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1.0ZET

RiFAMPISININ iN VITRO AKSOTOMI MODELINDE
NOROREJENERASYONA ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Rifampisin, Nocardia meditterranei fermantasyon {iriinii olan genis spektrumlu
antibiyotik sinifi rifamisinlerin yar1 sentetik bir tlirevidir. En yiiksek serum
konsantrasyonuna agizdan alindiktan 1-4 saat sonra ulasir ve plazma yar1 dmrii 2-5
saattir. Son zamanlarda iizerinde durulan 6nemli dzelliklerinden birisi anti-oksidan ve
noroprotektif etkinligidir. Yapilan pek ¢ok calisma rifampisinin mitokondriyal
oksidatif stresin bastirilmasi ve serbest radikal siipiiriicti etkisi ile ndroproteksiyon
sagladigi sonucuna varmustir. Serbest radikal siipiirme kabiliyetinin yam sira,
rifampisin'in ¢esitli pro ve anti apoptotik proteinler aracilifiyla apoptozu
engelleyebilecegi gosterilmistir. Pro-apoptotik Bax'in ekspresyonunu azalttigi ve Bcl-
2, Bel-XL, XIAP, clAP2, FLIPs gibi anti-apoptotik gen iiriinlerinin ekspresyonunu
arttirdi@i gosterilmistir. Rifampisinin etkinligini vurgulayan calismalar 1s1ginda bu
projede akson hasari sonrasinda meydana gelen dejeneratif degisikliklere karsin
rifampisinin noroprotektif, serbest radikal siipiiriicii ve antiapoptotik etkilerinin, in
vitro aksotomi modelinde nororejenerasyona etkisinin arastirilmasi planlandi. Calisma
kapsaminda 0-1 giinliik yenidogan farelerden ¢ikartilan kortikal néronlar primer hiicre
kiiltiiriinde yasatildi. Ardindan in vitro hiicre kiiltiirlerine 1, 10 ve 100 uM rifampisin
eklendi. Laser aksotomi protokoliiyle aksonal hasar verildi. Dejenerasyona verilen
aksonal yanit mikroskopik goriintiileme ve propidium iyodiir (P1) boyamasi ile izlendi.
PI boyama sonrasinda yapilan analizlerde tiim RIF gruplarinda hiicresel canlilik
aksotomi kontrol grubuyla kiyaslandiginda artis gosterdi; ancak, bu etki RIF dozundan

bagimsizdi.

Anahtar Kelimeler: Aksotomi, Rifampisin, Nororejenerasyon, Norodejenerasyon

Bu tez Istanbul Medipol Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan 2017/11 proje

numarasi ile desteklenmisgtir.



2. ABSTRACT

THE EFFECTS OF THE RIFAMPICIN ON THE NEUROREGENERATION
IN IN VITRO AXOTOMY MODEL

Rifampicin is a semisynthetic derivative of the rifamycins, a class of broad-spectrum
antibiotics that are fermentation products of Nocardia meditterranei. Rifampicin
reaches maximal serum concentration in 1-4 h after application and its plasma half-
life is 2-5 h. One of the important features that have recently been reported is the
antioxidant and neuroprotective activity of rifampicin. Many studies have concluded
that rifampicin provides neuroprotection by suppressing mitochondrial oxidative stress
and free radical scavenging effect. In addition to the effect of free radical scavenging,
rifampicin has been shown to downregulate the expression of pro-apoptotic Bax and
upregulate the expression of anti-apoptotic gene products such as Bcl-2, Bcl-XL,
XIAP, clAP2, FLIPs. The effects of neuroprotective, free radical scavenging and
antiapoptotic effects on neuroregeneration in in vitro axotomy model were planned to
investigate the effects of rifampicin. In our study, we aim to remove cortical neurons
from 0-1 day old newborn mice in order to provide a live primary neuronal cell culture.
After 1-10 and 100 puM rifampicin applied to the in vitro cell cultures, instructed the
axonal damage via predefined laser axotomy protocol, and the axonal response to
axotomy driven degeneration monitored by microscopic imaging and Propidium
iodide staining. After PI staining, cell viability in all RIF groups increased compared
to the axotomy control group, but this increase was not continued in a dose dependent

manner.

Keywords: Axotomy, Rifampicin, Neuroregeneration, Neurodegeneration

This thesis was supported by the Istanbul Medipol University Scientific Research Projects Commission
with project number 2017/11.



3.GIRIS VE AMAC

Rifampisin, Nocardia meditterranei fermantasyon f{iriinleri olan genis
spektrumlu antibiyotik sinifi rifamisinlerin yar1 sentetik bir tiirevidir. En yiiksek serum
konsantrasyonuna agizdan alindiktan 1-4 saat sonra ulasir ve yart dmrii 2-5 saattir (1).
Mycobacterium tuberculosis ve diger mikrobakteriyel enfeksiyonlara karsi yaygin
olarak kullanilanilmaktadir (2). Cesitli norodejeneratif hastalik modellerinde
noroprotektif etkiler tirettigi bildirilmistir (3).

Hiicresel modelleri kullanarak yapilan arastirmalar, rifampisin'in Alzheimer
hastalig1 patolojisindeki temel siire¢lerden olan ndrotoksisiteyi azaltmak icin [3-
amiloidin toplanmasi ve fibrillesmesini inhibe ettigini gdstermektedir (4). In vitro
MPP+ toksisitesi ile Parkinson hastaligi olusturulan bir ¢alismada ise rifampisinin
toksisite sonrasinda dopaminerjik noronlarin ve in vivo aksotomi uygulamasi
sonrasinda retinal ganglion hiicrelerinin sagkalimini kontrol gruplarina kiyasla 6nemli
Olglide arttirdigr gosterilmistir (5). Ayrica rifampisinin, yine Parkinson hastaliginin
baslica patofizyolojik ajanlarindan a-siniiklein fibrilasyonunu inhibe ettigini ve
mevcut fibrilleri konsantrasyona bagli bir tarzda ayristirdigi gosterilmistir (6). Benzer
bir ¢alismada rifampisin 6n-muamelesinin doza bagl olarak hiicre canliliginda artisa
ve o-siniiklein ekspresyonunda azalmaya yol a¢tigi gozlenmistir (7). Rifampisinin,
lipopolisakkarit ile aktive edilmis mikroglialar ile kokdiltiire edilen kortikal néronlarin
sagkalimini1 proinflamatuar sitokinler iizerinden gosterdigi anti-inflamatuar etkisi ile
arttirdigi gosterilmistir (8).

Literatiirde daha pek c¢ok ornegi olan rifampisin kaynakli noéroproteksiyon,
rifampisinin serbest radikal siiplirme kabiliyetine baglanmistir (9). Rifampisin ile
tedavi edilen hayvanlarda bulgular, nigrostriyatal dopaminerjik néronal yolaklarda
oksidatif streste azalmaya ve noroprotektif etkiye isaret etmektedir (10). In vivo
menejit modellerinde rifampisin ile tedavi edilen gruplarda serebrospinal sividaki
oksidatif stres belirteclerinin konsantrasyonu ve dentat girustaki apoptotik noéron
yogunlugu azalmistir. Ayrica serebrospinal sivi fagositlerinde reaktif oksijen
tiirevlerinin tiretimi rifampisin ile tedavi edilen grupta standart tedavi grubuna kiyasla
anlamli derecede azalmistir (11)(3). Serbest radikal siipiirme kabiliyetinin yani sira,

rifampisinin gesitli pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler araciligiyla apoptozu



engelleyebilecegi gosterilmistir. Pro-apoptotik Bax'in ekspresyonunu azalttig1 ve Bcel-
2, Bcl-XL ve XIAP, clAP2, FLIPs gibi anti-apoptotik gen tiriinlerinin ekspresyonunu
arttirdig1 gézlenmistir (5)(3).

Tiim bu sonuglar rifampisinin, anti-oksidatif ve anti-apoptotik mekanizmalari
iceren noronal hiicre dejenerasyonunun iistesinden gelen potansiyel bir ndroprotektor
ajan olarak desteklemektedir.

Aksotomi modeli, ndronal yaralanmay1 gosterebilmek adina basarili bir
modeldir ve kontrollii, tekrarlanabilir ve biiyiimeye izin veren bir ortamda hasarlanan
aksonlarin bliylime kapasiteleri iizerindeki digsal ve igsel faktorlerin etkisini
incelemeye olanak tanir. Noronlar, hiicre kiiltiiriinde defalarca gézlemlenebildiginden,

tek hiicrelerin dinamik yenilenme davranisini analiz edilmesine olanak tanir(12).

Aksotomi sonrasi lezyonun hem proksimalinde hem de distalinde hiicre igine
Ca*? akis1 (13) ve noral transportun durdurulmasi (14) ile tetiklenen dejenerasyon sdz

+21

konusudur. Hasarin ardindan Ca™'un bir nevrite akiminin artmasi, aksotominin
basariyla olusturulmasinin bir 6n sartidir ve birgok yikici hiicresel degisiklikten de
sorumludur (15). Aksotomi sonrasinda bozulan membran biitiinliigii nedeni ile hiicre
icine Ca*? girisi olur (16). Ayrica aksonal hasar hiicre ici Ca*? depolarindan
(endoplazmik retikulum ve mitokondri), Ca*? salimimia yol acar (17). Bunlara ek
olarak, aksotomi nedeniyle olusan depolarizasyon ile voltaj kapil1 Ca*? kanallar1 aktive
olur ve hiicre igine giren Ca*® miktar1 daha da artar (18). Ca*? disregiilasyonu,
sitoplazmadaki kaspaz dis1 bir proteaz olan kalpainin patolojik aktivasyonuna neden
olur (19). Kalpain, kaspaz 9, 3 ve 7nin aktivasyonunu tetikler ve hiicreyi apoptoza
gotiirtir (20).

Intra-aksonal Ca*? toksik seviyelere yiikseldiginde, kalpainlerin aracilik ettigi ve
kaspazlar yoluyla meydana gelen geri doniisiimsiiz akson hasarina, Ca*?-bagimli
fosfolipazlarin aktivasyonuna, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun bozulmasina
ve serbest radikallerin olusumuna neden olur (21). Serbest oksijen radikalleri olduk¢a
reaktif molekiillerdir, hasarin ilerlemesine yol agarlar. Antioksidan ajanlarin, aksotomi
ile indiiklenen apoptoza kars1 koruyucu oldugu bildirilmistir (22) (5).

Merkezi sinir sistemi aksonlarinin yaralanmasi, aksonal baglantinin kesilmesi

yoluyla fonksiyon kaybina yol agabilir. Merkezi sinir sistemi aksonlarinin rejenere



olmamast nedeniyle, bu yaralanmalarin tedavisi ve fonksiyonel 1iyilesmenin

baslatilmasi zorlagir (12).

Hasar sonrasi etkin bir sinir koruyucu tedavi heniiz mevcut olmasa da
patogenezde onemli Olgiide oksidatif siire¢ ve apoptotik aktivasyon yer alir (18).
Rifampisinin noéroprotektif mekanizmalarda etkinliginin vurgulayan yukaridaki
literatiir 15181nda bu ¢alismada akson hasari1 sonrasinda meydana gelen bu dejeneratif
degisikliklere karsin rifampisinin néroprotektif, antioksidatif, antiapoptotik etkilerinin
in vitro aksotomi modelinde sagkalima ve ndrorejenerasyona etkisinin arastirilmasi

planlandi.



4. GENEL BIiLGILER

4.1.Merkezi Sinir Sistemi

Sinir sistemi, en temelde merkezi sinir sistemi ve periferal sinir sistemi olmak
lizere ikiye ayrilir. Sinir hiicresi (néron) ve glial hiicreler olmak {izere iki ana grup
hiicreden olusur. Glial hiicreler néronlarlarin hiicre gévdesini, aksonunu, dentritlerini
cevreleyerek destek saglayan hiicrelerdir ancak sayica néronlardan yaklasik 10-50 kat
daha fazladir. Bilgi siire¢lerine dogrudan dahil olmasalar da baska yasamsal gorevleri
vardir. Noron ise sinir sisteminin esas sinyal {initesi ve fonksiyonel birimidir. Bilgi

igeren sinyalleri tiretirler ve diger noronlara iletirler (23).

Merkezi sinir sisteminde 100 milyardan fazla néron vardir. Merkezi sinir sistemi
karmasik bir yapidir, insan genlerinin yaklasik %40’ 1nin belli bir oranda merkezi sinir
sisteminin olusumunda rol aldig1 hesaplanmustir (24).

Serebral hemisferler insan beyninin en genis boliimiinii olustururlar. Beyin
korteksi, altta yatan beyaz madde ve ii¢ derin yapidan olusur: Bazal ganglionlar,
amigdala ve hippokampus. Serebral hemisferler bellek, duygu gibi algisal, motor ve
biligsel islevlerle ilgilidir. Amigdala, sosyal davramis ve duygunun ifadesi,
hippokampus bellek ve bazal ganglionlar ise hareketin kontrolii ile ilgilidir.

Serebral korteks biligsel yeteneklerle iliskilidir. Serebral hemisferlerin ince dis
tabakas1 olan serebral korteks, giindelik hayatta eylemlerin planlanmasi ve
uygulanmasindan sorumludur. Filogenetik olarak insanlar en ayrintili serebral
kortekse sahiptir. Serebral korteks giruslar ve bu bdlgeleri birbirinden ayiran
oluklardan (sulcus) olusan kivrimli bir yapidir ve 2-4 mm kalinliga sahiptir. Serebral
korteksteki noronlarin aralarindaki baglantilarin sayisi, korteksin bilgi isleme
kapasitesinin 6nemli belirleyicilerinden biridir.

Serebral korteks iist kranial kemiklerden adini alan dort biiyiik loba ayrilir:
frontal, parietal, temporal ve oksipital. Her lob birgok farkli fonksiyonel alan igerir.
Beyin korteksinin iki ek bolgesi, korpus kallosumun dorsal yilizeyini ¢evreleyen
singulat korteks ve frontal, parietal ve temporal loblarin biiyliimesi yiiziinden yiizeyde
goriinmeyen insular korteks (insula)'dir. Anatomik boliimlerin yani sira serebral

korteks fonksiyonel olarak da farkli boliimlerden olusur. Serebral korteksin bir¢ok



alan1 esas olarak duyusal bilgilerin islenmesi veya motor komutlarinin verilmesi ile
ilgilidir. Buna ek olarak, belirli bir duyusal modalite veya motor isleve ayrilmis bir
alan, bilgiyi isleme konusunda farkli roller tasiyan alt alanlar i¢erir. Bu alanlar, afferent
yolaktaki bilgi isleme derecelerine bagli olarak primer, sekonder veya tersiyer duyusal

veya motor alanlar olarak bilinir (23).
4.1.1.Kortikal Noron ve Boliimleri

Merkezi sinir sisteminde bulunan noronlar birbirlerinden ¢ok farkli sekil ve
biiyiikliikte olabilirler. Tipik bir néron morfolojik olarak farkli bdliimlerden olusur,
bunlar hiicre gévdesi, akson, dentrit ve presinaptik terminaldir. Hiicre govdesi (Soma)
hiicrenin metabolik merkezidir. Hiicrenin genlerini depolayan nukleusu ve protein
sentezlenen bdlgelerdeki nukleusun uzantilar1 olan endoplazmik retikulumu
bulundurur. Hiicre govdesi genelde yayginca dallanmis dentrit ve uzun tiibiiler akson
olmak tizere iki tip uzant1 ortaya ¢ikarir. Dentritler agag gibi dallanirlar ve bagka sinir
hiicrelerinden gelen sinyalleri almak i¢in ana aygittir. Aksine akson hiicre gévdesinin
kalinlagsmis boliimii olan akson tepesinden baslar, fibroz yapilidir ve sinyalleri baska

noronlara tagimak i¢in ana iletim aygitidir (23)

Tiibiiler akson, sona yaklastiginda her biri terminal tomurcuk adi verilen birkag
sinaptik diiglimde sonlanan presinaptik terminallere ayrilir. Bu yumrularda sinirler
tarafindan sentezlenen norotransmitterlerin bulundugu vezikiiller bulunur. iki néronun
iletisim kurdugu nokta bir sinaps olarak adlandirilir. Sinyal ileten sinir hiicresine

presinaptik hiicre ad1 verilir. Sinyali alan hiicre postsinaptik hiicredir.

Aksonlarin, néronlarin iletici birimi, uzunlugu biiyiik oranda degiskenlik
gosterebilir; bazilari viicut i¢inde 3 m'den fazla uzayabilir. Merkezi sinir sistemindeki
aksonlarin kalinligi ¢ogu, hiicre gévdesinin ¢api ile karsilastirildiginda ¢ok incedir
(23). Ogzellikle serebral kortekste bulunan dentritlerin, dentritik ¢ikintilar adi verilen

kiiglik yumru seklinde uzantilar1 vardir (24).

Gelen sinyaller norona genellikle noronal dentritlerde bulunan ama hiicre
govdesinin lizerinde de yer alan sinapslar araciligiyla girer. Bir ndronda bu sekildeki

girdi liflerinin sinaptik baglant1 sayisi, farkli ndron tipleri i¢in birkag yiiz ile 200.000



arasinda degisir. Bunun tersine ¢ikis sinyali, nérondan ayrilan tek bir aksonu kullanir.
Daha sonra bu akson sinir sistemini diger kisimlarina veya viicudun periferine uzanan

pek ¢ok dala ayrilir.

Noronlar hiicre govdelerinden ¢ikan uzantilarin sayisina gore; unipolar, bipolar

ve multipolar seklinde siniflandirilmaktadir (24).

4.1.2. Serebral Korteks

Serebral korteks hiicre katmanlar1 halinde diizenlenmis, olduk¢a kompleks, pek
cok ndron ve glial hiicre tipi iceren bir yapidir. Katmanlarin kalinlig1 ve islevsel
organizasyonlarinin ayrintilar1 korteks boyunca degisir. Serebral korteks temelde
bilissel islevler, biling ve duyusal algidan sorumludur. Neokorteksin en tipik formu,
korteksin dis yiizeyinden (pia mater) beyaz maddeye kadar alt1 tabakadan olusur
(23)(25).

Noronlarin ¢ogu; graniiler-stellat, fuziform ve piramidal hiicrelerdir. Graniiler
noronlar, genelde kisa aksonludur ve bu nedenle beyin korteksi icindeki kisa
uzakliklarda sinirsel bilgi tasirlar. Korteksin duysal alanlari ile motor alanlari
arasindaki asosiyasyon alanlar1 ¢ok biiylik yogunlukta graniiler hiicre igerirler, bu da

bu alanlara gelen bilginin kortekste 6nemli derecede islemlendigini diistindiiriir (26).

Serebral korteksteki tiim noronlarin ¢cogunlugunu olusturan piramidal hiicreler,
belirgin apikal dendrit ve bazal dendritik agaci ile ayirt edilir. Apikal dentrit néronun
apeksinden ¢ikar, molekiiler tabakaya dogru ilerler. Yatay yonde uzanan bazal
dentritler ve somanin alt tabanindan ¢ikan aksondan olusur (27). Korteksteki
neredeyse biitlin kortikokortikal ve subkortikal zengin baglantilar1 olustururlar. Bu
hiicreler eksitator norotransmiterlerden olan glutamat icerirler ve kortikal aktiviteyi
uyarirlar, kortikal aktiviteyl baslatict uyarimin piramidal noronlar tarafindan
saglandig1 diisiiniiliir. Ayrica piramidal noronlar da kendi i¢inde ndron alttipleri
barindirir (28). Piramidal ve fuziform hiicreler, korteksten diger yapilara uzanan ¢ikis
liflerinin kaynagini olusturur. Piramidal hiicreler fuziformlara nazaran daha biiyiik ve

cok sayidadirlar (26).



Serebral korteksin katmanli yapisina daha yakindan bakacak olursak,

Katman I, molekiiler tabaka olarak adlandirilan aselliiler bir tabakadir, birkag
daginik néron barindirabilir. Kortekste daha derinlerde bulunan hiicrelerin dendritleri
ve bu tabaka i¢inde dolasan veya baglantilar olusturan aksonlar1 da igerisinde

bulundurur.

Katman 11, eksternal graniiler hiicre tabakasi olarak adlandirilan bu boliim temel

olarak kiiciik piramidal néronlardan ve stellat ndronlardan olusur.

Katman Il1, katman II gibi eksternal graniiler tabaka olarak adlandirilir, ancak

tipik olarak daha biiyiik piramidal néronlardan olusur.

Katman I, Il ve Ill temel olarak néronlarin yatay baglantilar1 araciligiyla

korteksi¢i-intrakortikal asosiyasyon islevlerini iistlenmistir (26).

Katman IV, i¢ graniil hiicre tabakasi olarak adlandirilir, stellat ve piramidal
noronlarmn farkli tiplerini bulundurur (23). Bedenden gelen duysal bilgi 4. katmanda

sonlanir (26).

Dahili piramidal hiicre tabakasi olan Katman V, tipik olarak katman Ill'dekilere
gore daha biiylik piramit seklinde hiicreler igerir. Bu biiyiik hiicre gévdeli piramidal

noronlar daha ¢ok korteksi terk eden uzun aksonlara sahiptir.

Katman VI, oldukg¢a heterojen bir néron tabakasidir ve bu nedenle polimorfik
veya ¢ok katmanli tabaka da denir. Korteksin derin sinirini olusturan beyaz maddeye

karisir ve aksonlar1 kortekse veya korteksten disari tasir.

Beyinden ¢ikan sinyaller daha ¢ok katman V ve VI’dan kaynaklanir ve bunlarin
beyin sap1 ve omurilige uzanan uzun aksonlu olanlar1 katman V’den, talamusa

gidenlerin ¢ogu ise. katman VI’dan kéken alir (26).
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Sekil 4.1.2. Serebral Korteksin Laminal Organizasyonu. Serebral korteks

tabakalar halinde diizenlenmistir. Korteksin nasil goriinecegi boyamak i¢in kullanilan

yonteme baghidir. Golgi boyasi ndronal hiicre cisimcikleri ve dendritik uzantilari,

Nissl yontemi, hiicre govdelerini ve proksimal dendritlerini, Weigert boyasi ise

miyelinli uzantilar1 boyayarak aksonal dagilim modelini ortaya ¢ikarir (23).

Her ne kadar serebral korteks tabakasi ndronal hiicre gévdelerinin varlig1 veya

yoklugu ile tanimlanmasina ragmen, her katman diger baska katmanlardan ilave
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elementler de icerir. Boylece, Katman | ve Ill, katman V ve VI’da hiicre gévdeleri

bulunan noéronlarin apikal dendritlerini igerirken, katman V ve VI, katman 111 ve 1V’de

hiicre gévdeleri bulunan néronlarin bazal dendritlerini igerir. Bir kortikal nérona gelen

sinyallerin profili, hiicre govdesinin yerinden ziyade dentritlerin dagilimina baghdir.

Laminar organizasyon tiim kortikal bolgelerde ayni1 dagilimi gostermeyebilir (23).
4.2.Merkezi Sinir Sistemi ve Rejenerasyon

Sinirbilimciler yapilan pek ¢ok calisma sonucunda olgun MSS néronlarinin
rejenerasyon kapasitesinin ¢ok az oldugu veya hi¢ olmadigi sonucuna varmislardir.
Olgun merkezi sinir sistemi, hasar gordiikten sonra iyilesmeye direngli bir dokudur
(29). Gelisimsel olarak ig¢sel onarim kapasitesinin yitirilmesinin ve yaralanma
nedeniyle olusan inhibitor ¢evresel ortamin yaralanma sonrast MSS’deki rejenerasyon
eksikliginin ana sorumlulart oldugu diisiiniilmektedir (30). Olgun MSS néronlarinin
aksine kiiltiirde embriyonik 18 giinliik kortikal néronlar, néritlerinin %50’sini,
hippokampal néronlar ise neredeyse tamamini hasar sonrasi rejenere edebilir.
Aksotomi neredeyse her zaman hasar sonrasi birka¢ saatte biiylime konisinin
olusumunu saglayarak rejenerasyona neden olur (16). Ayrica Merkezi sinir sisteminde
rejenerasyonla iligkili ve aksonun yeniden biiyiimesi ve iyilesmesi i¢in gerekli olan
genlerin yukar1 diizenlenmesi ve ifadesi periferik sinir sistemine kiyasla daha azdir.
Ekspresyon diizeylerindeki bu azligin merkezi sinir sisteminde rejenerasyonun sinirl

olmasindan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (31) (29).

Hasarli aksonal bolgede meydana gelen anormal sinaptogenesis ve Kortikal
gelisim sonrasinda promoter bolgelere ulagimin azalmasi sonucunda da aksonal
biliyiime ve rejenerasyon kisitlanmaktadir (32). Reaktif astrositler ve microglia da
aksonal rejenerasyon i¢in olumsuz bir ortam olusturur. Ayrica ekstrenal bir faktor
olarak miyelin kaynakli inhibe edici faktorler aksonal rejenerasyonu engelleyebilir.
MSS'de nororejenerasyon, glial hiicrelerin inhibitor etkileri ve miyelin ile iliskili
inhibitorlerin,  astrositlerin, mikroglialarin, oligodendrositlerin ve bunlarin
onciillerinin gogiiyle olusan inhibitor hiicre dist biiyiime ortami nedeni ile
sinirlanmaktadir. MSS’de 6zellikle travmaya maruz kalmis bu ortam, miyelinin ve
noronlarin onarimini olumsuz etkiler (33). Son zamanlarda ortaya koyulan bulgular,
hasarlanan olgun MSS néronlarinin, inhibitdr ortam yerine uygun ortam saglandiginda

yeniden akson uzatabileceklerine ve muhtemelen baslangigtaki hedefleri ile tekrar
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sinaptik baglanti kurabilecekerine isaret etmektedir (34)(31). Ancak bu inhibe edici
molekiillerin genetik silinmesi veya farmakolojik inhibisyonu aksonda uzun mesafeli
rejenerasyon yerine sadece sinirli filizlenmeye sebep oldugundan rejenerasyonun

ontindeki tek engel olarak bu eksternal inhibe edici faktorlerden bahsedilemez (35).

mTOR hiicre biiylimesi, protein translasyonu gibi pek ¢ok diger siiregleri kontrol
etmek icin ¢esitli sinyalleri birlestiren bir sinyal yolagidir. Ayrica aksonal biiyiime i¢in
gerekli olan protein sentezinin mTOR aktivitesi ile kontrol edilebilecegi one
stirilmistiir (36). Olgun MSS aksotomilerinin ardindan olusan stres yaniti, zaten
gelisimle birlikte azalan mTOR aktivitesini daha da azaltarak rejenerasyon i¢in gerekli
proteinlerin sentezini baglatma yetenegini oldukca kisitlar. Hala gelisimsel veya hasar
sonrast MTOR aktivitesini diizenleyen mekanizmalar agikliga kavusturulamamustir.
Translasyon mekanizmalarina ek olarak proteinlerin posttranslasyonel olarak daha ¢ok
hiicre dongiisiinde ¢alisilan, post mitotik néronlarda iiretilen, anafaz destekleyici
kompleksin (anaphase-promoting complex) aksonal biiyiime i¢in gerekli olan
prerejeneratif molekiillerin degredasyonuna neden olarak rejenerasyonu etkiyebilecegi

One stirilmistiir (35).

Tiim bu igsel ve dissal inhibitor etkiler nedeniyle herhangi bir hasar sonrasi
aksonal rejenerasyon oldukga siirlidir hatta spontan olarak gergeklesmez. Bu nedenle
omurilik yaralanmasi, travmatik beyin hasari, inme ve aksonal baglantinin kesildigi

pek ¢ok durumdan sonra bireylerde islevsel kayiplar geri donmez (31).

MSS'nin yaralanmasini takiben, rejenere aksonlar ve sinir terminalleri,
fonksiyonel iyilesme saglamak i¢in hedefleri dogrultusunda konformatif 6zelliklerini

tekrar kazanmalar1 gerekmektedir (34).

4.3.Aksotomi

Aksotomi, noronal yaralanmayi gosterebilmek adina basarili bir modeldir,
biiyiimeye izin veren bir ortamda yarali aksonlarin biiylime kapasiteleri tizerindeki
dissal ve igsel faktorlerin etkisini incelemeye olanak tanir. Noronlar, hiicre kiiltiirtinde
defalarca gozlemlenebildiginden, tek hiicrelerin dinamik yenilenme davranigini analiz

etmeye izin verir (12).
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4.3.1.Aksotomi Sonrasi Noronal Yanit Mekanizmalari

Akson dejenerasyonu, akson morfolojisinde baslatilan metabolik, inflamatuar,
mekanik, kalitsal, toksik ve iskemik / hipoksik hasarlar1 igeren bir¢ok yaralanmada
noronda olusan zamansal ndvropatik degisikligin bir sonucudur. Mekanik bir travma
modeli olan aksotomi sonrast membran Na* -K* ATPaz aktivitesi azalir ve intraaksonal
Na* artis1, K™ kayb1 ve aksolemmal depolarizasyon olusur. Bu intraaksonal kosullar
altinda, noron hiicre igindeki Na* miktarin1 azaltabilmek i¢in Na*- Ca*? degistiricisini
tersine ¢evirir. Bu da asir1 aksonal Ca*? girisi ve birikimi ile sonuglanir. Aksonal Ca*?
birikimi, Ca*? ile uyarilan siirecler aracilif1 ile dejenerasyonu baslatir. Ca*? akiminin,
kendi kendini yok eden bir sekonder biyokimyasal degisim basamagini tetikledigi
varsayllmaktadir: Ca*? bagimli fosfolipazlarin ve proteazlarin aktivasyonu,
mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun bozulmasi ve serbest radikallerin olusumuna

yol agar (13).

Apoptoz MSS patalojik durumlarinda goriilen hiicre 6liimiiniin ana sebebidir.
Kalpain sitoplazmada bulunan bir proenzimdir ve hiicre ici serbest Ca*
konsantrasyonu normal aralikta oldugu siirece inaktif haldedir (22). Kalpainlerin tim
fizyolojik fonksiyonlari heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte, gecici kalpain
aktivasyonu, hiicre sinyalleri, sinaptik plastisite ve protein dongiisii gibi temel
fonksiyonlarla iliskilidirler. Hiicre igi serbest kalsiyum, kalpain aktivasyonunun
birincil diizenleyicisidir, ancak kalpainler ayrica belirli bir inhibitor protein olan

kalpastatin ile etkilesim yoluyla diizenlenir (37).

Hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonundaki artis, kalpainin aktivasyonunu tetikler.
Patolojik durumlarda, hiicre ici serbest Ca*? konsantrasyonunda artis, kalpainin her iki
alt Unitesinin N-terminal propeptid proteinlerinin  otolizinin tetiklendigi
konformasyonel bir degisiklige neden olur ve kesilmis alt iinitelerin ayrilmasi enzim
aktivasyonuna neden olur. Aktive kalpain daha sonra substrat proteinlerini pargalar
(38).

Kalpain substratlar1 ¢ok c¢esitli proteinlerdir. A-fodrin ve norofilamentler gibi
hiicre iskelet proteinleri, iyon kanallari, biiylime faktorii reseptorleri, adhezyon

molekiilleri, enzimlerin ve miyelinin protein bilesenlerini icerir. Niikleoskeletal
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protein lamin A ve B gibi birka¢ kalpain substrati da ¢ekirdegin i¢inde bulunur.
Kalpain substrati olan bu proteinler normal hiicresel fonksiyon ve hayatta kalma i¢in
gerekli olan ndronal yapisal biitiinliiglin muhafaza edilmesine katilir ve bunlarin
parcalanmasi apoptozise yol acar.llging sekilde, kalpastatin kalpain icin bir substrat

olabilir (19),

Aktif kalpain, Bcl-2 protein ailesinin proapoptotik iiyesi olan Bid’i kesebilir.
Kesilmis Bid (t-bid)’in mitokondriyal gegirgenlik porlart ile etkilesimi mitokondriyal
membran potansiyel kaybina neden olur (39). Bunu da Bax ve/veya Bak'im
oligomerizasyonu ve mitokondriyal dis membran i¢ine sokulmasini indiiklemesi
yoluyla gerceklestirir. Intermembranal bosluktan sitokrom ¢ de dahil olmak iizere
birkag protein salinir (40). Sitokrom c, baglayici protein olan Apaf-1 (apoptotik
proteaz aktive edici faktor-1) ile etkileserek apoptozom kompleksinin heptamerik
omurgasint olusturur (41). Sitokrom ¢, monomerik Apaf-1'e baglanir ve
konformasyonel degisiklige ve oligomerizasyona yol agar. Prokaspaz-9, apoptozomu
olusturan heptamerik Apaf-1 komplekslerine yonlendirilir. Bu yonlendirme, kaspaz-
9'un aktivasyonuna ve kaspaz-9 aracili bolinme yoluyla, yiritiicii kaspazlar- 3 ve -
7'nin aktivasyonuna yol agar (42). Bu da 6liime neden olan alt tabakalar1 pargalamakta
ve genomik DNA'y1 parcalara bolen ve apoptotik niikleer morfolojiye neden olan

endoniikleazlar1 aktive etmektedir (22).

4.4. Rifampisin
4.4.1.Farmokolojik Ozellikleri

Rifampisin, Nocardia mediterranei'nin dogal metabolitleri olan rifamisinlerin
kimyasal modifikasyonunun kapsamli bir programinin bir pargasi olarak Dow-Lepetit
Arastirma Laboratuarlarinda (Milan, Italya) gelistirildi. Baslangicta Streptomyces
cinsine ait oldugu disiiniilen ancak daha sonra Nocardia mediterranei nin
fermantasyon kiiltiirlerinden elde edildigi goriildii. Sonrasinda bu antibiyotigin 5 farkli
maddeden olustugu bulundu, rifamisin A-E olarak yeniden adlandirildi. Rifamisin B,
kompleksin saf kristal bi¢giminde izole edildigi tek {irin, karigimin kiigiik bir
bilesenidir. Rifamisinlerin gelistirilmesinde dnemli bir adim, N. mediterranei'nin %0,2

sodyum dietilbarbitiirati iceren bir ortamda neredeyse yalnizca rifamisin B'yi
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rettiginin kesfedilmesiydi. Rifamisin B, rifamisin kompleksinin en az aktif
bileseniydi ancak teropatik olarak bekleneni veremedi, hayvanlarda enfeksiyonlarda
asir1 derecede diisiik toksisite ve orta diizeyde teropatik aktivite gosterdi. Rifamisin B,
tiiberkiiloz tedavisinde sporadik olarak klinikte kullanilmis olsa da iyi gastrointestinal

sistem emilimine sahip bir oral esdegeri aranmaya devam etti.

(o) ‘ : |
Ho. > o0 ol b
)HO H OH N7 N

O |
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/ o NP A /N\N/\
O——‘\ OH \/N\
5 : O
Rifamycin B Rifampicin

Sekil 4.4.1. Rifampisinin kimyasal yapisi

Rifamisin B ile ilgili ¢aligmalarda, bu maddenin sulu bir oksijenli soliisyonda
kendiliginden "aktivasyon" altina girdigi gézlemlendi. Aktivasyon siireci, rifamisin
B'nin bir molekiil glikolik asit kaybetme siirecinde rifamisin S'ye hidrolize edildigine
karar verilerek agikliga kavusturuldu. Rifamisin S'nin hafif rediiksiyonu ile rifamisin
SV elde edildi. Rifamisin SV, mycobacterium tuberculosis de dahil olmak {izere gram
pozitif bakterilere kars1 asir1 derecede etkilidir ve baz1 gram negatif bakterilere karsi
orta diizeyde aktiftir. Ancak Rifamisin B ile benzer bir sorunla karsilasild.
Gastrointestinal sistemde kismen absorbe oldugundan, oral uygulama, kanda
saptanabilir seviyelere yol agmiyordu. Parenteral yolla uygulandiginda, rifamisin SV
safra icinde yiiksek konsantrasyonlara ulasarak karaciger tarafindan oldukca ¢abuk
atildi. Bu nedenle kemoterapotik ozelliklerde rifamisin SV {izerinde, daha iyi oral
absorpsiyon; kandaki antibakteriyel seviyelerin uzamasi ve mikrobakteriyel
enfeksiyonlara ve gram negatif bakterilere bagli enfeksiyonlara karsi daha fazla

etkinlik iyilestirmelerini igeren yeni bir strateji planlandi.

1965 yilinda, bu strateji sonucunda gesitli deneysel enfeksiyonlarda, 3-

formilrifamisin SV'nin, rifampisin veya rifampin olarak adlandirilan N-amino-N'-
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metilpiperazin (sekil 4.4.1) ile hidrasyonunun oral uygulama icin en aktif ve en az
toksik oldugu form oldugu bulundu. Bu nedenle, klinik ¢aligmalar i¢in rifampisin
secildi. Kimyasal olarak rifampisin, 3-formil rifamisin SV'nin, tetrahidrofuranda 1-

amino-4-metilpiperazin ile reaksiyona sokulmasiyla elde edildi (43, 44)(45).

Ozetle, rifampisin, Nocardia meditterranei fermantasyon fiiriinleri olan genis
spektrumlu antibiyotik smifi rifamisinlerin yar1 sentetik bir tirevidir (1).
Mycobacterium tuberculosis, M. leprae ve diger mikobakteriyel enfeksiyonlara karsi
yaygin olarak kullanilanilir (2). Pek ¢ok noérodejeneratif hastalik modelinde
noroprotektif etkiler tirettigi bildirilmistir (3).

Rifampisinlerin ortak yapist bir alifatik ansa zincirinin kapsadigi bir
naftalohidrokinon ya da naftokinon kromofordur. Bu lipofilik ansa zinciri esas olarak
ilacin kan-beyin / retina bariyerleri boyunca taginmasindan sorumludur (5). Ayrica
biitiin rifampisin tiirevlerinde ortak bir yapr olan naftohidrokinon halkasini serbest
radikal siipiirme yeteneginden sorumlu olabilecegi One siiriilmistiir (4). Baska bir
caligmada spesifik olarak naftohidrokinon halkasinin C-1 pozisyonunda bulunan

hidroksil grup ve antioksidan siipiiriicii etkisi gosterilmistir (9).

Rifampisin Escherichia coli, pseudomonas, indol pozitif ve indol negatif gibi

gram negatif bakterilere ek olarak pek ¢ok gram pozitif bakterinin liremesini inhibe

eder (1).

Rifampisin, mikroorganizmalarda DNA’ya bagimli RNA polimeraz enzimini
stabil bir ila¢ enzim kompleksi olusturarak inhibe eder. Boylece RNA sentezini zincir
olusumunun baslangic asamasii baskilar. Okaryotlar hiicrelerden elde edilen RNA
polimerazlar rifampisine baglanmazlar. Bu sayede rifampin dkaryotik hiicrelerde RNA
sentezini engellemez. Memeli mitokondrisindeki RNA sentezini, viral DNA bagimli
RNA polimerazlar ve revers transkriptazlar ise ancak ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda

inhibe edebilirler.

Rifampisin oral kullanimdan sonra 2-4 saatte doruk plazma konsantrasyonlarina
ulagir. Gastrointestinal sistemden emilmesinin ardindan hizlica safraya atilir ve
enterohepatik dongiiye girer. Ilag yavas bir sekilde deasetilasyona ugrar ve 6 saat sonra

safra icerisindeki tiim antibiyotik antimikrobiyal aktiviteyi tamamen tasiyan deasetile
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forma doniisiir. Ve buradan tiim viicuda dagilir. Pek ¢ok oranda ve serebrospinal sivi

dahil olmak iizere viicut sivilarinda etkin konsantrasyonlarda bulunur (46).

4.4.2 Rifampisinin Norodejeneratif Hastaliklara Etkisi
Rifampisin pek ¢ok ndrodejeneratif hastalik modelinde ¢alisilmig olup anti-
oksidatif, anti-apoptotik, anti-inflamatuar ve noroprotektif Ozellikler gosterdigi

literatiirde belirtilmistir.
4.4.2.1.Rifampisin ve Alzheimer Hastahig:

Rifampisin Alzheimer hastaliginda protektif etkisi bildirilen bir ilagtir (47).
Ancak altinda yatan mekanizma tamamiyla bilinmemektedir. Mekanizmayi agikliga

kavusturmak i¢in pek ¢ok ¢alisma yapilmistir.

Tomiyama ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada rifampisinin, Alzheimer
hastaliginin bag sorumlularindan olan sentetik amiloid-§ (Ap)’nin fibril formasyonunu
ve toplanmasini Onledigi ve feokromasitoma PCI12 hiicrelerini AP’ nin tetikledigi
toksisiteden korudugu goriilmiistiir (4). Ayn1 ¢alismada A toksisitesinin serbest
radikaller tizerinden etki gosterdigi belirtilerek farkli rifampisin tiirevleri denendiginde
benzer etki goriilmistiir. Bunun sonucunda da biitiin rifampisin tiirevlerinde ortak bir
yapt olan naftohidrokinon halkasin1 (naftokinon) serbest radikal siiplirme
yeteneginden sorumlu olabilecegi one siiriilmiistiir. Diger bir calismada rifampisinin
AP birikimi ve toksisitesini inhibe etme yeteneSinin esas sorumlusu olarak
naftohidrokinon halkasimin C-1 pozisyonunda bulunan hidroksil grubu ayni zamnda
antioksidan siipiiriicii etkisinden sorumlu tutulmustur ve rifampisinin inhibitor etkisi
dogal serbest radikal siipiiriiciilerle (alfa-tokoferol (vitamin E), askorbik asit (vitamin
C), ve B-karoten (provitamin A)) karsilastirilmistir (9). Bu dogal vitaminlerin de AP
birikimi ve toksisitesine karsi inhibitor etkisinin oldugu ancak bu etkinin rifampisinle
karsilastirildiginda oldukga zayif kaldig: goriilmiistiir. Vitaminlerin rifampisin ile aynm
inhibitor etkiyi meydana getirebilmeleri i¢in ancak 10-100 kat fazla
konsantrasyonlarda kullanilmas1 gerekmektedir. Ayni ekibin yaptigi bir bagka
caligmada ise rifampisinin AP fibrillerine baglanarak hiicre yiizeyindeki AB-RAGE
etkilesimini inhibe ettigi bdylece AP konformasyonunu degistirerek toksisiteyi

engelledigi goriilmiis ve rifampisinin amiloid toksisitesini amiloid hiicre etkilesimini
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inhibe eden amilod baglanmasi ve peptid birkimini inhibe eden serbest radikal
stiptiriicli etrkisi olmak tizere iki farkli mekanizma ile inhibe ettigini 6ne siirilmiistiir
(48). Baska bir in vitro ¢alismada ise amiloidoz meydana getirmek igin fibril olusturma
yetenegine sahip ve amiloid fibrillerinin olusmasini tetikleyen bir enzim olan hen egg-
white lysozyme modeli kullanilmistir (49). Rifampisin, doz bagimli sekilde bu

modelde de amiloid fibrilogenezini inhibe etmistir.

Ayrica farelerle yapilan bir in vivo calismada rifampisinin kan beyin
bariyerindeki LRP1 (Low density lipoprotein receptor-related protein 1) ve P-GP (P-
glycoprotein) reseptorlerinin upregulasyonu yoluyla Af nin beyinden temizlenmesini
arttirdigr  gosterilmistir (50). Ayrica bu upregulasyonlarin Ap temizlenmesini
tetikledigi brain eflux indexi kullanarak gosterilmistir. Ancak yazarlar rifampisinin
AH daki tek protektif etkisinin bu yolla gerceklesemeyecegini ve ek mekanizmalar da

olabilecegini 6ne stirmiistiir.

P-GP reseptorlerinin AP temizlenmesindeki rolil {izerine yapilan bir in Vivo
baska bir ¢alismada, P-GP reseptoriiniin AB’nin beyinden disar1 tasinmasinda ¢ok
onemli bir rolii oldugu, P-GP reseptor miktar: ile AB’nin hiicre i¢i birikimi arasinda
negatif iliski oldugu 6ne siirilmistiir (51). Ayrica rifampisin P-GP upregulasyonu
yoluyla AB’nin tasinmasini saglayarak, hiicre i¢i birikimini azalttig1 (%16), kognitif
fonksiyonlart iyilestirdigi, AR nin indiikledigi norotoksisiteden noéronlart korudugu
gosterilmistir. Ayn1 ekibin devam niteliginde yaptiklar1 caligmada ise rifampisinin doz
bagimli olarak P-GP ekspresyonunu kontrol gruplaria kiyasla 4-6 kat arttirdigi ve
Ayrica P-GP ‘n {iriini oldugu MDRI1 geninin mRNA seviyelerini arttirdigi
gosterilmistir (52).

Demans modeli olusturulmus siganlarda yapilan bir ¢alismada ise rifampisinin
hafiza bozukluklarmi ve lokomotor aktiviteyi iyilestirdigi goriilmiis ve hafiza
bozukluklarindaki iyilesmede, rifampisinin antikolinesteraz, anti oksidatif, anti
inflamatuar ve amiloid karsiti 6zelliklerinin etken olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (53).
Rifampisinin, niikleer reseptdr olan pregnan X reseptorlerinin agonisti oldugu ve bu
reseptOrler lizerinden oksidatif stres, notrofilik infiltrasyon, amiloid birikimi ve
asetilkolinesteraz aktivitesini onemli dl¢iide azalttigini gdsterilmistir (47). Bu ¢alisma

onceki calismalardan farkli olarak, rifampisin'in anti-oksidatif, anti-inflamatuar ve
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amiloid disiiriicii etkilerinin yani1 sira anti-kolinesteraz aktivitesi ile kolinerjik
ndrotransmisyonu artirabilecegini de gostermistir. Ayrica pregnane X reseptori, P-GP
reseptOriinlin 6nemli bir transkripsiyon regiilatoriidiir. Kan beyin bariyerinde P-GP
reseptOriiniin restorasyonu, AP 'nin beyinden elimine edilmesini arttiracagi, PXR’nin
ise bu yolla protektif etkiler iiretebilecegi diistiniilmiistiir (54). Daha ileri farmokolojik
caligmalarda rifampisinin hiicre igine girdiginde ligand olarak niikleer reseptor
pregnan X’e baglanabilecegi ve PXR ile bir kompleks olusturup hedef genlere
baglanarak transkripsiyonu aktive ettigi One strilmistir (46). Temel ilag
metabolizmasinda rol alan bir enzim ve PXR’nin hedef genlerinden olan sitokrom
P450374’tin rifampisin kaynakli ekspresyonundaki histon modifikasyonlarini
inceleyen bagka bir c¢alismada ise rifampisin tedavisi, PXR’nin histon
modifikasyonlarin1 saglayan Kofaktorler ile etkilesimini ve niikleer birikimini
artttrmustir (55). Buradan da histon metilasyonu ve asetilasyonundaki degisikliklerin,
PXR aktivasyonu yoluyla rifampisin ile CYP3A4 indiiksiyonunda rol oynadigini
sonucuna vartlmistir. CYP3A4, agirlikli olarak karaciger ve ince bagirsakta eksprese
edilir ve bu, terapotik ilaclarin %50 sinden fazlasinin oksidasyonundan sorumlu bir
enzim olarak eksojen kimyasallarin oksidatif biyotransformasyonunda 6énemli bir rol
oynar. PXR ligandlari, PXR'nin ligand-baglama alanina (LBD) dogrudan baglanir ve
PXR'nin ¢ekirdege translokasyonunu saglar. Rifampisin insanda CYP3A4’iin ¢ok
giiclii bir indiikleyicisidir. Farelerde yiiksek doz rifampsinin etkilerini arastiran bir
caligmada ise yiiksek doz rifampisinin PXR ’nin niikleer birikimini arttirdig1, indirekt
aktivasyonunu sagladigi ve CYP3A4’lin de dahil oldugu PXR hedef genlerinin
ekspresyonunda artig oldugu goriilmiistiir (56). PXR’nin fonksiyonu farkli kinazlar
tarafindan fosforilasyonla modiile edilir. In vitro yapilan bagka bir caliymada
CYP3A4’iin PXR aracili indiiksiyonunda c-Jun-N-Terminal kinazlarin ve diger
muhtemel kinazlarin fonksiyonu arastirilmistir (57). JNK inhibitorii ile muamele
edildiginde CYP3A4’iin PXR aracili indiiksiyonunun yani1 sira gen ekspresyonu ve
enzim aktivitesinin de azaldigi goriilmiistiir. SIRNA ile JNK susturuldugunda ise
aktivatorii kabul edilen rifampisin kaynakli CYP3A4 indiiksiyonu zayiflamistr.
Ayrica JNK inhibitérii rifampisin kaynakli JNK aktivasyonunu da azaltnmstur. RIF ile
muamele Onceki ¢alismalarla benzer sekilde PXR niikleer seviyelerini ve CYP3A4

promotdriine baglanmasini arttirirken, JNK inhibitoriiyle bu etkiler zayiflamistir. Tim
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sonuclar goz Oniine alindiginda c¢alismacilar, JNK'nin PXR aracili CYP3A4
indiiksiyonunun mekanik regiilatérii olabilecegini One siirmektedir. Baska bir
calismada ise MIRNA-18a-5p gibi davranan molekiiller hiicrelere eklendiginde
PXR’nin mMRNA ve protein diizeylerini azaltti§i, PXR negatif regiilatorii oldugu
goriilmiistiir. Ayrica bu azalma CYP3A4 gibi PXR hedef genlerinde de olmustur (58).
Ortama miRNA gibi davranan molekiillerin eklenmesi s6z konusu olmadan sadece
rifampisin ile muamele edildiginde ise endojen miRNA-18a-5p ekspresyonu azalmais,
PXR iizerindeki bask1 azaltilmistir. miR-18a-5p'nin baskilanmasi hiicre invazyonunun
inhibisyonu ile iligkilendirilmistir ve apoptozu tesvik etmistir. Rifampisinden de PXR

agonisti olarak s6z edilmektedir.

Umeda ve arkadaslarinin cesitli transgenik fareler kullanarak yaptigi bir
caligmada, rifampsinin AP ve tau karsiti etkileri incelenmistir. Bir ay kullanilan
rifampisinin, AR oligomer birikimini, tau hiperfosforilasyonunu, sinaps kaybini ve
mikroglial aktivasyonu doz bagimli olarak azalttig1, hafizayr gelistirdigi goriilmiistiir
(59). Bunlara ek olarak da rifampisinin hippokampiiste kaspaz-3 aktivasyonunu ve
mitokondriden sitokrom ¢ salinimini azalttarak antiapoptotik etkiler sagladigi
goriilmistir. Ve otofaji  lizozomal fonksiyonu  restorasyonunu uyardigi

distiniilmektedir.

Ilagla diizenli olarak tedavi edilen leprali hastalarda daha az oranda demans
goriildiigiiniin  yayinlanmasindan sonra Namba ve arkadaglari noropatolojik
isaretcilere bakmak i¢in postmortem beyin analizlerini iceren bir deney tasarimi
yaparak yillardir rifampisinle tedavi edilen ve demans 6ykiisii bulunmayan 16 lepral
hasta ile 140 demans Oykiisii bulunmayan yasli bireyin temporal lob, hippokampiis,
parahippokampal bolge ve oksipitotemporal bolgedeki norofibriler yumru (NFT) ve
senil plak miktarin1 karsilastirdilar, NFT miktarinda herhangi bir beyin bolgesinde
farkliliga rastalanmasa bile leprali yash grubu yaslari uygun kontrollerle
karsilastirdiklarinda incelenen biitiin beyin bolgelerinde olagandisi sekilde senil plak
yoklugu gormiislerdir (60). Ancak antilepra ilaglarinin (dapson, rifampisin,
klofazimin, minomisin veya ofloksasin) benzer koruyucu etkisi 196 leprali yaslh
hastay1r demans skalalar1 tizerinden degerlendiren bagka bir caligmada goriilmemistir
(61). Ayni ¢aligmanin devaminda antilepra ilaglarin in vitro olarak AP toksisitesi

tizerine etkileri incelenmis; ilaglar kombine veya ayr1 ayr1 denenmis, 4 giin sonrasinda
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kiiltiirlerdeki hiicre canliligt 6l¢iilmiis ve AP toksisitesine karsi koruyucu ya da toksik

bir etkiye isaret eden anlamli bir bulguya rastlanmamustir.

Hafiften ortaya kadar farkli derecelerde AH’na sahip hastalarda yapilan
randomize kontrollii bir ¢aligmada rifampisin ve deokisiklinin SADAS-cog kognitif
fonksiyonlardaki progresif gerilemeyi azalttigi gorilmiistiir. Altta yatan olasi
mekanizma olarak da amiloid birikimi karsiti etkileri ve anti-inflamatuar etkisi

gosterilmistir (62).

Doksisiklin ~ ve  rifampisinin  AH  progresyonunu  durdudugu veya
yavagslatabilecegi hipotezi tizerine kurulan bir baska klinik ¢aligmada 406 hasta 12 ay
boyunca ilaglarin tek tek, beraber oldugu ve plasebo kontrol gruplarina ayrilip ilag
tedavisi uygulanmis, SADAS-cog ve CDR, giinliik yasam aktivitesi skorlarina gore
ilaglarin plasebo grubuna gére AH grubunda kognisyon ve fonksiyonda anlamli bir

yararli etkisi goriilmemistir (63).

lizuka ve arkadaslarinin FDG-PET kullanarak yaptiklari retrospektif ¢alismada,
rifampisinin demans Oncesi asamada giinliik 450 mg 12 ay veya daha fazla siire
kullanildiginda koruyucu etki saglayabilecegi One siriilmistiir. Ayrica rifampisin
tedavisinin, demans Oncesi asamada (posterior singulat korteksteki) metabolik
bozukluklar1 ve kognitif bozukluklar iyilestirdigi (SMMT) veya stabilize ettigi uzun
stireli takipte de bu degisikliklerin korundugu gosterilmistir. Bunun yaninda, uygun
doz ve tedavi siiresinin posterior singulat korteksteki FDG alimini iyilestirdigi ve

bunun SMMT skorlarina yansidigi goriilmistiir (64).

Tiim bu sonuclar goz oniinde bulunduruldugunda, rifampisinin nérodejeneratif
hastaliklara kars1 onleyici ilaglar i¢in oral kullanim, diisiik olumsuz etki, hiicre i¢i ve
dis1 norotoksik oligomerlerin azaltilmasinda 1yi etkinlik gibi gerekli 6zelliklere sahip
oldugu, bu sayede rifampisin Alzheimer hastaliinin ve diger noérodejeneratif
hastaliklarin 6nlenmesi i¢in {imit verici, kullanima hazir bir ila¢ olabilecegi 6ne

stirilmektedir (47, 64).
4.4.2.2. Rifampisin ve Parkinson Hastahig

Rifampisinin protektif etkiler gosterdigi one siiriilen bir nérodejeneratif hastalik

grubu ise Parkinson hastaligidir. PC12 hiicrelerinde rotenon ile indiiklenen
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dejenerasyon in vitro stabil bir Parkinson deneysel modeli olarak kabul edilir (65). Bu
model kullanilarak yapilan bir c¢aligmada rifampisin 6n muamelesinin PC12
hiicrelerini rotenon ile indiiklenen apoptoza karsi, 6nemli posttranskripsiyonel
modifikasyonlardan biri olan, a-siniikleini daha ¢oziinebilir ve daha az toksik hale
getirerek a-siniiklein SUMOIlasyonunu indiikleyerek korudugu gosterilmistir (66).
Calismada rifampisin uygulanan grupta kontrol gruplarina kiyasla 1,5 kat daha fazla
SUMOlasyon proteini (SUMO1, SUMO2/3) ve SUMOlasyon ile iliskili UBS-9
enziminde upregiilasyon goriilmistir ve bu bulgulara dayanarak rifampisinin
norotoksisiteye karsi koruyucu olarak kullanilabilecegi 6ne siirtilmiistiir. Bir calismada
ise rifampisinin PC12 hiicrelerinde rotenon ile indiiklenen dejenerasyona karsi
meydana getirdigi koruyucu hiicresel yanitlari ortaya ¢gikaran mekanizmalar kapsamli
proteomiks verileri ile incelenmis, rifampisin uygulanan PC12 hiicrelerinde
sitoproteksiyon ve hiicre sagkaliminda 6nemli bir rol oynayan bir saperon proteini olan
GRP78’ in upregiile ve aktive oldugu goriilmiistiir (65). GRP78, katlanmamis protein
yanitim1 (UPR- unfolded protein response) karakterize eder. UPR, endoplazmik
retikulum stresinde yanlis katlanmis proteinlerin birikimine yanit olarak olusturulan
hiicresel bir savunma sistemidir. UPR, GRP78’in ekspreyonunu indiikler. RNA yolu
ile GRP78 susturuldugunda rifampisinin protektif etkisinin zayifladigir goriilmiistiir,
rifampisinin rotenon ile indiiklenen hiicre hasarma karsi noronlari korumak igin

GRP78’1 indiikledigi sonucuna varilmaistir.

Bir diger in vitro ¢aligmada ise, Parkinson hastaligini modellemek iizere insan
noroblastoma hiicre hattina rotenon uygulanmig ve dopaminerjik ndron
dejenerasyonuna benzer sekilde apoptoz tetiklenmistir (67). Bu hiicre hatlarina
rotenon 6ncesi rifampisin uygulamasi yapildiginda, hiicre canliliginin artig1, CREB ve
Akt fosforilasyonunun arttigi, GSK-3p aktivitesinin ise baskilandigi goriilmiistiir.
Rifampisin 6n muamelesinin rotenoneun indiikledigi apoptoza kars1 ndroprotektif etki
gosterdigi, bunu da PI3K/Akt/GSK-3B/CREB sinyalizasyonu iizerinden sagladigi

sonucuna varilmistir.

Bagka bir c¢aligmada ise rifampisinin doz bagimli sekilde a-siniiklein
fibrilasyonunu inhibe ettigi var olan fibrilleri ayristirdigi, monomerik ve ¢oziinebilir
oligomerik formlarin1 stabilize ettigi ve ayrica anaerobik kosullarda rifampisinin

inhibitor etkisinin zayifladigi goriilmiistiir. Bu inhibisyonun ¢ogunlugundan oksidatif
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tirtinlerinin sorumlu oldugu gosterilmistir (6). Rifampisinin daha uzun siire inkiibe

edildiginde daha giiclii inhibitdr etki yaptig1 one siiriilmiistiir.

PH'da substantia nigradaki dopaminerjik néronlarin apotozuna neden olan
mekanizmalara iliskin 6nemli bilgiler, nérotoksin MPTP kullanilarak elde edilmistir.
Insanlarda, insan olmayan primatlarda (maymunlar gibi) ve kemirgenler (siganlar ve
fareler gibi) bu ajan ile muamele edilmesi, ciddi ve geri doniisiimsiiz bir PH benzeri
sendrom baglatmaktadir. MPTP ile indiiklenen norotoksisite ¢ok kullanilan bir in vivo
Parkinson modelidir. MPP+ ise, MPTP’nin aktif metabolitidir ve in vivo MPTP,
astroglial hiicreler tarafindan MPP+’ya metabolize edilir ve ardindan dopamin
tasiyicist tarafindan dopaminerjik noéronlara alimir. MPP+, nérotoksik etkilerini,
hidrojen zincirinin kompleks I aktivitesinin inhibisyonu ve ayrica lipid peroksidasyonu
indiiksiyonu ile gosterir ve serbest radikal iiretimine neden olur. MPP+ ile indiiklenen
hiicre 6liimii ayn1 zamanda apoptotik kaskat elemanlarinin aktivasyonu ile iliskilidir

(5, 10).

Bagka bir c¢alismada ise PC12 hiicrelerinde rifampisin 6n-muamelesinin o-
siniiklein oligomer ve/veya agregatlarinin ekspresyonunu arttiran, apoptotik ve
nekrotik yolaklar1 aktive eden MPP+ toksik yeteneklerini nasil etkileyecegi
incelenmis, rifampisin doz bagimli sekilde hiicrelerin apoptozunu baskilayarak
sagkalimini arttirmis, alfa siniiklein ekpresyonunu azaltmistir ve néroprotektif etkili

bir ajan olabilecegi yoniindeki sonuglara katki saglamistir (7).

Kilig ve arkadaslari rifampsinin antioksidatif ve antiapoptotik etkilerini
incelemek i¢in olusturduklari ¢aligmada in vitro dopaminerjik néronlarda MPP+ ile
indiikklenen hiicre Olimiine rifampisinin etkisini aragtirmig, rifampisin  6n-
muamelesinin MPP+ toksisitesinde doz bagimli olarak néronal sagkalimi arttirdigi
goriilmistiir (5). Ayrica rifampisin‘in pro-apoptotik Bax'in ekspresyonunu azalttigi ve
Bcl-2, Bcl-XL ve XIAP, clAP2, FLIPs gibi anti-apoptotik gen iiriinlerinin
ekspresyonunu arttirdigi, bu proteinler araciligiyla apoptozu engelleyebilecegi,
apoptotik yolaklarin aktivasyonunu ve oksidatif stresi igeren hiicre Oliimiinii
parametrelerinde norodejenerasyonu Onleyebildigini 6ne slriilmiistiir. Ayrica

literatlirde Bcl-2 geninin hayatta kalma ile iligkili olarak, serbest oksijen radikallerine
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kars1 protektif bir etki sagladigi ve asir1 ekspresyonunun ndéronlarit aksotominin
indiikledigi hiicre 6liimiine kars1 koruyabilecegi 6ne siiriilmiistiir (22).

Farelerde MPTP ile indiiklenen néronal hasara kars: rifampisin, oksidatif stresi
azaltmus, lipid peroksidasyonunu ve serbest radikal iiretimini 6nemli 6l¢iide inhibe

etmig, MPTP ile indiiklenen ndrotoksisiteyi azaltmistir (10).

Ayrica Parkinson hastalarinin nigrostriatal motor sisteminde Sigma-1 reseptor
alt tipi (c1R) yogunlugu azalmaktadir. 1R susturuldugunda a-siniiklein birikimini ve
fosforilasyonu artarak dopaminerjik noron kayb1 ve motor koordinasyon bozukluguna
neden olmustur (68). Bu fareler intraperitonal enjeksiyon yoluyla rifampisin ile tedavi
edildiginde a-siniiklein oligomerlerinin artis1 ve dopaminerjik néron kaybinin azaldigi

ve motor koordinasyonun gelistigi gosterilmistir.
4.4.2.3. Rifampisin ve Noroinflamasyon

Rotenonun mikroglia aktivasyonunu ve PH'daki pro-inflamatuar faktorlerin
olusumunu indiikledigini gosterilmistir. Rifampisin 6n-muamelesi rotenon ile
olusturulan hiicre toksisitesini, IL-1B gen ekspresyonunu, olgunlagmasini ve hiicre i¢i
serbest radikal miktarin1 azaltip, mitokondrial membran potansiyel kaybini tersine
cevirdigi gosterilmistir (69). Ayni ekibin yaptigi devam niteliginde bir ¢alismada ise
rotenon Oncesi uygulanan rifampisinin mikroglial hiicre aktivasyonunu, mikrolial
hiicrelerden IL-1pB, IL6 gibi pro-inflamatuar sitokin salinimini, mikroglia kaynakli
norotoksisiteyi ve hiicre i¢i serbest radikal miktarini azalttigi ve mitokondrial
potansiyel kaybimni tersine g¢evirdigi gorilmiistir (70). Lizozomal fonksiyonlarin
modiilasyonu ile mitokondriyal otofajiyi arttirdigi boylelikle serbest radikal {iretimini

azalttig1 one strilmiustiir.

Rifampisinin baska bir in vitro ¢aligmada lipopolisakkarit ile uyarilan mikroglial
hiicrelerdeki aktivasyona rifampisinin etkisi incelenmis, proinflamatuar mediatorlerin
ekspresyonunu saglayan transkripsiyon faktorii NF-kB’nin inhibe olmasini sagladigi,
pro-inflammatuar sitokinlerin tiretimini azaltigi, sagkalimi anlamli sekilde arttirdig
goriilmiistiir (8). Ayrica rifampsinin potansiyel néroprotektif ve anti-inflamatuar ajan

olabicegini fikri ortaya atilmistir.
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4.4.2.4. Rifampisin ve Serebral Iskemi

Yulug ve arkadaglarinin yaptigi caligmada farelerde kalici serebral iskemi
uygulanmasindan hemen 6nce ve gegici serebral iskemi prosediiriinden 30 dk. sonra
intraperitonal olarak uygulanan rifampisinin beyin hasarin etkili bir sekilde azalttigi,
hayatta kalan néron sayisini arttirdigi goriilmistiir (2). Rifampsinin hem apoptotik

hem nekroz benzeri yaralanmalari 6nledigi savunulmustur.

Bagka bir ¢alismada ise 2 saatlik gecici serebral iskemide verilen yiiksek doz
kortikosteroidlerin, bolgesel serebral kan akisini arttirdigi, endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS) aktivitesini sagladigi, serebral enfarktiis boyutunun ise azalmasina
neden oldugu gozlenmis ve glikokortikoid reseptor antagonisti kullanildiginda ise bu
etkilerin ortadan kalktigi goriilmiistiir. Rifampisinin glikokortikoid reseptor tizerindeki

agonist aktivitesi yoluyla benzer etkiler ortaya ¢ikarabilecegi one siirtilmistiir (71).
4.4.2.5. Rifampisin ve Menenjit

Serbest radikaller, bakteriyel menenjit fizyopatolojisinde anahtar aracilar olarak
kabul edilir. In vivo menejit modellerinde rifampisin ile tedavi edilen gruplarda
serebrospinal sividaki oksidatif stres belirteclerinin konsantrasyonunu ve dentat
girustaki apoptotik ndron yogunlugu azaltmistir (11). Ayrica aymi ¢alismada
rifampisin ile tedavi edilen gruplarda serebrospinal siv1 fagositlerindeki serbest radikal
iiretimi rifampisin ile tedavi edilen grupta standart sekilde tedavi edilen gruba kiyasla
anlamli derecede azalmistir. Intraserebral S.pneumoniae ile enfekte edilen farelerde
tek doz rifampisin aliminin bile proinflamatuar bakteri bilesenlerinin salinimini
anlamli derecede azalttigi ve 3 giinliilk tedavi programinin sonucunda mortaliteyi
%49’dan %26’ya disiirdiigli goriilmiistir (72). Rifampisinin bakteriyal menenjitte

erken mortaliteyi azaltmak i¢in umut verici oldugunun alt1 ¢izilmistir.

Tiiberkiiloz menenjit hastasinin anlatildig1 bir vaka raporunda ise hastaya tani
sonrast 12 ay boyunca rifampisinin de oldugu bir grup antitiiberkiiloz ilag terapisi
uygulanmis ve tedavi sonucunda MRI goriintiilenmesinde anormal gelismelerin tam
olarak diizeldigi goriilmistiir (73). Baska bir ¢aligmada ise tiiberkiilloz menenjit
hastalarinda yapilan randomize kontrollii faz 2 ¢alismasinda iki haftalik
yogunlastirilmis rifampisin ve moxiloxacin tedavisi hastalarda sagkalimi arttirmistir

(74).
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Akut bakterial menenjitli cocuklarda yapilan randomize kontrollii bir ¢aligmada
ise standart bakteriyolitik antibiyotiklerin neden oldugu néronal hasar ve morbiditeye
kars1 bakteriyolitik antibiyotiklerden 30 dk. 6énce tek doz alinan nonbakteriyolitik
antibiyotik rifampisinin serebrospinal sividaki inflamatuar belirtegleri, ndronal hasari,

morbidite ve norolojik bozukluklart anlamli sekilde azalttigi goriilmiistiir (75).

Hasar sonrasi etkin bir sinir koruyucu tedavi heniiz mevcut olmasa da
patogenezinde 6nemli 6lgiide oksidatif siire¢ ve apoptotik aktivasyon yer alir (18).
Rifampisinin noroprotektif mekanizmalarda etkinliginin vurgulayan yukaridaki
literatiir 15181nda bu calismada akson hasar1 sonrasinda meydana gelen bu dejeneratif
degisikliklere karsin rifampisin noroprotektif, antioksidatif, antiapoptotik etkilerinin
in vitro aksotomi modelinde sagkalima ve nororejenerasyona etkisinin arastirilmasi

planland.
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5. METOD VE MATERYAL

Yenidogan balb-c farelerden izole edilen kortikal noronlara farkli dozlarda

rifampisin uygulamasi ardindan aksotomi yapildi. Sonrasinda analizler ve kontrol

gruplartyla karsilastirmalar yapilarak rifampisinin rejenerasyona etkisi aragtirildi.

5.1.Deney hayvanlari

Calismamizda yenidogan (0-1 giinliik) Balb-c 1rk1 albino fareler kullanildi. Fareler,

Istanbul Medipol Universitesi Tip Arastirmalar1 Merkezi (MEDITAM) *nden temin

edildi. Caligma igin Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan etik kurul onay1 (38828770-604.01.01-E.35858) alindi.

5.2.Kullanilan Malzemeler

B-27® Serum-Free Supplement,
liquid 50X

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
L-15 Medium (Leibovitz) Without LA L5588
L-glutamine,  liquid,  sterile-
filtered, suitable for cell culture
NEUROBASAL-A MEDIUM 1x | G'BCO 10888022
LIFE TECH
HIBERNATE A 500ml LIFE | C'BCO A1247501
TECH-
Deoxyribonuclease | from bovine | BIOMATIK A2442
pancreas

LIFE TECH-GIBCO | 17504044
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Papain  from papaya latex
lyophilized powder, >10 units/mg

protein

SIGMA

P4762 -100mg

GlutaMAX™-| Supplement 100X INVITROGEN 35050061
GIBCO
ThermoFisher

Triton-X-100 SIGMA T8787-100ml

PBS Tablets, 100 tablets Thermo Fisher 18912014

P4417 -100 TB Phosphate buffered | S/CMA A360250

saline

Antibiotic Antimycotic Solution S OSERE XC-A110/100

(100x), Stabilized, with 10,000

units penicillin, 10 mg

streptomycin ~ and 25 ug

amphotericin B per mL, sterile-

filtered, BioReagent, suitable for

cell culture

Poly-L-lysine hydrobromide mol SIGMA P6282

wt 70,000-150,000, lyophilized

powder, y-irradiated, BioXtra,

suitable for cell culture

35 mm cam tabanli petri WPI FD35-100
NEST 60102

Centrifuge Tube 15ml
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35 mm plastik tabanli petri ThermoFisher 153066

Scientific
Hanks’ Balanced Salt solution SIGMA H9269
GIBCO 14175

Hanks’ Balanced Salt solution

Pasteur pipettes length: 150 mm / Marientfeld-Superior | 3233049

tip mm:1.3 to 1.4 ext. / 0.8 to 1.0

int.

Propidium iodide solution SIGMA P4864

5.3.Hiicre izolasyonu Oncesi Hazirliklar ve Hiicre eldesi

5.3.1. Kiiltiir Kabimin Hazirlanmasi

Hiicre ekimi i¢in kullanilacak 35 mm’lik cam tabanli petriler diseksiyondan 6nce
kiiltiir kaplarinin yiizeylerinin hidrofilik yapiya gelmesini saglamak amaciyla poli-I-
lisin (PIl) ile kaplandi. 750 wl %10°luk PII, (75ul pll+675 ul sterile distile su) 35
mm’lik steril petriye dagitildi. Petriler 1 saat oda sicakliginda kabin igerisinde
bekletildi. Bir saatin sonunda ise petriler ticer defa distile su ile yikanarak, Pll’den
tamamen arindirildi.

5.3.2.Kiiltiirde Kullanilacak Besiyerlerinin Hazirlanmasi

5.3.2.1.Diseksiyon Besiyeri

Diseksiyon besiyeri, Hybernate A mediumu kullanilarak hazirlandi. Besiyeri
igerisinde %1 antibiyotik, %1 glutamax ve %2 B27 olacak sekilde hazirlandi.
Diseksiyon islemine kadar sogumasi, hafif donmasi i¢in -20°C’de de bekletildi.

5.3.2.2. Kiiltiir Besiyeri

Kiiltiir yapilacagi giin, Leibovitz Mediumu kullanilarak hazirlandi. Kiiltiir
besiyeri %1 antibiyotik, %1 glutamax ve %2 B27 olacak sekilde hazirlandi. Kiiltiir
besiyeri 37°C, %5 CO2’li ortamda kapagi yarim agik sekilde birka¢ dakika
bekletildikten sonra +4°C de kullanim zamanina kadar muhafaza edildi.

5.3.2.3. Hiicre EKimi Besiyeri

Kiiltiir yapilacagi giin, Neurobasal A kullanilarak hazirlandi. Hiicre ekimi

besiyeri %1 antibiyotik, %1 glutamax ve %2 B27 olacak sekilde hazirlandi. Besiyeri
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37°C, %5 CO2’li ortamda kapagi yarim agik sekilde kullanim zamanima kadar

muhafaza edildi.

5.3.3.Diseksiyon

Yenidogan fareler sakrifiye edildikten sonra kafasi, kontaminasyon riskine karsi
%70’lik etanol ile dezenfekte edildi ve soguk diseksiyon besiyeri dolu bir silikon
tabanli petri i¢gine hizlica transfer edildi. Korteks diseksiyonu, mikrocerrahide
kullanilan stereo mikroskop altinda yapildi. Kafatasi orta hattan yapilan bir kesi ile iki
yana ayrilarak beyin dokusu ortaya ¢ikarildi. Serebrumdan ayrilmasi i¢in serebelluma
ve bulbus olfactorius bolgesine enine birer kesi yapildi, ardindan korteks tabakasi
sirayla her iki hemisfer i¢in nazikge kaldirilarak alindi ve korteks tizerindeki meninks

tabakasi ince u¢lu forseps yardimi ile dokuya zarar vermeden siyrilarak temizlendi.

5.3.4.Kiiltiir Protokolii

5.3.4.1.Enzim Inkiibasyonu

20 ul DNAse ve 20 ul papain enzimlerinin, 960 pl kiiltiir besiyeri ile soliisyonu
hazirlandi. lyice pipetaj yapilarak soliisyon homojen hale getirildi. Ardindan ¢ikarilan
korteks dokusu bu soliisyonun bulundugu tiipe aktarildi ve 45 dk oda sicakliginda
ajidatorde inkiibe edildi.

5.3.4.2.Tritiiasyon

Bu asamada enzimle inkiibasyon sonunda doku, dnce ¢ap1 2 mm ile baslayan ve
giderek daralan pipet ug¢lar1 (ucu kesik 1000 pl’lik pipet ucu, sonra ucu kesik 200 pl’lik
pipet ucu, sonra ucu kesik 10 pl’lik pipet ucu) ile pipetaj ve son olarak pastor pipeti ile
pipetaj yapildi. Sonrasinda supernatant temiz bir falcon tiipe alindi. Altta kalan
hiicrelerin tizerine 1 ml kiiltiir besiyeri eklendikten sonra 10 tekrarli pastor pipeti
tritiirasyonu yapildi. Bir dakika bekletildi, supernatant alinip bir 6nceki asamada
ayrilan hiicrelere eklendi. Son kez kiiltiir besiyeri kalan kisma eklendi ve 10 kez pastor
pipeti tritiirasyonu yapildi. Siipernatant diger hiicrelere eklendi. Bu islemlerin ardindan
doku mekanik olarak parcalandi, hiicreler ayristirildi.

5.3.4.3. Santrifiij

Hiicre stispansiyonu 4°C’ye sogutulmus santrifiijde 3 dakika 800 RPM’de
¢oktiiriildii. Supernatant atildi. Kalan hiicrelerin iizerine 5 ml %20 FBS’li kiiltiir
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besiyeri eklendi ve 10 dakika bekletildi. Hiicreler ikinci kez 800 RPM’de 3 dk sanrifu;j
edildi. Santriflij sonunda supernatant uzaklastirildi.

5.3.4.4. Hiicre Ekimi

Coken hiicrelerin iizerine 1 ml hiicre ekimi besiyeri eklendi. Daha sonra
hematositometre yardimi ile hiicre sayimi yapildi. Her petride esit sayida olacak
sekilde onceden PlI ile kaplanmis olan 35 mm ¢apli cam tabanli petrilere ekim besiyeri
ile birlikte toplam 500 pl hacimde olacak sekilde ekildi. Hiicreler petriye ekildikten
sonra petri tabanina yapismalari ig¢in 2saat boyunca inkiibatérde (37°C, %5 CO»)
tutuldu. iki saatin sonunda petri bagma 1000 pl kiiltiir besiyeri olacak sekilde besiyeri
eklendi.

5.4. Rifampisin Eklenmesi

Primer Noron kiiltiiri tamamlandiktan sonra hiicreler 5 farkli gruba ayrildi. Daha
once yapilan ¢alismalardan edinilen bilgilerle birinci gruba 1 pM, ikinci gruba 10 uM
ve {iglincii gruba ise 100 uM 37°C PBS de ¢6zdiiriilen (76)(5) rifampisin soliisyonlari
primer kortikal noron kiiltliriiniin yapilmasindan 23 saat 45 dakika sonra néronlarin
besiyerine eklendi. Dérdiincii gruba rifampisin uygulanmadan kontrol grup olarak
aksotomi uygulamasi yapildi. Besinci gruba ise herhangi bir islem yapilmadi, saglikli
kontrol grubu olarak kullanildi. Ekleme isleminden hemen sonra ise lazer

mikrodiseksiyon mikroskobu ile aksotomi yapildi.

5.5. Aksotomi Protokoliiniin Uygulanmasi

Kortikal ndronlara aksotomi yapmak i¢in PALM  CombiSystem
(MicroDissection and MicroTweezers System) kullanildi. Aksotomi esnasinda petriler
sisteme ait olan 37°C/%5 CO2’li inkiibator kisminda tutuldu.

Laser aksotomi protokoliiyle aksonal hasar gerceklestirildi (77). Aksotomi
islemi ultraviole laser kullanarak 20x kuru objektif altinda gerceklestirildi. Hiicreler
kiltiire edildikten 24 saat sonra gergeklestirilen aksotomi hiicre govdesinden en az bir
hiicre gévdesi ¢ap1 uzakliktan uygulandi. Noron gévdesi ¢ap1 ve akson uzunluklari ise
yazilim ile 6lgiildi. Palm CombiSystemin navigasyon 6zelligi kullanilarak kesilen

noronlarin yerleri kayit altina alind1.
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5.6. Propidium Iyodiir Boyamasi

Propidium iyodiir (Pl) membran biitiinliigii bozulmus (6lii) hiicreleri boyarken
membran biitliinliigli korunan canli hiicreler bu boyama sirasinda boyanmadan kalirlar.
Aksotomi protokolii uygulandiktan 24 saat sonra her bir petri medyumunun igerisine
1,5 ul PI soliisyonu eklendi. On dakika inkiibasyon siiresi sonunda PI ile boyanan 6lii
hiicreler floresan mikroskopu ile tespit edilir hale geldi. Boylelikle noronlarin

aksotomi sonrasi sagkalim orani belirlendi.
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6.BULGULAR

Yenidogan balb-c farelerden izole edilen kortikal néronlar sirasiyla 1, 10 ve 100
uM rifampisin dozlar1 ile 15 dk inkiibe edildikten sonra laser mikrodiseksiyon
mikroskopu ile aksotomi yapildi. Sonrasinda yapilan PI boyamasi ile rifampisin ve
kontrol gruplariyla karsilastirmalar yapilarak rifampisinin ndrodejeneratif siireglere

kars1 noronal sagkalima dolayisi ile nérorejenerasyona olan etkisi arastirildi.

Resim 6.1. Ekim yapildiktan 1 saat sonra ndronlarin 20x objektifle 151k mikroskop

goriintiileri
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Resim 6.2. Ekim yapildiktan 1 saat sonra néronlarin 40x objektifle 151k mikroskop

goriintiileri

Resim 6.3. Ekim yapildiktan 20 saat sonra noronlarin 20x objektifle 151k mikroskop

goriintiileri
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Resim 6.4. Ekim yapildiktan 20 saat sonra noronlarin 40x objektifle 151tk mikroskop

goriintiileri

PI boyama sonrasinda yapilan analizlerde deney gruplariyla es alanlar
karslilagtirildiginda saglikli kontrol grubunda %73,6, aksotomi kontrol grubunda ise

%36,6 oraninda hiicresel sagkalim goriildii.

Resim 6.5. 1uM RIF grubunun aksotomi &ncesi ve PI boyama sonrasi goriintiileri.

1uM RIF grubunda Sagkalim %51,7 goriildii. Sagkalim oraninda aksotomi

kontrol grubuna gore artis saptandi.
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Resim 6.6. 10uM RIF grubunun aksotomi éncesi ve PI boyama sonras goriintiileri.

10uM RIF grubunda sagkalim %60,7 goriildii. Sagkalim oraninda aksotomi
kontrol grubuna gore artis saptandi.

Resim 6.7. 100uM RIF grubunun aksotomi &ncesi ve PI boyama sonras1 gériintiileri.

100uM RIF grubunda ise sagkalim %55,5 goriildii. Sagkalim oraninda aksotomi
kontrol grubuna gore artig saptandi.
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HUCRESEL SAGKALIM

80,00% 73,60%

70,00%
60,71%
9 55,55%
60,00% 51.72% o
50,00%
40[00% 36,66%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%

SAGLIKLI  RIFAMPISIN  RIFAMPSIN ~ RIFAMPISIN ~ AKSOTOMi
KONTROL 1uM 10uM 100pM KONTROL

Sekil.6.1. Deney gruplarindaki hiicresel sagkalim degerleri

Pl boyama sonrasinda yapilan analizlerde, saglikli kontrol grubunda %73,6
goriilen hiicresel sagkalim, tiim RIF gruplarinda aksotomi kontrol grubuyla
kiyaslandiginda yiikseldi ancak doza bagimli bir artis gozlenmedi.
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7-TARTISMA

Rifampisin, in vivo, in vitro c¢esitli norodejeneratif hastalik modellerinde
noroprotektif, anti-apoptotik, anti-oksidatif, anti-inflamatuar etkiler tirettigi bildirilen
esasen Mycobacterium tuberculosis, M. leprae ve diger mikobakteriyel enfeksiyonlara
kars1 yaygin olarak kullanilan genis spekturumlu bir antibiyotiktir. AH, PH, menejit,
serebral iskemi, ndroinflamasyon rifampisinin protektif etkiler {rettigi bilinen

norodejeneratif durumlardir (3).

RIF’in mitokondriyal oksidatif stresin bastirilmasi, serbest radikal siipiiriicii
etkisi, AP ve aSyn karsit1 etkileri, anti-inflamatuar etkileri, pro-apoptotik proteinlerin
ekspresyonunu azaltarak ve anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu arttirarak
protektif, anti-apoptotik, rejeneratif etkiler gosterdigi pek ¢ok ¢alisma ile gosterilmistir
(3,5). Aksotomi ise, kontrollii, bilyiimeye izin veren bir ortamda hasarli aksonlarin
biiylime kapasiteleri lizerindeki dissal ve i¢sel faktorlerin etkisini incelemeye olanak

taniyan 6zel bir aksonal hasar modelidir (12).

MSS noéronlarinda, aksonal yaralanma patogenezinde onemli 6l¢iide oksidatif
siire¢ ve apoptotik aktivasyon yer alir. MSS’de aksonal hasar sonrasi dejenerasyonu
tetikleyici olaylarm; hiicre dis1 ve hiicre i¢i depolardan sitoplazmaya Ca*? akisinin
artmasi, aksonal transportun durdurulmasi, serbest radikallerin olusmasi, kaspaz
aktivasyonu oldugu diigiiniilmektedir. Sonugta ndronda dejeneratif siirecler ve dolayisi

ile proaktif bir 6lim programu tetiklenmektedir (13, 77, 78).

Rifampisinin ndroprotektif mekanizmalarda etkinliginin vurgulayan literatiir
1s518inda bu calismada akson hasari sonrasinda meydana gelen bu dejeneratif
degisikliklere karsin rifampisin néroprotektif, anti-oksidatif, anti-apoptotik etkilerinin
in vitro aksotomi modelinde sagkalima ve ndrorejenerasyona etkisinin arastirilmasi
planlandi. Bu baglamda yenidogan balb-c farelerden izole edilen kortikal ndronlara
aksotomi Oncesi, literatiirle uyumlu sekilde 1, 10 ve 100 uM olacak sekilde iig¢ ayri
doz rifampisin ile muamele edildi. Sonrasinda yapilan PI boyamasi ile rifampisin ve
konrol gruplariyla karsilastirmalar yapilarak rifampisinin ndrodejeneratif siireclere

kars1 hiicresel sagkalima olan etkisi aragtirildu.
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Yapilan analizler sonucunda; saglikli kontrol grubunda %73,60 hiicresel
sagkalim s6z konusu iken pek ¢ok apoptotik, oksidatif gen iiriinlerinin ifadesi gibi
dejeneratif siireclerin tetiklendigi aksotomi kontrol grubunda ise %36,66 oraninda
sagkalim goriildii. Sagkalim 1uM RIF grubunda %51,72; 10uM RIF grubunda
%60,71; 100uM RIF grubunda ise %55,55 goriildii.

Benzer sekilde Kili¢ ve arkadaslari, rifampisinin anti-oksidatif ve anti-apoptotik
etkilerini incelemek icin olusturduklar1 calismada in vitro dopaminejik ndron
kiiltiirlerine 1, 10 ve 100 uM rifampisin dozlarinda 6n muamelesinin doz bagiml
noronal sagkalimi arttirdigini ve ndérodejenerasyonu inhibe ettigini gostermistir (5).
Tomiyama ve arkadaslari, 10 ve 100 uM dozlarinda rifampisin 6n-muamelesinin
Alzheimer hastaliginin baslica belirteglerinden olan sentetik amiloid-p’nin fibril
formasyonunu ve toplanmasini onledigi, hiicreleri AP’nin tetikledigi toksisiteden
serbest radikal siipiiriicii etkisi ile anlamli sekilde korudugunu gostermistir. Ancak 1
uM rifampisin 6n-muamelesinin anlamli bir etkisi goriilmemistir (4). Bir sekonder
kiiltiir calismasinda ise 100 pM RIF 6nmuamelesinin hiicreleri rotenon ile indiiklenen
apoptoza kars1 korudugu goriilmiistiir (67). Baska bir ¢alismada ise PC12 hiicrelerinde
MPP+ toksisitesine karsin 100 uM rifampisin hiicrelerin apoptozunu baskilayarak
sagkalimin arttirmis, a-siniiklein ekpresyonunu azaltmis ve ndroprotektif etkili bir

ajan olabilecegi yoniindeki sonuglara katki saglamistir (7).

Calisma sonuglarinda benzer sekilde RIF deney gruplarinda patolojik modele
karsin goriilen bu yiiksek sagkalim, RIF 6nmuamelesinin dejeneratif siireglerin
tetiklendigi aksonal yaralanma modelinde de MSS noéronlar1 hasar sonrasi pek ¢ok
igsel ve dissal inhibitoér etkilere maruz kalmasina ragmen (32), oksidatif stresi
bastirabilme yetenegi, serbest radikal siipiiriicii etkisi, pro-apoptotik ve anti-apoptotik
proteinlerin  ekspresyonunu diizenleyerek sagladigi disiiniilmektedir  (3,5).
Calismamizin sonuglarindan yola ¢ikilarak RIF’in apoptotik yolaklarm aktivasyonunu
ve oksidatif stresi igeren hiicre Oliimiinii ve ndrodejenerasyonu Onleyebildigi

diistiniildii.
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RiF’in ¢ok c¢esitli norodejeneratif modellerde kullanilan nérodejenerasyon
karsit1, oksidatif, apoptotik, protektif, rejeneratif etkileri, daha 6nce kullanilmamais bir

model olan kortikal néronlardaki aksonal yaralanma modelinde gésterildi.
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8-SONUC

Sonuglar rifampisini, kortikal néronlarda aksotomi sonrasi anti-oksidatif ve anti-
apoptotik mekanizmalar1 iceren noronal hiicre dejenerasyonunun {iistesinden gelen
potansiyel bir néroprotektdr ajan olarak desteklemektedir. RIF, MSS hasarlar1 sonrasi
kullanilabilecek terapotik yaklasimlardan birisi olarak siiregte kendine yer edinebilir

ancak, sonuglar1 daha iyi yorumlayabilmek igin ileri galismalara ihtiyag¢ vardir.
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