilmiistiir.
Bunun yaninda, en yiiksek apoptotik oran, [S1], [EG00229] ve [TAK242 + S1] gruplarinda
goriilmistlir (sirastyla; %40.7; %48.49; %37.66). Ek olarak, [EG00229 + TAK242] ve
[EG00229 + S1 + TAK242] gruplari pozitif kontrole gére apoptotik hiicre sayisini sirastyla
%18.21 ve %13.29 oranlarinda arttirmistir. Ote yandan, pozitif kontrol ile [EG00229 + S1]
gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamasa da EG00229’un yarim saat 6n inkiibasyonu,
S1 proteininin apoptotik oranin1 %13.59 oraninda azaltmistir. Birlikte ele alindiginda bu
sonuclar, MTT sonugclariyla uyumludur ve S1 proteininin EG00229’a benzer sekilde Nrp-1
tizerinden apoptotik yolaklari tetikledigini ve ndronlarin ndronal sagkalim mekanizmalarin

etkiledigini diisiindiirmektedir.

Yapilan bir calismada SARS-CoV-2’nin insan kortikal noronlarinda reaktif oksijen

tiirlerini arttirarak apoptozu indiikledigi bildirilmistir [136]. Bu bulgu, S1 proteininin
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apoptotik noron oranini arttirdigi bulgumuzla értiismektedir. Bunun yaninda, [EG00229 +
TAK242] ve [EG00229 + S1 + TAK242] gruplarinda da benzer apoptotik oranlarin
goriilmesi Nrp-1 ile TLR4’lin ndronal apoptotik yollarda birbirleriyle iliskili olabilecegini
gostermektedir. Tiim bunlara ek olarak bu deney asamasinda, direkt verilen maddeler

ortamda iki giin degil ii¢ giin kalmistir.

DMSO (1440") DMSO (2880") DMSO (4320")

Sekil 4.18. TAK242 'nin ve EG00229 'un ¢oziiciisii olarak kullanilan DMSO 'nun 24, 48 ve
72. saat AT boyama gériintiisti. (DMSO orani; 1:1000) [Biiyiitme: X10]

Pozitif Kontrol Negatif Kontrol TAK242 (1440")

S1 (14407 EG00229 (1440 TAK242 + S1(30' TAK242 + 1410'S1).

EG00229+S1 EG00229+ TAK242 EG00229+TAK242 + S1
(30' EG00229 +1410'S1) (30" EG00229 + 30" TAK242 + 1410' B) (30" EG00229 + 30" TAK242 + 1410' S1)
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Pozitif Kontrol

S1(2880")

48. saat

EG00229 + S1
(30' EG00229 + 2850 S1)

Pozitif Kontrol

S1(43207)

EG00229 +S1
(30" EG00229 + 4290' S1)

Negatif Kontrol

EG00229 (2880")

EG00229 + TAK242
(30' EG00229 + 30" TAK242 + 2850'B)

Negatif Kontrol

EG00229 (4320")

EG00229 + TAK242
(30' EG00229 + 30' TAK242 + 4290'B)

TAK242 (2880")

TAK242 + S1(30' TAK242 + 2850'S1)

EG00229 + TAK242 + S1
(30' EG00229 + 30" TAK242 + 2850' S1)

TAK242 (4320

TAK242 + S1(30' TAK242 + 4290'S1)

EG00229 + TAK242 + S1
(30" EG00229 + 30" TAK242 + 4290' S1)

Sekil 4.19. Konsantrasyonlarin ve kombinasyonlarin uygulanmasindan 24, 48 ve 72 saat
sonrast AT boyama goriintiileri. Pozitif Kontrol; farklilastirma besiyeri uygulanmis grup,
Negatif Kontrol; besiyeri uygulanmis grup. [Biiyiitme X10].
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Sekil 4.20. 24, 48 ve 72. saatteki apoptotik hiicre orani.

[* p <0.05, *% p <0.005, ***; p <0.0005]

4.4.5. SH-SYS5Y Noroblastoma Hiicrelerinin Noronal Gog¢ Potansiyellerinin

Incelenmesi (Noronal Goc)
4.4.5.1. Yara Modeli Sonug¢lar

Konsantrasyon uygulamasini takiben 0, 12, 24 ve 36. saatlerdeki yara boyutu uzunluk
Olciimleri Sekil 4.21°de ve yara alani dlglimleri Sekil 4.22°de verilmistir. Hem yara boyutu

hem de yara alani1 analizleri birbirini ve 6nceki deney sonuglarini desteklemektedir.

Pozitif kontrol grubunda yara boyutu ve yara alanlar1 zamanla dogru orantil1 olarak 0. saate
gore istatistiksel olarak anlamli bir farkla azalmistir (*; p < 0.05, **; p < 0.005, ***; p <
0.0005, ****; p< 0.0001). Proliferasyonun ve dolayisiyla yara kapanmasinin, pozitif
kontrol grubunda diger gruplara gore oransal olarak daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu
sonug, ortamda bulunan FBS’nin ndronal gocii arttirdigin1 gostermistir. Benzer sekilde,
serumsuz besiyeri, [TAK242] ve [EG00229 + S1] gruplarinda zamanla dogru orantili
olarak 0. saate gore pozitif yonde anlamli farklar goriilmistiir (*; p < 0.05, **; p < 0.005,
#xk p < 0.0005, ****; p < 0.0001). Ote yandan, [S1], [EG00229] ve [TAK242 + S1]
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir yara kapanmasi goriilmemistir (Sekil 4.21, Sekil
4.22). Bu sonuglar, EG00229 ve S1 proteininin néronal sinir hasar1 sonrasinda iyilesme
tizerinde benzer olumsuz etkiyi yaptigini, ek olarak TAK242’nin S1 proteininin olumsuz
etkilerini onleyemedigini, EG00229’un yarim saat Onceden hiicrelere verilmesi ise Sl
proteininin olumsuz etkilerini Onledigini gostermistir. Bunun yaninda, [EG00229 +

TAK242] ve [EG00229 + S1 + TAK?242 gruplarinda] 12 ve 24. saatlerde anlamli bir yara
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kapanmas1 goriilmemistir. Onceki deneysel sonuglara benzer sekilde EG00229 ve
TAK242’nin ayn1 anda ortamda bulunmasi olumsuz etkiye neden olmustur. 36. saatte ise
her iki grupta da sinir hasarinin, serumsuz besiyeri, [TAK242] ve [EG00229] gruplarina
gore daha diisiik bir istatistiksel farkla iyilestigi gorilmiistiir (*; p < 0.05). Bu sonug,
zamana bagli olarak Nrp-1 ve TLR4 reseptdr ifadelerinin veya iliskili yolaklarin degistigini
ya da telafi edildigini diistindiirmektedir. Benzer sonug¢ aksonal biiylimenin 7. giiniinde de

gorilmistir (Sekil 4.14).

Sonuglar, S1 proteinin, noroblastoma hiicrelerindeki bir yara hasarinin zamana bagh
iyilesme ve kapanma siirecini bozdugunu ve bu etkiye Nrp-1 {izerinden sebep oldugunu
gostermektedir. Literatiirde SARS-CoV-2/S1 proteininin ndronal go¢ tizerindeki dogrudan
etkilerini konu alan bir ¢alismaya rastlanmamistir ancak Nrp-1 blokasyonunun néronal gog
kusurlarma neden oldugu bilinmektedir [76]. Ote yandan, TLR4’iin devre dist
birakilmasinin omurilik hasarindan sonra ikincil bir hasar1 azalttigi ve fonksiyonel
iyilesmeyi destekledigi bildirilmistir [137]. Buna karsin, yapilan baska bir ¢alismada
TLR4’iin, serebral iskemi sonrasi ndroblast gocilinii tesvik ederek yeni kortikal néronlarin
sayisinda artiga neden oldugu da goriilmiistiir [138]. Calismamizda ise noroblastoma
hiicrelerinde bir yara hasar1 sonras1 TLR4’{in bloke edilmesinin iyilesme {izerinde olumsuz
bir etkisi goriilmemistir. Bunun yaninda, bu blokasyon SI1’in olumsuz etkilerini
onleyememistir. Buna karsin, Nrp-1’in blokasyonu, yara iyilesmesi lizerindeki S1 kaynakli

olumsuz etkinin Oniine gegmistir.
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0-12-24-36. saat Yara Boyutlan
1000
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W 0. saat

Yara a¢ikhigi (um)

12. saat

W 24. saat

M 36. saat

Sekil 4.21. Konsantrasyon uygulamasini takiben 0, 12, 24 ve 36. saatteki yara agikligu.
[* sembolii; 0. saat ile diger saatler arasindaki istatistiksel farki gostermektedir.]

[*’.p <0.05, **’.p <0.005, ***}.p <0.0005, ****’-p < 0_000]]

0-12-24-36. saat Yara Alanlarn
0,1

o
=)
3]

0. saat

Yara alam (mm?)

12. saat

M 24, saat

M 36. saat

Sekil 4.22. Konsantrasyon uygulamasini takiben 0, 12, 24 ve 36. saatteki yara alani.
[* sembolii; 0. saat ile diger saatler arasindaki istatistiksel farki gostermektedir.]

[*’.p <0.05, **’.p <0.005, ***}.p <0.0005, ****’-p < 0_000]]
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4.4.5.2. Hiicre Adezyonunun Incelenmesi

Konsantrasyonlarin uygulanmasini takiben 4, 5 ve 6. saatlerdeki hiicre fotograflar1 Sekil

4.23 ve % tutunmus hiicre oran1 Sekil 4.24’°te verilmistir.

4,5 ve 6. saatlerde [TAK242] grubu haricindeki tiim gruplar kontrol grubuna gore negatif
yonde anlamli fark gostermistir (*; p < 0.05, **; p < 0.005, ***; p < 0.0005, ****; p <
0.0001) (Sekil 4.24). 6. saatin sonunda en yiiksek istatistiksel fark [EG00229 + S1] ve
[EG00229 + S1 + TAK242] gruplarinda goriilmiistiir. Bu sonug, Onceki deneysel
sonuglardan elde edilen sonuclar ve agiklamalarla uyusmaktadir. Onceki deney
asamalarindan farkli olarak bu deneyde maddeler ve kombinasyonlarin hepsi aynt anda
ortama eklenmistir ve 6 saat boyunca ortamda kalmistir. Hiicre adezyonu bir¢ok
parametreye sahip olsa da madde ve kombinasyonlardan etkilenen biyokimyasal yolaklari
bir kenara birakarak tamamen mekanik disiliniildiigiinde (hiicre adezyonunun da
biyomekanik bir reseptor-transmembran protein-matriks yapisma siireci oldugu goz oniine
alindiginda) bu sonuglar EG00229 ve S1 proteininin Nrp-1’e baglanma miktarinin zamana
bagli olarak arttigim1 ve hiicre adezyonunu azalttigimi gostermektedir [79]. Destekler
nitelikte Nrp-1’in ndronal adezyonda rol oynadigi bilinmektedir [80]. Ek olarak, yapilan
caligmalarda TLR4’lin de cesitli hiicre tiplerinin adezyonunda rol aldig1 gosterilmistir
[139]. Tez ¢alismasinda ise TLR4’iin blokasyonunun adezyon iizerinde herhangi bir etkisi
gbzlenmemistir. Buna karsin, 5. ve 6. saatlerde [TAK242] grubu harig tiim gruplarda hiicre
adezyonunun pozitif kontrole gore negatif yonlii fark gostermesi, ortamda bulunan

EG00229 veya S1’den kaynaklandig1 sonucuna ulagilmistir.

Onceki deneylerde EG00229 tek basia Nrp-1 blokasyonu yaparken, burada S1 proteiniyle
beraber Nrp-1 blokasyonuna neden olmustur. Dolayisiyla daha fazla Nrp-1 bloke olmustur
ve hiicre adezyonunda rol oynayan bu reseptdriin islevi belli bir oranda bozulmustur. Tez
caligmast kapsaminda S1’in 4, 5 ve 6. saatlerdeki hiicre adezyonunu sirasiyla %14.2,
%19.85, %?24.09 oranlarinda bozdugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar, Nrp-1’in
reseptor ve inhibisyon iliskilerinde zaman ve etkilenen reseptor miktar

parametrelerinin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir.
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Sekil 4.23. 4, 5 ve 6. saatteki hiicre adezyonu fotograflari. [Siyah oklar, yiizeye tutunmusg

olan hiicreleri; kirmizi oklar, tutunmamuig hiicreleri gostermektedir.] [240'; 240 dakika,

300'; 300 dakika, 360'; 360 dakika][Biiyiitme X10]
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Sekil 4.24. 4, 5 ve 6. saatteki % tutunmusg hiicre orani. [* sembolii; Kontrol grubu ile diger
gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir.] [*; p < 0.05, **; p <0.005, ***; p <
0.0005, ****: p <0.0001]
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4.4.5.3. SH-SYSY Noroblastoma Hiicrelerinin Transwell Sisteminde Gocg

Potansiyellerinin Incelenmesi

Transwell sistemine hiicre ekiminden 24 ve 48. saatteki go¢ eden hiicre fotograflar1 Sekil

4.25’te ve go¢ eden hiicre sayilar1 Sekil 4.26’da verilmistir.

24. saat noronal gogte pozitif kontrol grubuna gore negatif kontrol ve [TAK242]
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Diger tiim gruplarda ise
noronal gog¢ pozitif kontrole gére anlamli bir sekilde azalmistir (**; p < 0.005, ***; p <
0.0005, ****; p < 0.0001). Pozitif kontrole gore istatistiksel olarak en yiiksek noronal go¢
diistisi [EG00229], [EG0029 + S1] ve [EG00229 + S1 + TAK242] gruplarinda
gorilmistir (****; p <0.0001) (Sekil 4.26). Gruplarin kendi aralarinda istatistiksel bir fark
bulunamamuistir. Noronal gog, [TAK242] grubu haricindeki tiim gruplarda negatif kontrole
gore sayisal olarak diisiis gostermistir. Bu sonug, hiicre adezyonunda da goriilmiistiir. Bu
etkinin, tim gruplarin EG00229 veya S1 proteini igermesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bu baglamda, néronal hiicrelere EG00229 ve S1 proteininin aym
anda alti saat muamelesi hiicre yiizeyindeki aktif Nrp-1 miktarim azalttig1 ve

dolayisiyla Nrp-1’in néronal gocteki sinyalizasyonlarinin azaldig: diisiiniilmiistiir.

48. saatte pozitif kontrolde noronal gd¢ iki katina ¢ikarken diger gruplarda ndronal gog
ortalama 10.28 hiicre kadar artig gdstermistir. Tiim gruplarda pozitif kontrole gére negatif
yonde anlamli fark tespit edilmistir Negatif kontrole gore ise istatistiksel olarak anlamli bir

goc farki goriilmemistir (Sekil 4.26).

Tiim sonuglar birlikte ele alindiginda, Nrp-1’in EG00229 ve S1 ile bloke edilmesi ndronal
gb¢ potansiyelini diislirmiistiir. Literatiirde hem Nrpl’in hem de TLR4’iin néronal gog
siirecinde rol oynadigi bildirilmistir [76, 138]. Sonuglarimiz kapsaminda, TLR4’iin
baskilanmasi 24. saat sonraki go¢ ilizerinde negatif yonlii anlamli bir etki gostermemistir.
Ote yandan, 48. saatteki en diisiik ndronal go¢ oran1 [EG00229 + S1] ve [EG00229 + S1 +
TAK?242] gruplarinda (sirastyla; 54.43 ve 51.87 oranlarinda) goriilmiistiir. Bu bulgu, tiim
sonuglarimizi destekler nitelikte olup, ortamdaki EG00229’un ve S1’in daha fazla Nrp-1
blokasyonuna neden oldugunu diisiindiirmektedir. Ek olarak, negatif kontrol ve [TAK242]
gruplarinda da noéronal go¢ potansiyelinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Ancak bu iki gruptan
elde edilen sonuglarda, 24. saatte kontrol grubuna gore istatistiksel fark gdstermemistir.

Genel itibariyle noronal gdciin pozitif kontrolden ¢ok daha diisiik olmasinin sebebi olarak
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Sekil 4.26. 24 ve 48. saatlerdeki go¢ eden hiicre sayisi. [* sembolii; Kontrol grubu ile

diger gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir.] [*; p < 0.05, **: p < 0.005,

**%:p <0.0005, ***%; p <0.0001]
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5. YORUM

Sonug olarak, yapilan bu tez ¢alismasinda; SARS-CoV-2 Spike proteininin birimlerinden
biri olan S1 proteininin, Nrp-1 inhibitorii olan EG00229 ile benzer etkiler yaparak;
norojenezi, aksonal biiyiimeyi, noroproteksiyonu, ndronal adezyonu ve goc¢li olumsuz
etkiledigi tespit edilmistir. Bu baglamda, SARS-CoV-2’nin sinir sistemi ile iligkili
patofizyolojik etkilerine Nrp-1 disfonksiyonlarina sebep olarak dogrudan sebep
olabilecegi goriilmiistiir. Ek olarak SARS-CoV-2’nin hedef reseptdrii olan TLR4’iin, bu
fizyolojik siireclerde dogrudan rol almadigi goriilmiistiir. Yakin zamanda yapilan bir
calismada, Spike proteininin Isvigre farelerinden izole edilmis primer kortikal ndronlari
iizerinde dogrudan olumsuz bir etkisi olmadig1 bildirilmistir. Aynm1 ¢alismada, Spike
proteininin noroinflamasyon ve hipokampal mikroglioz yoluyla sinaptik kayiplara ve
hafiza bozukluguna aracilik ettigi bulunmustur [22]. Ayni ¢alismada, TLR4 sinyalinin
bloke edilmesinin Spike proteininin neden oldugu sinaps eliminasyonuna ve hafiza
fonksiyon bozukluguna karst korudugu bulgusu ise calismamiz kapsamindaki sonuglarla
zit gorinmektedir. Ancak bu caligmada fare primer noronlar1 ve fare mikrogliyal hiicre
hatlar1 kullanilirken, tez calismamiz kapsaminda insan hiicre hatti {izerindeki etkiler
incelenmistir. Sonuglarimiz1 destekler nitelikte, insan primer kortikal néronlariyla yapilan
baska bir calismada S1 proteini dogrudan noritik bozukluklara sebep olmustur [20]. Tiim
bunlarla beraber, yapilan her iki ¢alismada da olgun néronal morfoloji iizerindeki dogrudan
etkilere bakilmistir, tez ¢alismasinda ise aksonal biiylime ve dolayisiyla yenilenmeyi de

icerecek fizyolojik siire¢ lizerindeki dogrudan etkilere odaklanilmistir.

Genel olarak literatiirde, SARS-CoV-2 Spike/S1 proteininin ndronlar tizerinde hem dolayh
hem de dogrudan hasarlar verdigi goriilmektedir. Tez ¢aligmamiz kapsaminda ise, Sl
proteininin noronal hasara Nrp-1 fonksiyonlarini etkileyerek dogrudan sebep oldugu; Nrp-
I’in 6n blokasyonunun bu hasarlar1 6nledigi goriilmiistiir. TLR4’iin 6n blokasyonunun ise
S1 proteininin etkilerini onleyemedigi tespit edilmistir. TLR4’lin S1 proteini kaynakl
bozukluklarda rol oynadigini bildiren ¢alismalar olsa da, ¢alismamiz kapsaminda, SH-
SYS5Y noéronal hiicreler iizerinde bdyle bir bulguya rastlanmamustir. Tiim literatiir ve
bulgularimiz birlikte ele alindiginda, S1 proteininin sinir sistemindeki fizyolojik
bozukluklara hem dogrudan (Nrp-1 gibi reseptorleri hedefleyerek) hem de dolayli olarak
(TLR4 gibi reseptorleri hedefleyerek) sebep olabilecegi goriilmektedir. Ek olarak,
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calismamiz kapsaminda Nrp-1 ve TLR4’iin birbirleriyle iligkili olabilecegi sonucuna
vartlmistir. Bu sonug, S1 proteininin bu etkilesime de miidahale edebilecegini

diisiindiirmektedir.

Tiim bunlarla beraber elde edilen sonuglar, Nrp-1 reseptoriiniin inhibisyon iligkilerinde
zaman ve dolayisiyla etkilenen reseptér miktar1 parametrelerinin 6nemini vurgularken,
aynl zaman ve miktar parametresinin en azindan bu ndronal caligma kapsaminda TLR4
icin gecerli olmadig1 tespit edilmistir. Birbiriyle zit bu iki yoruma bir¢ok nedensel
aciklama getirilebilir ve kanitlamak {izere kapsamli ¢alismalar yapilabilir. Ayrica, SH-
SY5Y noroblastoma ve ndronal hiicrelerinde Nrp-1 ve TLR4’lin ifade oldugu bilinse de
birbirleriyle kiyaslamali reseptor miktarlar1 bilinmemektedir. Tez ¢alismasinda nihai amag
olan, S1’in, ndronal siiregler iizerindeki etkilerini Nrp-1 ile etkileserek dogrudan

etkileyebilecegi ve bozabilecegi gosterilmistir.

Elde edilen sonuclar ve yorumlar: maddeler halinde kisaca verilmistir:

1) Cok cesitli gorevleri olan Nrp-1 reseptoriiniin spesifik olarak bl alanina baglanip
fonksiyonlarini engelleyen EG00229 maddesinin 200, 300 ve 400 uM konsantrasyonlari,
fare fibroblast hiicrelerinde zamanla dogru orantili olarak IC50 degerinde sitotoksisiteye
neden olmustur ve apoptotik/nekrotik hiicre oranini arttirmistir. Bu sonug, EG00229’un
hem konsantrasyona hem de zamana baghh olarak toksisiteye neden oldugunu
gostermektedir.

2) TLR4iin TAK242 ile baskilanmasi, fare fibroblast hiicrelerinde ve insan
gliyoblastoma hiicrelerinde IC50 degerinde sitotoksik etkiye neden olmamistir. Bunun
yaninda, zamanla ve konsantrasyonla dogru orantili bir etki gostermemistir. Bu sonug,
TLR4 ile Nrp-1’in farkli dinamiklere ve parametrelere sahip oldugunu diislindiirmistiir.

3) SARS-CoV-2 Spike/S1 proteininin fare fibroblast ve insan gliyoblastoma hiicreleri
tizerinde IC50 degerinde sitotoksik etkiye neden olmamistir. Bunun yaninda, EG00229’a

benzer sekilde zamanla dogru orantili bir sitotoksik etki gostermistir.

Sonug olarak noronal deneylerde kullanilmak iizere; toksik olmayan konsantrasyonlar

olarak EG00229 un 50 uM, TAK242 ’nin 3 uM, S1’in ise 25 ng konsantrasyonu segilmistir.
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4) SARS-CoV-2 S1 proteini, norojenezi ve aksonal biliylimeyi bozmus ve
yavaglatmigtir. Benzer bozukluk EG00229’da da goriiliircken TAK242 ayni etkilere sebep
olmamigtir. Bunun yaninda, hiicrelerin EG00229 ile 30 dakika muamelesi, S1 proteininin
olumsuz etkilerini azaltmigtir. TLR4’{in 30 dakika inhibisyonu ise S1 proteininin etkilerini
engelleyemistir. Her iki deneysel ¢alismada da, EG00229’un hiicre ortaminda iki giin
bulunmasi olumsuz etkilere sebep olurken, yarim saat bulunmasi; ortama sonradan eklenen
S1’in olumsuz etkilerine karsi koruyucu olmustur. Buna karsin, EG00229 ile birlikte
ortamda TAK242’nin inkiibasyonu olumsuz etkilere sebep olmustur. Bu sonug, Nrp-1 ile
TLR4’iin ayn1 anda baskilanmasinin ndrojenez ve aksonal biiyiimeyi olumsuz etkiledigini
gostermistir. Dolayisiyla bu sonug, Nrp-1 ve TLR4’iin dolayl olarak iligkili oldugunu
diistindiirmektedir. Yapilan az sayida calisma da bu ¢ikarimi desteklemektedir. Ayrica,
destekler nitelikte EG00229 ve TAK242 sonras1 S1 verilen grupta da benzer olumsuz etki
goriilmiistiir. Eger TAK242’nin dolayisiyla da TLR4’iin burada herhangi bir etkisi
olmasaydi, [EG00229 + S1] grubunda goriilen olumlu sonucun bu grupta da goriilmesi
beklenirdi. Ancak sonug bu sekilde degildir. Tiim bunlara ek olarak, aksonal biiytimenin 7.
giiniinde pozitif kontrol ile sadece [EG00229] ve [S1] gruplarn istatistiksel fark
gostermistir. Diger gruplarda istatistiksel fark goriilmemesi, zamana bagl olarak Nrp-1 ve
TLR4 reseptor ifadelerinin veya iliskili yolaklarin degistigini ya da telafi edildigini
diistindiirmektedir. Tiim bunlara ek olarak, 3. ve 7. giin MAP-2 ve GAP43 seviyeleri
sonuglarimizi desteklemektedir.

5) Direkt ve kombine halde uygulanan maddeler néronal sag kalim {izerinde 24. saatte
istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etki gostermemistir. 48. saatte ise [TAK242] ve
[DMSO] gruplar1 haricindeki tiim gruplarda néroproteksiyonun bozuldugu goriilmiistiir.
72. saatte ise [TAK242] grubu haricindeki tiim gruplar, [EG00229 + S1] grubuna gore
negatif yonde istatistiksel fark gdstermistir. Bu sonug, ndrojenez ve aksonal biiylime
sonuglartyla uyumlu olarak, EG00229’un S1 proteininin olumsuz etkilerini azalttigini
gostermistir. Ek olarak bu grupta da pozitif kontrole gore noronal sag kalimin azaldigi
goriilmistiir. Ancak ayni sonu¢ DMSO grubunda da goriilmiistiir. Ayrica bu deneysel
caligmada, maddeler iki giin degil {i¢ glin ortamda kalmiglardir. Birlikte ele alindiginda,
kiiltiirel kosullarda ndronal sagkalimin zamanla kendiliginden bozulmas1 da bu sonuglarda
etkilidir. Aym1 zamanda [S1], [EG00229] ve [TAK242 + S1] gruplarinin benzer sekilde

apoptotik ndron oranini arttirmasi, MTT sonuglariyla ortiigmektedir.
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6) Yara iyilesme deneylerinde [S1], [EG00229] ve [EG00229 + S1 + TAK242]
gruplarinda gog¢ etme potansiyelinin bozuldugu goriilmiistiir. Bu sonug, S1 proteininin gog
ve proliferasyonu Nrp-1 fonksiyonlarin1 bozarak azalttigin1 bir kez daha gostermistir.

7 Hiicre adezyonu ve noronal gocteki etkilere bakildiginda, maddelerin ortamda daha
uzun siire bulunmasi, 6nceki sonuglara karsit bir sonu¢ vermistir. Ancak bu sonug, S1’in
Nrp-1 fonksiyonlarin1  bozarak ndronal siiregleri olumsuz etkiledigi iddiamizi
desteklemektedir. Ciinkii bu deneysel asamada diger deneysel asamalardan farkli olarak
uygulanan maddeler ortamdan uzaklastirilmamistir ve daha da 6nemlisi ayn1 anda ortama
verilmistir. Onceki calismalarda [EG00229 + S1] grubunda S1’in olumsuz etkilerinin
onlendigi goriilmiistiir. Bu deneysel asamada ise tam tersi etki goriilmiistiir. [EG00229 +
S1] grubunda, ilk bakista, EG00229 ile yarim saat bloke olan Nrp-1 miktarina ek olarak
ortama S1’in de verilmesiyle daha fazla Nrp-1 blokasyonunun meydana gelmesi
beklenmektedir. Ancak, dnceki deneylerde bu iki maddenin ortama ayni anda verilmemesi
onem tagimaktadir. S1’in sonradan ortama verilmesinin daha az Nrp-1 inhibisyonu ile
sonuclanmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 2.7’ de Ozetlendigi gibi, S1 proteini
yalnizca Nrp-1’e baglanmamaktadir; S1’in baglandig1 ve baglanma potansiyelinin oldugu
birgok reseptor ve kofaktor tanimlanmistir). Nrp-1’e baglanamayan serbest S1 proteinleri
ortamdaki bagka bir reseptore veya kofaktore baglanmis olabilir. Bu da S1 proteininin total
olarak etkilesime girdigi Nrp-1 miktarinin diigmesine neden olacaktir. Hiicre ortamina ayni
anda verilen ve ortamda alti saat bulunan EG00229 ve S1 ise daha fazla Nrp-1
blokasyonuna neden olmustur. Hiicre adezyonunu oransal olarak en fazla bozan gruplar
[EG00229], [EG00229 + S1] ve [EG00229 + S1 + TAK242] dir. Alt1 saati takiben noronal

gbc¢ potansiyeli incelendiginde oransal olarak en diisiik go¢ ayn1 {i¢ grupta goriilmiistiir.

Ozetle, tiim bu sonuclar, SARS-CoV-2’nin, sinir sistemine bir tehdit olusturdugunu;
sinir sistemindeki fizyolojik siireclerde Nrp-1’i hedefleyerek bozukluklar meydana

getirdigini ve getirebilecegini gostermistir.

Tiim bunlara karsin, tez calismasinda kullanilan hiicre hattinin bir kanser hiicre
hatti oldugu ve S1 proteininin bu hiicrelerin fizyolojik siireclerine miidahale
edebildigi goz ardi edilmemelidir. Bu kapsamda, S1 proteininin ya da uygun
parcaciginin anti-kanserojenik bir ajan olarak kullammm ihtimali dogmaktadir. Ek
olarak sizofreni, bipolar bozukluk, hiperaktivite gibi norofizyolojik ve bilissel

bozukluklar iizerindeki teropatik potansiyeli de degerlendirilebilir goziikmektedir.
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Sinir sisteminde SARS-CoV-2 ile iliskili semptomlarin altinda yatan fizyolojik nedenler
halen arastirtimaktadir. Ayrica SARS-CoV-2 nin uzun vadeli etkileri bilinmemektedir. Hem
vapilan ¢alismalarin hem de tez ¢alismamizin bulgulart birlikte ele alindiginda SARS-CoV-
2’nin ve SI1 proteininin patofizyolojik etkilerine hem dolayli (TLR4 gibi reseptorler
tizerinden) hem de dogrudan (Nrp-1 gibi reseptorler iizerinden) sebep olabilecegi
goriilmiistiir. Bu kapsamda, sinir sisteminde SARS-CoV-2 ile iliskili kalict ya da gegici
bozukluklarla ilgili Nrp-1 ve potansiyel diger reseptorlere odaklanilarak yapilabilecek

ileri calismalar onerilmektedir.
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