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OZET

COVID-19 TEDAVISINDE KULLANILAN ILACLARIN
INSAN BOBREK HUCRE HATTI UZERINE ETKILERININ
IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

Ozge OZERDEM ILIK

Biyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Duygu YASAR SIRIN

COVID-19 olarak adlandirilan ve 2019 yil1 itibari ile tiim diinyay1 etkileyen SARS-CoV-2"ye
kars1 6zgiil bir tedavinin bulunmamasi, hali hazirda baska hastaliklarin tedavisinde kullanilan
bazi ilaglarin kullanilmasini giindeme getirmistir. Bu ilaglardan hidroksiklorokin (HCQ),
favipiravir (FVP) ve valproik asit (VPA) pandemi sirasinda siklikla ve yiiksek dozlarda recete
edilmistir. Bu Yiiksek Lisans Tez ¢alismasinda HEK293T hiicrelerinde HCQ, FVP ve VPA
uygulanmalariin hiicre canliligi, ¢ogalmasi ve morfolojisi ilizerine etkileri MTT analizi ve
AO/PI boyamalar1 kullanilarak, HDAC aktivitesindeki degisim ve bu degisimin anti-
inflamatuar yamt belirtecleri olan IL-6, 1L-10 ve TNF-o ifadesine etkisi ELISA yéntemi
kullanilarak degerlendirilmistir. VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde hiicre canliliginin
devam ettigi herhangi bir hiicre o6limii olmadigi gozlenmistir. Yapilan MTT analizleri
sonucunda VPA uygulanan kiiltiirlerde hiicre proliferasyonunun 24. ve 48. saatte ve HCQ
uygulanan kiiltiirlerde 48. saatte azaldigi, FVP uygulanan kiiltiirlerde ise 24. saatte hiicre
proliferasyonunun azaldigi fakat 48. saatte tekrar artmis oldugu goézlenmistir. Tim deney
gruplarinda HDAC aktivitesinin artmis oldugu belirlenmistir. VPA uygulanan kiiltiirlerde 24.
saatte %20,42 ve 48. saatte %5,77, HCQ uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte % 53,16 ve 48. saate
%54,43 ve FVP uygulanan kiiltlirlerde 24. saatte %164,22 ve 48. saatte % 198,16 artis
gerceklesmistir. HCQ IL-10 ifadesinde artisa, FVP IL-10 ve IL-6 seviyesinde artisa ve VPA
uygulamasi oOzellikle TNF-o ifadesinde artisa neden olmustur. Sonu¢ olarak HDAC
aktivitesindeki artigin IL-10, IL-6 ve TNF-a degisimlerine neden oldugu, VPA uygulamasinin
TNF-a tizerindeki etkisinin HDAC ile iligkili olabilecegi ancak IL-10 ve IL-6 ifadesinden
bagimsiz farkli bir hiicresel yolak ile iliskili olabilecegi gosterilmis ve literatiirde heniiz yer

almayan onemli bulgular raporlanmstir.

Anahtar Kelimeler: Hidroksiklorokin, Favipiravir, Valproik Asit, HEK293T, COVID-19



ABSTRACT

IN VITRO EVALUATION OF THE EFFECTS OF DRUGS USED IN THE
TREATMENT OF COVID-19 ON THE HUMAN KIDNEY CELL LINE

Ozge OZERDEM iLIK
Department of Biology
MSc. Thesis
Supervisor: Dog. Dr. Duygu YASAR SIRIN

The lack of a specific treatment for SARS-CoV-2, which is called COVID-19 has rapidly
affected the whole world as of 2019, has brought the use of some drugs currently used in the
treatment of other diseases. Of these drugs, hydroxychloroquine (HCQ), favipiravir (FVP) and
valproic acid (VPA) have been prescribed frequently and in high doses during the pandemic.
In this Master's Thesis study, the effects of HCQ, FVVP and VPA applications on cell viability,
proliferation and cell morphology in HEK293T cells were determined by using MTT analysis
and AO/PI staining, and the change in HDAC activity and the anti-inflammatory response
markers of this change, IL-6, IL-10 and its effect on TNF-a expression was evaluated using the
ELISA method. In all cultures treated with VPA, HCQ and FVP, it was observed that cell
viability was maintained and no cell death was observed. As a result of MTT analysis, it was
observed that cell proliferation decreased at 24 and 48 hours in cultures treated with VPA and
at 48 hours in cultures treated with HCQ, while cell proliferation decreased at 24 hours in
cultures treated with FVVP, but increased again at 48 hours. It was determined that HDAC
activity was increased in all experimental groups compared to control; 20.42% at 24 hours and
5.77% at 48 hours in cultures treated with VPA, 53.16% at 24 hours and 54.43% at 48 hours in
cultures treated with HCQ, and 164.22% at 24 hours and 198,16% at 48 hours in cultures treated
with FVP. HCQ caused an increase in IL-10 expression, FVP caused an increase in IL-10 and
IL-6 levels, and VPA administration especially increased TNF-o expression. As a result, it has
been shown that the increase in HDAC activity causes changes in IL-10, IL-6 and TNF-a, the
effect of VPA administration on TNF-o may be related to HDAC, but may be related to a
different cellular pathway independent of IL-10 and IL-6 expression and important findings

that have not yet been reported in the literature have been reported.

Keywords: Hydroxychloroquine, Favipiravir, Valproic Acid, HEK293T, COVID-19
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1. GIRIS

Hidroksiklorokin (HCQ) ve Favipiravir (FVP) antiprotozoal, antienflamatuar ve
analjezik etkili ilaclar olarak; 2019 yil1 itibari ile tiim diinyay1 hizla etkileyen ve biiylik halk
saglig1 endiselerine yol agcan, COVID-19 olarak da adlandirilan yeni severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pandemisinin tedavisinde yerini almis durumdadir
(Karaarslan vd., 2020; Boulware vd., 2020). Giincel arastirmalarda HCQ’nun, in-vitro olarak
SARS-CoV-2 viriisiiniin replikasyonunu smirladigi gosterildikten sonra (Meo, Klonoff ve
Akram, 2020) 6zellikle son aylarda, siklikla regete edilmektedir.

Kromatin ve DNA modifikasyonlarinin transkripsiyonel diizeyde gen ifadesinin
kontroliinii sagladig1 bilinmektedir. Histon yapilarinin amino kuyruklarinda olusan ¢esitli post-
translasyonel modifikasyonlarin araciligi ile de proliferasyon dahil bir¢ok biyolojik olay
kontrol edilmektedir (Draker vd., 2012). Kromatin DNA modifikasyonlarinin en
onemlilerinden biri histon asetilasyonudur (Starkova vd., 2019). Asetilasyon ile histonlarin
elektrostatik yiikii degismekte, boylece transkripsiyon faktorlerinin DNA'ya baglanmasi
kolaylasarak, histonun DNA'ya ilgisi azalmaktadir (Zhang vd., 2010). Histonlarin asetilasyon
durumu, histon asetil transferaz ve histon deasetil transferaz enzim aileleri arasindaki iliski
doniisebilir bir denge ile belirlenmektedir. HDAC enzimleri 6nemli hiicresel olaylar
etkilemeleri nedeni ile potansiyel ilaclarin hedefi olmus ve bu enzimleri inhibe edebilen
bilesikler tanimlanarak tedavi protokollerinde yerini almaya baslamistir (Singh, Bishayee ve
Pandey, 2018; Sartor vd., 2019; Xie, Tang ve Hill, 2019; Tsai vd., 2020, Harrison ve Dexter,
2013).

HDAC hiicre boliinmesi, apoptoz ve farklilasma gibi temel hiicresel siirecler iizerinde
etkiye sahip olup, HDAC enzim ailesinin hiicre dongiisii diizenlenmesi, hiicre ¢ogalmasi,
sagkalim, farklilasma, metabolizma, DNA tamiri gibi bir¢ok biyolojik olayla iliskili olmasi
nedeni ile ilag hedefi olma kapasitesi yliksektir. Bu nedenle de HDAC enzimlerinin
aktivasyonlarinin arastirtlmasi popiilarizm kazanmistir (Singh, Bishayee ve Pandey, 2018;
Sartor vd., 2019; Xie, Tang ve Hill, 2019; Tsai vd., 2020, Harrison ve Dexter, 2013). Bunlar
arasinda, basta kanser olmak {izere, spinal muskiiler atrofi, Alzheimer hastaligi, Parkinson,
diyabet, gibi farkli birgok hastalik gruplarinin tedavilerine yonelik HDAC inhibitorleri 6n plana
cikmistir (Singh, Bishayee ve Pandey, 2018; Sartor vd., 2019; Xie, Tang ve Hill, 2019; Tsai
vd., 2020, Harrison ve Dexter, 2013).



Epilepsinin yani sira bipolar ve duygudurum bozukluklarinin tedavisi i¢in klinik
uygulamada kullanilan valproic asit (VPA), HDAC aktivitesini invitro ve invivo olarak inhibe
eder ve histon hiperasetilasyonuna yol agar (Tian vd., 2019; Chen vd., 2018). VPA, organizma
icindeki ¢ok cesitli fonksiyonlar1 diizenleyen, ¢esitli proteinlerdeki lizinden asetil gruplarinin
uzaklastirilmasia katilan histon deasetilazlari hedefler. Bu enzimlerin dengesizligi veya
arizasi, kanser ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesi ile
iliskilidir. VPA, karsinoma hiicrelerinin farklilagmasini indiikler. VPA uygulamasinin timor
bliylimesi ve metastaz olusumu Onemli Ol¢iide azaltilabilir oldugu hayvan deneylerinde

gosterilmistir (Sixto-Lopez, Bello ve Correa-Basurto, 2020).

Bu c¢alismada HCQ veya Favipiravirin HDAC aktivitesi iizerine etkisi ve bu etkinin
imflamasyondan kaynaklanip kaynaklanmadigi HEK293T insan bobrek epitel hiicre hatti
modelinde arastirilmistir. Bu amagcla ¢alismada HDAC aktivitesindeki degisiminin interlokin
6, Interlokin 10 ve Tiimdr Nekroz Faktor o ifadesinde degisime neden olup olmadigi ELISA

yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
1.1. Literatiir Ozeti
1.1.1. HEK293T Hiicre Hatt1

Insan embriyonik bébrek 293 hiicreleri, genellikle HEK 293, HEK-293, 293 hiicreleri
veya HEK hiicreleri olarak da adlandirilir, spontan olarak diisiik materyali olan bir fetiisten elde
edilen insan embriyonik bobrek hiicrelerinden tiiretilen 6liimsiizlestirilmis spesifik bir hiicre

dizisidir (Kavsan, lershov ve Balynska, 2011).

HEK 293 hiicreleri, giivenilir biiyiimeleri ve transfeksiyon egilimleri nedeniyle hiicre
biyolojisi arastirmalarinda uzun yillardir yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica biyoteknoloji
endiistrisi tarafindan gen tedavisi icin terapdtik proteinler ve viriislerin yani sira ¢ok cesitli
kimyasallar i¢in giivenlik testleri tiretmek i¢in kullanilirlar. 293T (veya HEK 293T), SV40
biiyiikk T antijeninin mutant bir versiyonunu ifade eden bir tiirev insan hiicre hattidir (Shaw,

Morse, Ararat ve Graham, 2002).

HEK 293 hiicreleri, 1973 yilinda Alex van der Eb'nin Hollanda, Leiden'deki
laboratuvarinda normal insan embriyonik bobrek hiicrelerinin kiiltiirlerinin pargalanmis
adenovirlis DNA's1 ile transfeksiyonu yoluyla tiretilmistir (van der Eb A., 2017). Hiicrelere

adenoviriis ile transdiiksiyon, van der Eb'in laboratuvarinda post-doc olan Frank Graham



tarafindan gerceklestirildi. insan embriyonik bdbrek kiiltiirlerinden kaynaklandiklari igin HEK
olarak adlandirilirken, 293 sayisi1 deney numarasini ifade etmektedir (Graham, Smiley, Russell
ve Nairn, 1977). Daha sonraki yillarda yapilan analizler ~4.5 kilobaz biiyiikliigiinde viral

genomun insan 19. kromozomuna eklendigini géstermistir (Louis, Evelegh, Graham, 1997).

Uzun yillar boyunca HEK 293 hiicrelerinin, tiimii bobreklerde bol miktarda bulunan
fibroblastik, endoteliyal veya epitelyal bir hiicrenin transformasyonu ile iiretildigi
varsayllmistir. Graham ve arkadaslari, HEK 293 hiicrelerinin ve insan embriyonik bobrek
hiicrelerinin  adenovirlis transformasyonuyla {retilen diger insan hiicre dizilerinin

olgunlasmamis ndronlarin bir¢ok 6zelligine sahip oldugunu gostermislerdir.

HEK 293 ve bes tiirev hiicre hattinin genomlar1 ve transkriptomlari tizerine kapsamli bir
calisma, HEK 293 transkriptomunu insan bobrek, adrenal, hipofiz ve merkezi sinir dokusuyla
karsilastird1 (Lin vd., 2014). HEK 293 paterni, birgok néronal 6zellige sahip olan adrenal
hiicrelerinkine ¢ok benzemektedir. Adrenal bezin konumu g6z 6niine alindiginda, embriyonik
bobrek kaynakli bir kiiltirde birka¢ adrenal hiicrenin ortaya ¢ikmis oldugu adenoviriis
tarafindan transforme edildigi diisiiniilmektedir. Adenoviriisler, néronal soy hiicrelerini tipik
insan bobrek epitel hiicrelerinden ¢ok daha verimli bir sekilde doniistiirebilmektedir (Shaw vd.,
2002). Bu nedenle, embriyonik bir adrenal oncili hiicre, HEK 293 hattinin en olas1 kaynak
hiicresi gibi goriinmektedir. Sonug olarak HEK 293 hiicreleri, tipik bobrek hiicrelerinin invitro

modeli olarak kullanilmamalidir.

HEK 293 hiicreleri (Sekil 1. 1.), her bir kromozomun iki veya daha fazla kopyasini
sergileyen ve kromozom sayis1t 64 olan karmasik bir karyotipe sahiptir. Bunlar, bir haploid
insan gametinin kromozom sayisinin ii¢ katindan daha azimi igeren hipotriploid olarak
tanimlanirlar. Kromozomal anormallikler, X kromozomunun toplam ii¢ kopyasint ve
kromozom 17 ve kromozom 22'nin dort kopyasii igerir (Lin vd., 2014). Birden fazla X
kromozomunun varlig1 ve Y kromozomundan tiiretilmis herhangi bir dizi izinin bulunmamasi,
kaynak fetiisiin disi oldugunu gostermektedir. 293T hiicre hatti, Stanford'daki Michele Calos
laboratuvarinda, HEK 293 hiicre hattinin, SV40 biiylik T antijeninin sicaklia duyarli bir
mutantint kodlayan bir plazmit ile stabil transfeksiyonu yoluyla olusturulmus ve baslangicta

293/tsA1609neo olarak adlandirilmistir (DuBridge vd., 1987).



Sekil 1. 1. Sunulan tez ¢aligmasinda kullanilan HEK293T hiicrelerine ait inverted mikroskobi
goriintiisli (A. Boyama kullanilmamistir, 20X biiyiitmede fotograflanmistir, B. Janus yesili ile
boyanmustir, 40X biiylitmede fotograflanmistir).

1.1.2. Ilaglar

Calismamizda kullanilan ilaglar Hidroksiklorokin (HCQ), Favipiravir (FVP) ve
Valproik Asit (VPA)’ tir.

1.1.2.1. Hidroksiklorokin (HCQ)

Antimalaryal bir ajan olan Hidroksiklorokin (HCQ) antiinflamatuar 6zelliginden dolay1
giiniimiizde otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir. Farmokokinetigi biiyiik
Ol¢iide agiklanmis olsa da etki mekanizmasinda halen belirsizlikler mevcuttur (Both, van de
Peppel ve Zillikens, 2018).

Diinya ¢apinda iilkerin sert dnlemler almasm gerektiren COVID-19 Pandemisine sebep
olan siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2 (SARSCoV-2)’ ye kars1 bir as1 veya dzel
olarak gelistirilmis bir antiviral mevcut olana kadar, hastaligi kontrol etme ve mortaliteyi
azaltmak i¢in tip camiasi harekete gec¢mistir. Daha Once mevcut olan ilaclardan
Hidroksiklorokin (HCQ) bu amaglarla kullanilmasi 6nerilen ilaglar arasindadir. (Ibanez,

Martinez, Valenzuela, Silva ve Valenzuela, 2020)

HCQ ve klorokin'in bagisiklik sistemi {izerindeki etkisi iyi bilinmektedir. Anti-
enflamatuar mekanizmalarinin birgogu; lizozomal asitlestirme ve antijen sunumuna miidahale,
fosfolipaz A2'min inhibisyonu, absorpsiyon ve UV 15181 kutandz reaksiyonlar1 bloke etme,

DNA'y1 baglama ve stabilize etme, toll benzeri reseptdr sinyallerinin inhibisyonu, T ve B hiicre



reseptorlerinin inhibisyonu ve 6zellikle interlokin 1 ve interlokin 6 gibi makrofajlar tarafindan

tiretilen sitokinlerin azalmasi seklindedir.

Toll benzeri reseptorler ve T hiicresi reseptorleri ile etkilesim, hidroksiklorokin'i
enflamatuar yanitta sinyal kaskadinin farkli bolgelerinde etkili kilar. Bu etkilesimler, hastada

bagisiklig1 baskilamadan otoimmiiniteyi Onler.

Hidroksiklorokinin T hiicrelerinde ve monositlerde IL-1 ve IL-6'nin inhibisyonunu ve
timor nekroz faktorii alfa inhibisyonunu ile inflamatuar etkiyi zayiflatabildigi gosterilmistir.
IL-6, IL-1 ve TNF-a gibi enflamatuar sitokinlerin etkili inhibisyonu, doku hasarmi ve
endotelyal enflamasyonu azaltir, bdylece otoimmiin enflamasyonun baslamasini ve yayilmasini
onler. Bu sitokin inhibisyonu, su anda biiyiikk 6nem tasimaktadir, ¢iinkii birkag viriistin invitro
olarak IL-1, IL-6 ve TNF-a ekspresyonunu yukari regiile ettigi gosterilmistir. (Sinha ve Balayla,
2020)

1.1.2.2. Favipiravir (FVP)

Favipiravir; viral RNA'ya bagimli RNA polimerazi segici olarak inhibe eden ve dahil
edildiginde virlis RNA'sinda 6liimciil mutajeneze neden olan, bir niikleotid analogu gibi

davranan etkili bir ajandir.

Kimyasal adi; 6-Floro-3-okso-3,4-dihidropirazin-2-karboksamid olan Favipiravir, T-
705, Fapilavir ve favilavir isimleri ile de anilmaktadir. (Sekil 1. 2.) Favipiravir-RTP etki
mekanizmasi nihai olarak viral transkripsiyonu ve replikasyonu dnleyen RNA-bagimli RNA
polimerazina (RdRp) baglanmasi ve inhibe etmesi ile agiklanmaktadir. flacin yar1 émrii 2-5,5
saat, biyoyararlanimi %97,6’dir. %54 oraninda plazma proteinlerine baglanir, bir 6n ilag olarak

islev goriir ve hiicre i¢inde ribozilasyon ve fosforilasyona ugradig: bildirilmistir.
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Sekil 1. 2. Favipiravir kimyasal yapist (Ghasemnejad-Berenji ve Pashapour, 2021)

2019 yillinin sonunda Cin’in Wuhan kentinde goriilmesinin ardindan diinyada hizla

yayilan akut solunum sendromu koronaviriis 2 (SARSCoV-2)’ ye kars1 spesifik bir antiviral
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tedavi yoktur. Diger viral enfeksiyonlar i¢in onaylanmis veya gelistirilmekte olan ajanlar
kullanmak potansiyel olarak en hizli yol olarak tercih edilmistir. Favipiravir de bunlardan
biridir. Favipiravirin, influenza viral RNA polimerazinin segici ve gliclii bir inhibitori olusu,
noraminidazlara duyarli veya direncli olanlar dahil diger diger RNA viriislerine kars1 gésterdigi
anti-viral aktiviteler ve sadece influenza degil olduk¢a genis yelpazede RNA viriisiine karsi
etkili oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler 15181nda bir grup aragtirmaci yaptigi caligmalarda invitro
olarak SARS-CoV-19 ile enfekte olmus Vero E6 hiicrelerinde favipiravirin viral replikasyonun
azalttgin1 gormiistiir. Hastalariyla yapilan klinik deneylerde klirens siiresinde azalma ve 7 giin
sonunda ates, 0ksiiriik insidansini daha etkili bir sekilde azaldig1 goriilmiistiir. Ancak bu ilacin
g6z Oniinde bulundurulmasi gereken hematopoietik dokular iizerinde azalmis kirmizi kan
hiicreleri, karaciger fonksiyon parametrelerindeki artiglar, testis toksisitesi, hamilelik
durumunda teratojenik etkileri ile gibi yan etkileri vardir (Ghasemnejad-Berenji ve Pashapour,
2021).

Diinya ¢apinda devam eden klinik c¢aligmalar ile Favipiravir’in klinik etkinligi,
giivenligi ve COVID-19 pandemisinde terapétik yeri arastirilmaya devam etmektedir (Joshi
vd.,2021).

1.1.2.3. Valproik Asit (VPA)

Valproik asit, bipolar bozuklugu olan kisilerde maniyi, dikkat eksikligi hiperaktivite
bozuklugu olan ¢ocuklarda saldirganlik patlamalar: gibi belirli nobet tiirlerini tedavi etmek;
migren tipi bas agrilarim1 Onlemek icin kullanilan antikonviilsanlar adi verilen bir ilag

smifindadir (https://medlineplus.gov/druginfo/meds/a682412.html#side-effects).

VPA, diisik molekiiler agirlikli bir karboksilik asit olan valerik asitten tiiretilen
dallanmis kisa zincirli bir yag asididir. VPA'nin biyoyararlanimi, normal ve siirekli salimh
tabletler, film kapli tabletler, kapsiiller ve oral veya intravenz soliisyonlari iceren yaygin olarak
kullanilan tiim formiilasyonlar igin %96 ila 100 arasinda degisir. Insanlarda VPA;
glukuronidasyon, beta-oksidasyon ve sitokrom P450 (CYP) aracili oksidasyon olmak tizere {i¢
ana yolla metabolize edilmektedir. Kesfedilmesinden iizerinden bir asirdan fazla bir siire
gegmesine ragmen hala en etkili antiepileptik ilaglardandir. VPA'nin anti-epileptik, ruh halini
dengeleyici ve noroprotektif Ozelliklerini saglayan genis bir etki mekanizma yelpazesi
bulunmaktadir. VPA'nin ana etki mekanizmalarindan biri, gama-aminobiitirik asidin ergic

iletiminin pre-postsinaptik modiilasyonu ile ilgilidir. Spesifik olarak, VPA, sinaptik GABA'nin



mevcudiyetini tesvik etmenin yan1 sira GABA aracili tepkileri kolaylastirarak hem pre-sinaptik
hem de sinaptik sonrasi mekanizmalarla GABA inhibe edici aktivitesini arttirir. VPA'nin
antiepileptik etkisinden bagimsiz olarak hipokampus ve striatumdaki hiicre dis1 serotonin ve
dopamin seviyesini arttirdigi gosterilmistir. Bu nedenle duygu durum bozukluklarmnin

tedavisinde psikiyatri kliniginde de siklikla kullanilmaktadir.

VPA iyon kanallari iizerinede etkili bir ilagtir. VPA'nin antikonviilsan 6zelligi i¢in kritik
olan bu etki, sodyum, kalsiyum ve potasyum kanallarinin modiilasyonu ile, 6zellikle ige dogru
sodyum akimlarinda kullanima bagli bir azalma ile baglantilidir. Spesifik olarak, VPA 6zellikle
noronlarda hem kalict hem de hizli sodyum akimlarini bloke eder. Bu 6zelligi nedeni ile de

iskemik hasar durumunda néron koruyucu bir tedavi saglamak amaci ile de recete edilmektedir.

Sinaptik yolaklar tizerindeki dogrudan modiilasyonunun 6tesinde, VPA'nin uzun vadeli
etkileri de bulunmaktadir. VPA'nin epigenetik etki mekanizmasi; antikonviilsan aktivite,
noroprotektif etki ve norogenezi diizenleme yetenegi gibi ¢esitli 6zelliklerinin belirleyicisidir.
VPA epigenetik etkilerinin ana yollar1 histon deasetilaz inhibisyonu ve beyin kaynakli
norotrofik faktorin (BDNF) modiilasyonudur. VPA, HDAC inhibisyonu yoluyla, DNA
demetilasyonunu ve histon asetilasyonunu modiile ederek niikleozom durumunun ve kromatin
yapisinin yeniden diizenlenmesine neden olur. Ayrica, VPA HDAC'ler aracilifiyla DNA
transkripsiyonunu modiile ettigi i¢cin kanser tedavisinde kemoterapinin pozitif bir modiilatori
olarak da etki gosterir (Romoli vd, 2019). Tiim bu etkilerinin yani sira HDAC inhibitorlerinin,
SARS-CoV-2'nin hiicreye girisini etkili bir sekilde engelleyebildigi de bildirilmistir (Liu vd.,
2020).

1.1.3. Histon Deasetilaz

Histonlarin posttranslasyonel modifikasyonu, gen ifadesinde veya kromatin yapisinda
islevsel bir degisiklige neden olabilmektedir. Histon modifikasyonunun yaygin bir bi¢imi ve
aslinda ilk kesfedilenlerden biri, lizinlerin amino grubunda, biiyiik 6l¢iide histonlarin amino-
terminal kuyrugunda meydana gelen asetilasyondur. Bir¢cok c¢alismanin sonuglari, histon
asetilasyonunun gen transkripsiyonunu diizenledigini gostermektedir. Hiicrede kendi kendini
devam ettiren ve kalitsal olan histonlarda meydana gelen asetillenmis lizin kalintilarinin tam
sayist ve kombinasyonu bilinmemektedir. Bununla birlikte, histon asetilasyonunun bol

miktarda potansiyel epigenetik bilgi kaynagi oldugu agiktir.



Histonlardaki lizin asetilasyonu olduk¢a geri doniistimlidiir. Bir lizin yanzinciri,
histon/lizin asetiltransferaz enzimlerinin (HAT'ler/KAT'ler) etkisiyle asetillenir ve histon
deasetilazlar tarafindan ¢ikarilir. Insanlarda, dort simifa ayrilan 18 HDAC enzimi vardir: Smif I
Rpd3 benzeri proteinler (HDAC1, HDAC2, HDAC3 ve HDACS); Smuf II Hdal benzeri
proteinler (HDAC4, HDACS5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 ve HDAC10); Sinif IIT Sir2 benzeri
proteinler (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS, SIRT6 ve SIRT7); ve Smif IV proteini
(HDAC11) (Sekil 1. 3.). HAT'ler gibi, bazt HDAC'ler de substrat 6zgiilliigiine sahiptir. Yapilan
caligmalar, HDAC'lerin hepsi olmasa da bir¢ogunun histon olmayan proteinleri de asetile
edebildigini gostermektedir. Bu nedenle, bir HDAC'nin islevini belirlemeye ¢alisirken bu

gercegi dikkate almak onemlidir.
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Sekil 1. 3. Insan HDAC'lerinin etki alan1 organizasyonu. Her bir HDAC'deki toplam amino asit
kalintis1 sayisi, her bir proteinin sag tarafinda gosterilir. Birgok HDAC'nin birden fazla
izoformu vardir ve basit olmasi i¢in yalnizca en uzun izoform gosterilmistir. Enzimatik alanlar
(veya varsayilan enzimatik alanlar) renklerle gdsterilmistir. Sirtuin yerellestirmeleri: Nuc,
niikleer; sit, sitoplazmik; Mito, mitokondial (Seto ve Yoshida, 2014).

Sinif I ve I HDAC'ler ile insan klasik HDAC'leri ile 6nemli homoloji paylasan farkli
tirlerden HDAC homologlar1 arasindaki yapisal karsilastirmalar, korunmus bir aktif bolge
bulundugunu ortaya cikararak asetillenmis substratlarin metale bagli hidrolizi i¢in ortak bir

mekanizma oldugunu gdstermistir.



HDAC'ler, proteinlerin  lizinlerinden asetil gruplarin1  ¢ikararak, yalnizca
transkripsiyonu degistirmekle kalmaz, ayn1 zamanda metilasyon, ubikuitinasyon ve sumilasyon
gibi alternatif posttranslasyonel lizin modifikasyonlarinin kurulmasini veya silinmesini de
destekler. Ek olarak, histon modifikasyonunun ‘"gapraz konusma" dinamiklerini
degistirebilirler. Bir¢ok 6nemli hiicresel enzim gibi, HDAC'ler de protein-protein etkilesimleri
ve posttranslasyonel modifikasyonlar dahil olmak {izere ¢esitli kontrol mekanizmalarina

tabidir.

Kritik hiicresel fonksiyonlarda yer alan hemen hemen tiim enzimler gibi, HDAC'lerin
aktiviteleri de yiiksek oranda diizenlenir. Bu diizenleme, transkripsiyon, posttranskripsiyon,
translasyon ve posttranslasyonel diizeylerde ¢esitli ve farkli mekanizmalar tarafindan saglanir.
HDAC diizenlemesinin en iyi tanimlanmis mekanizmalari, protein-protein etkilesimleri ve
posttranslasyonel modifikasyonlardir. Daha az ¢alisilan ancak belki de esit derecede dnemli
olan, bazt HDAC'lerin ekspresyon kontrolii, alternatif RNA ekleme, kofaktorlerin mevcudiyeti,

hiicre i¢i lokalizasyon ve proteolitik isleme yoluyla diizenlenmesidir.

Anormal HDAC'ler bir¢ok insan hastaliginda énemli bir rol oynar. HDAC'lerin islev ve
mekanizmalarinin tam olarak anlasilmasi, bu enzim ailesinin insan saglig1 ve hastaligi
tizerindeki etkilerini daha iyi anlamamiz i¢in bir onkosul karsimiza g¢ikmaktadir. HDAC
inhibitorlerinin mevcudiyeti, HDAC fonksiyonlarin1 ve etki mekanizmasini anlamamizi
saglayacak birgok caligmanin yapilabilmesini saglamistir. HDAC aktivitesini inhibe eden bir
dizi bilesik gelistirilmis ve karakterize edilmistir. VPA gibi HDAC aktivitesini inhibe eden bu
ajanlar hiicre biiylimesinin durmasina, farklilagmasina ve/veya apoptosise neden olurlar ve
hayvanlarda tiimor biiylimesini kisitlarlar. Buna paralel olarak arastirmalar, epigenetik
anormalliklerin ¢ok sayida insan hastaligiyla siki bir sekilde iligkili oldugunu giderek daha fazla
gostermekte ve bu da HDAC inhibitorleri gibi epigenetik tabanli tedavilerin kullanimai igin bir

gerekce saglamaktadir (Seto ve Yoshida, 2014).
1.1.4. Sitokinler

Sitokinler otokrin, parakrin ve endokrin sinyallesmede énemli rol oynayan kisa dmiirli
kiigiik (15-20 kDa) proteinlerdir. Sitokinler bagisiklik sisteminin gelisimi ve aktivitesini
koordine eder. Birgok sitokin, benzer topolojiye sahip dort alfa-sarmal zinciri igerir (Sekil 1.4.).
Ayrica sitokinler, reseptor komplekslerinin yapisina, 6zgilliigline ve bilesimine gore aileler

halinde gruplandirilir. Sitokinler siklikla diger sitokinler i¢in bir alt birimin de bulundugu



multimerik reseptor komplekslerine baglanir. Cilinkii ortak reseptor alt birimleri, hiicre i¢i sinyal
iletiminde benzerlik ve hatta 6zdeslik anlamina gelir. Dort sarmal sitokin sinifi, 35'ten fazla
interlokin ve biliyiime hormonu, prolaktin, leptin, eritropoietin, trombopoietin, 16semi inhibitor
faktor (LIF) ve onkostatin M (OSM) gibi adlara sahip bir¢cok aracidan olusur. Ayrica, tim
interferonlar ve bir¢ok koloni uyarici faktor, toplamda 60'tan fazla iiye igeren bu sitokin sinifina

aittir.

Interldkin (IL)-6 ailesi sitokinleri, ortak sinyalleme reseptérii alt birimi glikoprotein 130
kDa (gpl130) kullanan sitokinler olarak tanimlanir. Su anda, sekiz sitokin bu kriteri
karsilamaktadir, ancak asagida agiklanacagi gibi, IL-6 familyas1 sitokin grubu hala

genislemektedir ve gp130 igeren komplekslerin taniminin revize edilmesi gerekmektedir.
1.1.4.1. Interleukin 6 (IL-6)

Inflamasyon, immiin yanit ve hematopoez iizerinde pleiotropik etkiye sahip ¢dziiniir bir
aracidir. IL-6 ailesi sitokinleri, B hiicresi uyarimi ve hepatik akut faz proteinlerinin uyarilmasi
dahil olmak iizere bir¢cok fonksiyonda yer almistir. Ayrica, bu sitokin grubuna metabolik

fonksiyonlar ve norotrofik fonksiyonlar atfedilmistir (Rose-John, 2018).
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e N[TTAT] [B]]c] [ D ]cooH
Al [A A
GcsF NH,[TTA | [elTc] [ o ]coon
Al [ 4 A
ero N, [ A [ B[ Tel T © ] coom
A A A |

Sekil 1. 4. Interldkin-6'nin topolojisi (A) IL-6 fonksiyonel yapis;; NH2 terminali ile COOH
terminalinin biyolojik aktif IL-6 proteininde birbirine yakin bulunmaktadir. Varsayilan disiilfit
kopriileri kirmizi ile gosterilmistir. (B) IL-6 reseptdriiniin (IL-6R) yapisi; Varsayilan tek bir
disiilfid kopriisii mavi renkle gosterilmistir. Ongoriilen N-glikosilasyon bdlgeleri yesil renkle
gosterilmistir. (C) biiyiime hormonu (GRH), prolaktin (PRL), IL-6, graniilosit koloni stimiile
edici faktor (GCSF) ve eritropoietin (EPO) protein domen benzerlikleri;(kirmizi ok) ekzon-
intron siir1 (D) IL-6'nin yukari/yukari-asagi/asag: topolojili dort sarmalli bir sitokin modeli.
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Klasik IL-6 sinyali, IL-6'nin, sinyal ileten gpl130 reseptor alt birimi ile iliskisini
tetikleyen IL-6'ya 6zgii reseptor alfa alt biriminin (IL-6 R a) zara bagli formuna baglanmasiyla
baslatilir.gp130'un IL-6-IL-6 R alfa kompleksi ile birlesmesi, gp130 dimerizasyonunu ve 2:2:2
oraninda IL-6/ IL-6 R alfa ve gp130'dan olusan bir heterohekzamerik kompleksin olusumunu
tesvik eder. Klasik IL-6 sinyali, zara bagh IL-6 R alfanin ifadesine dayandigindan, birincil
olarak hepatositler, makrofajlar, notrofiller ve dinlenme lenfositlerinde bulunmaktadir. Bununla
birlikte IL-6, gp130'u ifade eden ancak IL-6 R alfa ifadesi olmayan hiicrelerde trans-sinyali
aktive edebilir. Bu, IL-6'nin, alternatif ekleme veya proteolitik boliinme ile tiretilebilen ¢oziintir
bir IL-6 R alfa formuna baglanmasini gerektirir. IL-6/¢coztiniir IL-6 R alfa kompleksi daha sonra
gp130 eksprese eden hiicrelerde IL-6 sinyal yollarmi trans-aktive edebilir. gp130 her yerde
ifade edildiginden, trans-sinyalleme daha genis bir hiicre araliginin IL-6'ya yanit vermesine izin
verir. IL-6 klasik veya trans-sinyal ligand-reseptor komplekslerinin olusumu, Jak-STAT yolu,
Ras-MAPK yolu, p38 ve JNK MAPK vyollari, PI 3-K dahil olmak iizere ¢oklu hiicre i¢i sinyal
yollariin aktivasyonuna yol agar. Hem klasik hem de trans-sinyal alict kompleksleri, benzer
hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktive etse de birkag¢ ¢alisma, IL-6'nin anti-inflamatuar ve rejeneratif
etkileri i¢in klasik sinyalin gerekli oldugunu, IL-6 trans-sinyalinin ise pro-inflamatuar yanitlar

destekledigini 6ne stirmektedir (Sekil 1. 5.).
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Sekil 1. 5. IL-6 sitokini tarafindan uyarilan sinyal yollarmin sematik gosterimi. (Anonim:
https://www.rndsystems.com/pathways/il-6-family-signaling-pathways)

IL-6 Ifadesi hiicrede transkripsiyonel olarak kontrol edilmesine ragmen ve
transkripsiyon sonrast mekanizmalar, [L-6"nin diizensiz stirekli sentezi kronik inflamasyon ve
otoimmiinite iizerinde patolojik bir etki yapar. (Tanaka, Narazaki ve Kishimoto, 2014). IL-6
ailesi sitokinlerinin blokajinin otoimmiin hastaliklarda faydali oldugu goriilmiistiir ancak

bakteriyel enfeksiyonlar ve metabolik yan etkiler ortaya ¢ikmistir (Rose-John, 2018).
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1.1.4.2. Interleukin 10 (IL-10)

Bagisiklik sistemi, enfeksiyonla savagirken konak hasarini en aza indirmek {iizerine
evrimlesmistir. Etkili bir bagisiklik tepkisi ile doku patolojisinin ortaya ¢ikisi arasindaki hassas
dengeyi saglamak i¢in gesitli diizenleyici mekanizmalar mevcuttur. IL-10'un olusturdugu anti-
inflamatuar yanit, boyle bir mekanizmadir. 1L-10; IL-19, I1L-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28A,
IL-28B ve IL-29 'u da igeren bir sitokin ailesinin kurucu iiyesidir. IL-10'un bir¢ok hastaliga
dahil oldugu, hem hayvan modellerinde hem de IL-10/IL-10R ekseninde mutasyonlara sahip

insanlarda gosterilmistir.

IL-10’un ilk olarak yardimci T (Th) hiicre klonlar1 tarafindan iiretilen ve salgilanan bir
sitokin sentezi inhibe edici faktor oldugu ve sitokin {iretimini inhibe ettigi gosterilmistir. Daha
sonra CD4 ve CD8 T hiicrelerinde bu sitokini salgiladiklari belirlenmistir. Sitokin IL-10, bir
konagin patojenlere asir1 asirt tepkilerden korunmasini saglayan 6nemli bir anti-inflamatuar

aracidir.

IL-10'un ekspresyonu, fazlalig1 veya eksikligi ile ilgili hastaliklar1 dnlemek i¢in siki bir
sekilde diizenlenir. Spesifik sinyal yollarinin tetiklenmesi, belirli transkripsiyon faktdrlerinin
ekspresyonu ve aktivasyonu ve transkripsiyon sonrasi ve epigenetik diizenleme dahil olmak
lizere hem yaygin hem de hiicreye 6zgii diizenleyici mekanizmalar, IL-10'un uygun {iretimini
saglar. MAPK, IL-10'u diizenleyen anahtar yollar arasindadir. NF-xB ailesi tiiyeleri ve
fosfoinositid-3-kinaz (PI3K) /serin/treonin protein kinaz B (Akt) kaskadi da IL-10

ekspresyonunu diizenler.

IL-10'a hiicresel yanit, IL-10R'nin ve hiicre i¢i sinyallesme kaskadlarinin baglanmasina
baglidir (Sekil 1.6). IL-10, diger aile iiyeleri gibi, bir heterodimerik reseptor araciligiyla sinyal
verir. IL-10R o'ya ligand baglanmasi, IL-10Rp alt birimi ile oligomerizasyonuna yol agar. Bu
da, IL-10R «a alt birimi ile iligkili JAK1'in ve IL-10Rp alt birimi ile iliskili tirozin kinaz 2'nin
(TYK?2) fosforilasyonuna izin verir. Bu kinazlar STAT3'lin fosforilasyonu ile aktivasyonu ve
cekirdege translokasyonu ile IL-10 aracili anti-enflamatuar yanit1 biiylik 6lgiide tanimlayan

spesifik bir transkripsiyonel programin baslatilmasini saglamaktadir.
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Sekil 1. 6. IL-10'un yanit veren hiicrelerdeki etkileri ve anti-imflamatuar yanit

Anti-inflamatuar yanit disinda IL-10’un farkli hiicre tiplerinde alisilagelmisin disinda
etkileri olduguda belirlenmistir. IL-10'un 6nemli homeostatik roller oynadigi hematopoietik
olmayan hiicrelerde de etki ettigi artik agiktir. Bunun bir 6rnegi, IL-10'a ve diger IL-10 ailesi
tiyelerine yanit veren merkezi sinir sistemi (CNS) ve periferik sinir sistemi hiicrelerinde
gosterilmistir. IL-10, homeostatik siire¢lerin diizenlenmesinin yan1 sira enfeksiyon veya diger
enflamatuar siiregler sirasinda néronal hasarin engellenmesinde de 6nemli roller oynar. IL-10,
artan ndronal hayatta kalma ve yetiskin ndrojenezinin diizenlenmesi ile iliskilendirilmistir. Son
olarak, IL-10'un noronlar1 iskemi ve travmaya karsi korudugu da gosterilmistir. IL-10"un islev
gordiigli bagka bir klasik olmayan fonksiyonu yag dokusunun diizenlenmesi ile ilgilidir.
Adipositlerdeki IL-10 sinyalinin, termojenezi ve enerji harcamasini sinirladigt garpict bir
sekilde gosterilmistir (Sekil 1. 7.). Ayrica IL-10'un bir roliide epitelyal yara onarimini
destekleyici isleviyle ilgilidir. Bu islevin IL-10 aracili antiinflamatuar etki ile iliskili oldugu
one siiriilmektedir ve son kanitlar IL-10"un epitelyal yara onariminin diizenleyicisi olarak ek bir

rol oynadigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 1. 7. IL-10'un antiinflamatuar etki disindaki fonksiyonlar1 (Saraiva, Vieira ve O’garra,
2020)

1.1.4.3. Tiimor Nekroz Faktor-alfa (TNF-q)

Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a), ¢esitli hiicre tipleri lizerinde pleiotropik etkileri
olan bir sitokindir. Enflamatuar yanitlarin ana diizenleyicisi olarak tanimlanmigtir ve bazi
enflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin patogenezinde yer aldigi bilinmektedir. TNF-a
ozellikle aktive edilmis makrofajlar, T-lenfositler ve dogal oldiiriicii hiicreler tarafindan
iretilen, yapisal olarak 157 amino asitten olusan bir homotrimer proteindir. Diger sitokinler ve
kemokinler dahil olmak iizere bir dizi ¢esitli enflamatuar molekiilii uyardigir bilinmektedir.
TNF-a ¢oziinebilir ve transmembran formda bulunur. Transmembran TNF-o (tmTNF-a),
baslangicta sentezlenen oncili formdur ve ¢6ziinebilir TNF-o (STNF-a) olarak salinmasi igin,
zara bagl bir disintegrin metaloproteinaz olan TNF-a doniistiiriicii enzim (TACE) tarafindan
islenmesi gerekir. Islenen STNF-a daha sonra tip 1 reseptorler (TNFR1, TNFRSF1A, CD120a
ve pS5 olarak da bilinir) ve tip 2 reseptorler (TNFR2, TNFRSF1B, CD120b ve p75 olarak da
bilinir) araciligiyla cesitli biyolojik aktiviteleri gerceklestirir (Sekil 1. 8.).

tmMTNF-a ayn1 zamanda hem TNFR1 hem de TNFR?2 iizerinde etkilidir, ancak biyolojik

aktivitelerinin esas olarak TNFR2 aracilifiyla olmasi beklenmektedir. TNFR1, tiim insan
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dokular1 tarafindan eksprese edilir ve TNF-o i¢in anahtar sinyal reseptoriidiir. TNFR2
genellikle bagisiklik hiicrelerinde eksprese edilir ve sinirli biyolojik tepkileri kolaylastiri. Genel
olarak TNF-a, basta TNFR1 ve TNFR2 olmak {izere reseptorlerine baglanir ve daha sonra
enflamasyon ve hiicre 6liimii gibi biyolojik islevler i¢in molekiiler sinyaller iletir. TNFR1, hem
STNF-a hem de tmTNF-a tarafindan aktive edilir (Jang vd.,2021). TNF-a uyarimi hiicrelerde
sag kalim, nekroptozis, apoptozis, inflamatuar yanit, immiin diizenleyici cevap ve proliferasyon
ile ilgili bircok yolagin aktive olmasi ve bu siiregler ile ilgili genlerin ifade edilmesini
saglamaktadir (Rolski ve Btyszczuk, 2020).

- Cell survival
- nflammatory Proliferation
Cell survival

- Immunomodulatory

s

Sekil 1. 8. iki TNF-a reseptdrii, TNFR1 ve TNFR2 ve TNF-o. (NTNF-0) aracilik ettigi timér
nekroz faktorii-a (TNF-a) sinyal yolagina genel bakis (Rolski ve Btyszczuk, 2020).

Bir diger inflamatuar sitokinin olan I1L-6 ile beraber TNF- o, COVID-19’da asir1 iiretim

ile inflamasyon, hiperkoagiilasyon ve ¢oklu organ disfonksiyonu sendromuna neden olur (Pecly
vd., 2021).
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1.2. Calismanin Amaci Ve Kapsam

Bu arastirmada, histon deasetilaz enzim inhibitdrii olan Valproic acid ile birlikte COVID-
19 tedavisinde siklikla kullanilan hydroxychloroquine ve favipiravirin bir insan embriyonik

bobrek hiicre hatt1 olan HEK293T Kkiiltiirlerinde invitro etkileri degerlendirilmistir.

Caligmada HEK293T Kkiiltiirlerine VPA, HCQ ve FVP uygulanmast bu uygulamalarin
hiicre canliligi, cogalmast ve ekstra seliller matriks (ESM) yapisi lizerine etkilerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla MTT analizi ve AO/PI boyamalar1 kullanilmstir.
Ayni1 zamanda uygulama yapilan kiiltiirlerde HDAC aktivitesinde ve imflamasyon belirteci
olan IL-6, IL-10 ve TNF-o diizeylerinde degisim olup olmadigi ELISA yontemi ile
arastirllmistir.  Calismanin  sonuglarinin  pandemi sirasinda siklikla ve yiiksek dozlarda
kullanilan bu ilaglarin olas1 etkilerinin degerlendirilmesi agisindan literatiire katki saglamasi

beklenmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullanilan Cihazlar

e Biyogiivenlik kabini (Class II), Niive, Tiirkiye

e Buzdolabi, Profilo, Tiirkiye

o (CO2 etiiv, Thermo, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
e (alkalayicili su banyosu, Niive, Tiirkiye

e Derin dondurucu -20°C , Vestel, Tiirkiye

e Distile su cihazi, GFL, Almanya

e Isisal dongiileme cihazi, Techne TC5000, Ingiltere
e Invert mikroskop, Olympus, Almanya

e Kirik buz makinasi, Fiocchetti, Italya

e Mini mikrosantrifiij, Cleaver, Giliney Kore

e Neubauer lami, Marienfeld, Almanya

e Optik mikroskop, Leica DM 2500, Almanya

e Otoklav, Hirayama, Japonya

e Otomatik pipet seti, Axygen axypet, Kanada

e Sogutmalr santrifiij, Niive, Tiirkiye

e Vorteks, WiseMix, Kore

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Amfoterisin B, Multicell, Kanada

e Etanol, Sigma, ABD

e Fetal Sigir Serum (FBS), Multicell, Kanada

e L-glutamin, Multicell, Kanada

e Penisilin/Streptomisin, Sigma, ABD

e DMEM, Sigma, ABD

e Tripan mavisi, Fluka, ABD

e Plaquenil 200 mg (Etkin madde: Hidroksiklorokin siilfat), Sanofi ilag, TR

e Depakin Chrono BT 500 mg, (Etkin madde: Sodyum valproat 333 mg, Valproik asit
145 mg), Sanofi Ilag, TR

e Favicovir 200 mg (Etkin madde: Her bir tablet 200 mg Favipiravir). Atabay Ilag, TR
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2.3. Kullamlan Kitlerin icerikleri

2.3.1. Human IL-6 ELISA Kiti

Human IL-6 ELISA Kitinin icerigi Cizelge 2. 1°de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Human IL-6 ELISA kit igerigi

Icerik Miktar Hacim
Anti-Human IL-6 Pre-coated 1 12 sira 8 kuyu
96-well Strip

Human IL-6 Standard 2 10 ng/tube
Human IL-6 Biotinylated 1 130 ul
Antibody (100x)

Avidin-Biotin-Peroxidase 1 130 wl
Complex (100x)

Sample Diluent 1 30 ml
Antibody Diluent 1 12 ml
Avidin-Biotin-Peroxidase 1 12 mi

Diluent

Color Developing Reagent 1 10 ml

(TMB)

Stop Solution 1 10 ml

Wash Buffer (25x) 1 1000 ml i¢in toz paketi
Plate Sealers 4 Adet
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2.3.2. Human IL-10 ELISA Kiti
Human I1L-10 ELISA kiti icerigi Cizelge 2. 2.’de verilmistir.
Cizelge 2. 2. Human 1L-10 ELISA kiti igerigi

Icerik Adet Hacim

Anti-Human IL-10 Pre-coated 1 12 sira 8 kuyu
96-well Strip microplate

Human IL-10 Standard 2 10 ng/tube
Human IL-10 Biotinylated 1 130 ul
Antibody (100x)

Avidin-Biotin-Peroxidase 1 130 ul
Complex (100x)

Sample Diluent 1 30 ml
Antibody Diluent 1 12 mi
Avidin-Biotin-Peroxidase 1 12 mi

Diluent

Color Developing Reagent 1 10 mi

(TMB)

Stop Solution 1 10 mi

Wash Buffer 1000 ml i¢in toz paketi
Plate Sealers 4 Adet
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2.3.3. Human TNF-a ELISA Kiti
Human TNF-o ELISA kitinin igerigi Cizelge 2. 3.’te verilmistir.
Cizelge 2. 3. Human TNF-a ELISA kiti igerigi

Icerik Adet Hacim
Anti-Human TNF Pre-coated 1 12 sira 8 kuyu
96-well Strip microplate

Human TNF Standard 2 10 ng/tube
Human TNF Biotinylated 1 130 ul
Antibody (100x)

Avidin-Biotin-Peroxidase 1 130 ul
Complex (100x)

Sample Diluent 1 30 ml
Antibody Diluent 1 12 ml
Avidin-Biotin-Peroxidase 1 12 ml

Diluent

Color Developing Reagent 1 10 ml

(TMB)

Stop Solution 1 10 ml

Wash Buffer 1 1000 ml igin toz paketi
Plate Sealers 4 Adet

2.3.4. HDAC Aktivite Kolorimetrik Test Kiti
HDAC aktivite kolorimetrik test Kitinin igerigi Cizelge 2. 4.’te verilmistir.
Cizelge 2. 4. HDAC aktivite kolorimetrik test kitinin icerigi

Icerik 100 Tahlil icin Miktar
HDAC Substrate 500 ul

10X HDAC Assay Buffer 1.0ml

Lysine Developer 1.0 ml

HDAC Inhibitor (Trichostatin A, 1 mM) 10 pl

HeLa Nuclear Extract (5 mg/ml) 50 pl

Deacetylated Standard (10 mM) 20 pl
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2.3.5. MTT Hiicre Proliferasyon Test Kiti
MTT hiicre proliferasyon test kiti icerigi Cizelge 2. 5.’te verilmistir.

Cizelge 2. 5. MTT hiicre proliferasyon test kiti icerigi
Madde Adet Hacim
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol- 10 sise 5mg
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MW = 414)

SDS sodyum dodesil stilfat 10 sise 1 gram
(MW = 288)

2.4. Kullanilan Besiyeri
2.4.1. DMEM (Sigma, ABD)

%10 fetal s18ir serum

%1 L-glutamin

100 pg/ml Penisilin — streptomisin
100 pg/ml Amfoterisin B

500 ml steril DMEM bulunan beher igerisine 50 ml FBS, 5 ml L-Glutamin, 5 ml Penisilin-

streptomisin ve 5 ml amfoterisin B ilave edildi.

2.5. Kullanilan Soliisyonlar
2.5.1. %70 Etanol
70 ml etanol tizerine 30 ml distile su ile tamamlandi.

2.5.2. Stok BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma)

0,1 gram toz BSA tartilip ve son hacim 10 ml olacak sekilde bidistile suyla tamamlandi.

-20°C'de sakland:.

2.5.3. AO/PI Boyama Soliisyonu

0g sodyum-etilendiamintetraasetik asit, 4 mg PI ve 50 ml FBS ile hazirlanan AO/PI
boyasi, 4 mg AO (2ml %99 ETOH i¢inde ¢6ziilmiis) iyice karistirilmis ve 200 ml nihai hacme

ulagmak igin steril damitilmis su ilave edilmistir.

2.5.4.NETN Lizis Tamponu

Hiicre lizatlariin hazirlanmasinda kullanilan NETN Lizis tamponu Cizelge 2. 6.’da

belirtildigi sekilde hazirlanmistir.
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Cizelge 2. 6. NETN lizis tamponu igerigi

Stok Hacim Final Hacim
5 M NaCl 5mL 250 mM

0.5 M EDTA, pH 8.0 1mL 5mM

1 M Tris-HCI, pH 8. 0.5mL 50 mM
NP-40 (IGEPAL CA-630) 0.5mL 0.5%

dH20 88.5 mL

2.5.5. 1L-6 ELISA Soliisyonlar

2.5.5.1.

2.5.5.2.

Kitte Hazir Olmayan Malzemelerin Hazirlanmasi

Yikama tamponu (nétr PBS veya TBS)

0.01M TBS hazirlanmasi:1.2g Tris, 8.5g NaCl;450 pl saflastirilmis asetik asit veya 700

ul konsantre HCI 1000 ml suya tamamlanir.

0.01M PBS hazirlanmasi: 8.5g NaCl, 1.4 NaH;POs 1 litre distile su ile hazirlanir.
pH 7.2°ye ayarlanir.

Seyreltme Protokolii

1-8 numarali tiipler nihai konsantrasyonlari; 1. Tiipte 300 pg/ml, 2. tiipte 150 pg/ml, 3.
tiipte 75 pg/ml, 4. tlipte 37.5 pg/ml, S.tiipte 18.75 pg/ml, 6. tiipte 9.38 pg/ml, 7. tiipte
4.69 pg/ml, 8. tiipte 0 pg/ml Sample Diluent ile sifir standart olacak sekilde hazirlanir.

Standart 1°1 olusturmak i¢in 10 ng/ml'lik sulandirilmis standart stok soliisyonundan 30
ul ve sample diluentten 970 pl ile toplam hacim 1000 pl olacak sekilde 1 numarali tiipe

konur. lyice karistirilir,
2. tiipten 7. tiipe kadar hepsine 300 pl 6rnek seyreltici eklenir.

Standart 2'yi olusturmak i¢in, 600 ul'lik bir son hacim olacak sekilde standart 1°’den
2. tiipe 300 ul konur. lyice karistirilir.

Standart 3’1 olusturmak icin, 600 pl'lik bir son hacim olacak sekilde standart 2’den
3. tiipe 300 ul konur. lyice karistirlir.

4. tlipten 7. tlipe kadar seri seyreltmeye devam edilir.
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2.5.6. 1L-10 ELISA Soliisyonlar:

2.5.6.1. Kitte Hazir Olmayan Malzemelerin Hazirlanmasi

e Yikama tamponu (ndtr PBS veya TBS)

e 0.01M TBS hazirlanmasi:1.2g Tris, 8.5g NaCl;450 pl saflagtirilmis asetik asit veya 700

ul konsantre HCI 1000 ml suya tamamlanir.

e 0.01M PBS hazirlanmasi: 8.5g NaCl, 1.4 NaH2POs4 1 litre distile su ile hazirlanir.
pH 7.2ye ayarlanir.

2.5.6.2. Seyreltme Protokolii

e 1-8 numaral: tlipler nihai konsantrasyonlart; 1. Tiipte 500 pg/ml, 2. tiipte 250 pg/ml,
3. tlipte 125 pg/ml, 4. tiipte 62.5 pg/ml, 5.tiipte 31.25 pg/ml, 6. tiipte 15.625 pg/ml,
7. tiipte 7.825 pg/ml, 8. tiipte 0 pg/ml Sample Diluent ile sifir standart olacak sekilde

hazirlanir.

e Standart 1’1 olusturmak i¢in 10 ng/ml'lik sulandirilmis standart stok soliisyonundan
50 pl ve sample diluentten 950 pl ile toplam hacim 1000 pl olacak sekilde 1 numarali

tiipe konur. lyice karistirilir.
e 2. tiipten 7. tiipe kadar hepsine 300 ul 6rnek seyreltici eklenir.

e Standart 2'yi olusturmak i¢in, 600 pl'lik bir son hacim olacak sekilde standart 1’den
2. tiipe 300 pl konur. Iyice karistirilir.

e Standart 3’1 olusturmak i¢in, 600 pl'lik bir son hacim olacak sekilde standart 2’den 3.
tiipe 300 pl konur. Iyice karistirilir.

e 4 tiipten 7. tiipe kadar seri seyreltmeye devam edilir.

2.5.7. TNF-a ELISA Soliisyonlari
2.5.7.1. Kitte Hazir Olmayan Malzemelerin Hazirlanmasi
e Yikama tamponu (ndtr PBS veya TBS)
e 0.01M TBS hazirlanmasi:1.2g Tris, 8.5g NaCl;450 ul saflagtirilmis asetik asit veya
700 pl konsantre HC1 1000 ml suya tamamlanir.
e 0.01M PBS hazirlanmasi: 8.5 NaCl, 1.4 Na O ile ph 7.2-7 ‘ye ayarlanir.
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2.5.7.2. Seyreltme Protokolii

e 1-8 numaral: tiipler nihai konsantrasyonlari; 1. Tiipte 500 pg/ml, 2. tiipte 250 pg/ml, 3.
tiipte 125 pg/ml, 4. tiipte 62.5 pg/ml, 5.tipte 31.25 pg/ml, 6. tiipte 15.625 pg/ml, 7.
tiipte 7.825 pg/ml, 8. tiipte 0 pg/ml Sample Diluent ile sifir standart olacak sekilde
hazirlanir.

e Standart 1’1 olusturmak i¢in 10 ng/ml'lik sulandirilmis standart stok soliisyonundan 50
ul ve sample diluentten 950 pl ile toplam hacim 1000 pl olacak sekilde 1 numarali tiipe
konur. lyice karistirilir.

e 2. tiipten 7. tiipe kadar hepsine 300 pl 6rnek seyreltici eklenir.

e Standart 2'yi olugturmak i¢in, 600 pl'lik bir son hacim olacak sekilde standart 1’den
2. tiipe 300 pl konur. lyice karistirlir.

e Stadart 3’1 olusturmak i¢in, 600 pl'lik bir son hacim olacak sekilde standart 2’den
3. tiipe 300 pl konur. lyice karistirlir.

e 4 tiipten 7. tiipe kadar seri seyreltmeye devam edilir.

2.6. Yontemler
2.6.1. Hiicre Kiultiiri

Insan embriyonik bébrek hiicre hatti olan HEK293T hiicreleri kullanildi. -80 °C’de
kriyotiip icerisinde bulunan HEK293T hiicreleri sicak su banyosunda ¢ozdiiriildi. Coziilen

hiicrelerin lizerine 5 ml besiyeri ilave edilerek 1200 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Hiicreler %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 Penisilin streptomisin ve L glutamin
ekledigimiz DMEM igerisinde kiiltiire edildi. Hiicreleri kiiltiire etmek i¢in 25 cm?2 yiizey
alanina sahip T-25 hiicre kiiltiirii kaplart kullanildi. Hiicreler bulunduklar flasktaki ¢ogalma
durumuna bakilarak pasajlandi. Pasajlama igsleminde hiicrelerimiz adherent 6zellikte olduklari
icin 2 ml tripsin ile muamele edildi. Flask yiizeyinden otomatik pipet ile toplanan hiicreler
santriflij tiipli igerisine alind1. Tripsini inaktif etmek i¢in 3 ml DMEM eklenerek 1300 rpm’de
3 dk santrifiij edildi. Elde edilen pellet, 5ml DMEM besiyeri bulanan yeni bir flask igerisinde

inkiibasyona birakild1.
2.6.2. Hiicre Lizati Eldesi

6 well plate cogaltilan hiicreler iizerine 300 ml NETN solusyon ilave edildi. Pipetaj
yapilarak tiim hiicrelerin plate yiizeyinden kalkmasi ve pargalanmasi saglandi. Temiz bir

ependorf tlipe alinan lizatlar 10000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve hiicresel proteinleri
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iceren silipernatant ile ¢calismaya devam edildi. Tiim 6rneklerden elde edilen lizatlar i¢in protein

miktar tayini gerceklestirildi.

2.7. Ila¢ Uygulanmas

Iki adet 60 mm petriye kontol grubu i¢in Insan embriyonik bdbrek hiicre hatt1 olan

HEK293T hiicrelerinin ekimi yapildi. Doksanalt1 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina AO/PI

boyama ve MTT hiicre canlilik analizi i¢in 3.2 x 10* hiicre ekimi yapilarak bu kiiltiirlere Cizelge

2. 7.’de verilen dozlarda VPA, HCQ ve FVP uygulamasi gergeklestirildi.

Valproic acid uygulmasi i¢in 10 mg/ml stok ¢ozelti hazirlanip 0.5 mM final
konsantrasyonu elde edildi. Hidroksiklorokin uygulmasi i¢in 4 mg/ml stok ¢ozelti hazirlanip 5
pg/ml final konsantrasyonu elde edildi. Favipiravir uygulamasi i¢in 4 mg /ml stok cozelti

hazirlanip 52 pg/ml olacak sekilde final konsantrasyonu saglandi.

Dozlar kiiltiirlere 0., 24., 48. Saatlerde uygulandi. Uygulamalar ii¢ tekrar olacak sekilde
gerceklestirilmistir.

ELISA deneyleri igin uygulama siireleri sonunda kiiltiir siipernatantlar1 toplanarak IL-

6, IL-10, TNF-a elisa kitleri firma direktifleri dogrultusunda uygulanmistir

HDAC ELISA deneyleri ise uygulama siiresi sonunda siipernatantlar1 toplanan
kiiltiirlerden elde edilen hiicre lizatlar1 ile gerceklestirilmistir. ELISA analizleri icin Cizelge
2.8’de verilen dozlarda Valproic acid (VPA), hydroxychloroquine (HCQ) ve Favipiravir (FVP)

uygulanmstir.
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Cizelge 2.7.MTT ve AO/PI testleri i¢in Valproic acid (VPA), hydroxychloroquine (HCQ) ve

Favipiravir (FVP) uygulama dozlar

96 well plate
MTT AO/PI Uygulama
miktar1/100ul
besiyeri i¢in
- IS < - < IS
g & & & & &
9 < o < < o
o N <t o N <t
VPA V4 V4 V4 v v V4 2.32 ul
HCQ v v v v v v 2.5l
FVP v v v v v v 2.6 pl

Cizelge 2. 8. ELISA analizleri i¢in uygulanan Valproic acid (VPA), hydroxychloroquine
(HCQ) ve Favipiravir (FVP) uygulama dozlar

0. Saat 24 .Saat 48.Saat Uygulama
miktar1/1ml
besiyeri
i¢cin
supernatant | lizat | supernatant | lizat | supernatant | lizat
VPA V4 V4 V4 V4 V4 V4 23.2 ul
HCQ v v v v v v 25 pl
FVP v v v v v v 26 pl

2.8. MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid] Hiicre Canliik Analizi

Bu yontemde MTT formazana indirgenir. Bu sirada olusan renk kolorimetrik olarak

Olciiliir. Olusan formazan miktarindan canli hiicre sayisina ulasilir Valproic acid (VPA),

hydroxychloroquine (HCQ) ve Favipiravir (FVP)’belirlenen miktar araligindaki morfolojik

degisimleri gozlemlemek amaciyla MTT analizi gerceklestirildi. Olusturulan 24, 48 saatlik

kiiltirler MTT analizi sonucu 540 nm dalga boyunda okundu, Valproic acid (VPA),
hydroxychloroquine (HCQ) ve Favipiravir (FVP)’in HEK293T hiicre hatt1 tizerindeki etkileri

degerlendirildi.
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2.9. AO (Acridine Orange) /PI (Propidium lodide) Boyama

Niikleik asit baglayict boyalar Acridine orange (AO) ve Propidium Iodide (P1 ) ile hiicre
canliligi belirlenebilir. AO canli hiicrelerin gekirdeklerini yesil, cansiz hiicrelerin ¢ekirdeklerini

ise kirmizi renkli goriiniim almasini saglayan hiicre canliligi boyasidir.

PI boyasi1 cansiz hiicrelerin hiicre membranindan gegerek niikleik asitlerini boyar ve

kirmizi floresan bir goriintii almalarini saglar.

AO/PI boyama solusyonu uygulanmig ve AO/PI plakalar, Leica, DM 2500 floresan

mikroskobu ile gézlemlenmistir.

AO, hem canli hem de 6lii hiicrelere niifuz edebilen bir boyadir. AO, tiim ¢ekirdekli
hiicreleri boyar ve yesil floresan {iretir. PI yalnizca zayif zar biitiinliigline sahip 6l hiicrelere
girebilir ve kirmiz1 floresan olusturmak i¢in tiim 6lii ¢cekirdekli hiicreleri boyayabilir. Her iki
AO/PI ile boyanmis hiicrelerden tiim canli ¢ekirdekli hiicrelerin floresan yesil ve tiim oli

hiicrelerin ¢ekirdeklerinin floresan kirmizi oldugu goriiliir.

2.10. Hiicre Sayimi

Kiiltiirii yapilan hiicrelerin sayimi yapildi. HEK293T hiicrelerinin bulundugu flask
15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildiktan sonra 1100 rpm'de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij
edildi. Pellet tizerine 2 ml besiyeri eklendi. Siispande edilen hiicrelerden steril eppendorf
igerisine 100 pl aktarild1 ve tizerlerine 100’er pl tripan mavisi eklendi. Olusan karisimdan

10 pl neubauer lamina alind1 ve hiicre sayimi gerceklestirildi.

MTT ve AO/ PI boyamalar i¢in 96 kuyulu plakalara kuyu bagina 32000; ELISA IL-6,
ELISA IL-10, ELISA TNF ve HDAC testleri i¢in 6 kuyulu plakalara kuyu basina 200000 hiicre
ekim yapildi.

2.11. Protein Miktar Tayini ve Standart Grafik Hazirlanisi

Protein miktar tayini BSA (Bovine Serum Albumin) ile hazirlanan standart grafik

kullanilarak yapildi. Miktar tayini icin BioRad marka Protein Assay Kit kullanildi.

2.12. Kullamilan Kitlerin Uygulanisi

Her uygulama en az iki tekrarli olacak sekilde yapildi.
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2.12.1. IL-6 ELiSA Uygulama Protokolu

Deneyden once tiim reaktifler ve malzemelerin oda sicakligina (18-25°C) dengelendi.
1.Ttiim reaktifleri ve calisma standartlarini1 daha 6nce belirtildigi gibi hazirlandi.

2. Plaka c¢ercevesinden fazla mikroplaka seritlerini c¢ikarildi ve bunlar orijinal

ambalajinda kapatilip sakland.

3. Kuyu bagina 100 pl standart numune eklendi. Sifir kuyusuna 100 pl Sample Diluent

eklendi. Her birinin standart numune iki kopyasi hazirlandi.

4. Hazirlanan plakamim tistii kapatici ile ortiildii ve oda sicakliginda 120 dakika inkiibe

edildi.

5. Kapag ¢ikarildi ve kuyulardaki sivi atik kabina bosaltildi. Tezgahin {izerindeki plak
kagit havlu tizerine ters cevirilip plakaya hafifce vurularak kalan sivi bosaltildi ancak

kuyucuklarin bu esnada tamamen kurumamasina dikkatedildi.

6. Her bir kuyucuga 100 pl hazirlanmis 1x Biotinylated Anti-Human IL-6 antikoru
eklendi.

7. Uzeri plaka kapatic ile ortiildii ve oda sicakliginda 90 dakika inkiibe edildi.
8. Plaka 1x yikama tamponu ile 3 kez yikandu.

e a. Kuyulardaki siv1 atik kabina bosaltildi. Tezgahin {izerindeki plak kagit havlu

lizerine ters ¢evirilip plakaya hafifce vurularak kalan siv1 bosaltildu.

e b. Her test kuyucuguna 300 pl 1x yikama tamponu eklenddi. Daha temiz bir arka

plan i¢in her yikama arasinda 60 saniye inkiibe edildi.
e a-b adimlarim1 2 kez daha tekrarlandi.

e Kuyulardaki sivi atik kabina bosaltildi. Tezgahin iizerindeki plak kagit havlu {izerine

ters cevirilip plakaya hafifce vurularak kalan siv1 bosaltildu.

9. Her bir kuyucuga 100 pl hazirlanmis 1x Avidin-Biotin-Peroxidase Complex eklendi.
Plaka kapatici ile ortiildii ve 40 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
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10. Plaka 1x yikama tamponu ile 5 kez yikanir.

e a. Kuyulardaki siv1 atik kabina bosaltildi. Tezgahin tizerindeki plak kagit havlu

tizerine ters ¢evirilip plakaya hafif¢e vurularak kalan sivi bosaltildi.

e b. Her test kuyucuguna 300 ul 1x yikama tamponu eklendi. Daha temiz bir arka

plan i¢in her yikama arasinda 60 saniye inkiibe edildi.
e a-b adimlar1 2 kez daha tekrarlandi.

e Kuyulardaki sivi atik kabma bosaltildi. Tezgahin tizerindeki plak kagit havlu

lizerine ters gevirilip plakaya hafif¢e vurularak kalan sivi bosaltildi.

11. Her kuyucuga 90 ul Renk Gelistirme Reaktifi (Color Developing Reagent (TMB))
eklendi. Plaka kapatici ile ortiildii ve karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon i¢in 6nemli bir nitel gdzlem olarak diger kuyular acik kalirken ilk dort standardin

mavi golgelenmesi goriildii.

12. Her kuyucuga 100 pl Stop Solution eklendi ve rengin hemen sartya dondiigii
gorildi.

13. Reaksiyonun durdurulmasindan sonraki 30 dakika i¢inde 450 nm dalga boyunda
absorbans bir mikroplaka okuyucu ile okundu ve Optik Densite (OD) belirlendi.
2.12.2. 1L-10 i¢in ELISA Uygulama Protokolu

Deneyden once tiim reaktifler ve malzemelerin oda sicakligina (18-25°C) dengelendi.

1.Ttm reaktifleri ve ¢aligma standartlarini daha 6nce belirtildigi gibi hazirlandu.

2. Plaka g¢ercevesinden fazla mikroplaka seritlerini ¢ikarildi ve bunlar orijinal

ambalajinda kapatilip saklandi.

3. Kuyu bagina 100 pl standart numune eklendi. Sifir kuyusuna 100 pl Sample Diluent

eklendi. Her birinin standart numune iki kopyas1 hazirlandu.

4. Hazirlanan plakamim tistii kapatici ile ortiildii ve oda sicakliginda 120 dakika inkiibe
edildi.
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5. Kapagi ¢ikarildi ve kuyulardaki sivi atik kabina bosaltildi. Tezgahin {lizerindeki plak
kagit havlu lzerine ters cevirilip plakaya hafifce vurularak kalan sivi bosaltildi ancak

kuyucuklarin bu esnada tamamen kurumamasina dikkat edildi.

6. Her bir kuyucuga 100 ul hazirlanmis 1x Biotinylated Anti-Human IL-10 antikoru
eklendi.

7. Uzeri plaka kapatici ile 6rtiildii ve oda sicakliginda 90 dakika inkiibe edildi.
8. Plaka 1x yikama tamponu ile 3 kez yikandi.

e a. Kuyulardaki siv1 atik kabina bosaltildi. Tezgahin iizerindeki plak kagit havlu
lizerine ters ¢evrilip plakaya hafif¢e vurularak kalan sivi bosaltildi.

e Db. Her test kuyucuguna 300 pl 1x yikama tamponu eklendi. Daha temiz bir arka plan
icin her yikama arasinda 60 saniye inkiibe edildi.

e a-b adimlar 2 kez daha tekrarlandi.

e Kuyulardaki s1vi1 atik kabina bosaltildi. Tezgahin {izerindeki plak kagit havlu {izerine

ters gevrilip plakaya hafifce vurularak kalan sivi bosaltildi.

9. Her bir kuyucuga 100 pl hazirlanmis 1x Avidin-Biotin-Peroxidase Complex eklendi.

Plaka kapatici ile ortiildii ve 40 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
10. Plaka 1x yikama tamponu ile 5 kez yikanir.

e a. Kuyulardaki siv1 atik kabina bosaltildi. Tezgahin iizerindeki plak kagit havlu
izerine ters ¢evirilip plakaya hafif¢e vurularak kalan sivi bosaltildi.

e b. Her test kuyucuguna 300 pl 1x yikama tamponu eklenddi. Daha temiz bir arka
plan i¢in her yikama arasinda 60 saniye inkiibe edildi.

e a-b adimlan 2 kez daha tekrarlanda.

e Kuyulardaki siv1 atik kabina bosaltildi. Tezgahin iizerindeki plak kagit havlu tizerine

ters ¢evirilip plakaya hafif¢e vurularak kalan sivi bosaltildi.

11. Her kuyucuga 90 ul Renk Gelistirme Reaktifi(Color Developing Reagent (TMB))
eklendi. Plaka kapatici ile ortiildii ve karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon i¢in 6nemli bir nitel gdzlem olarak diger kuyular acik kalirken ilk dort standardin

mavi golgelenmesi goriiledii.

12. Her kuyucuga 100 pl Stop Solution eklendi ve rengin hemen sariya dondiigii

gorildii.
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13. Reaksiyonun durdurulmasindan sonraki 30 dakika i¢inde 450 nm dalga boyunda
absorbans bir mikroplaka okuyucu ile okundu ve Optik Densite (OD) belirlendi.

2.12.3. TNF-a icin ELISA Uygulama Protokolu

Deneyden once tiim reaktifler ve malzemelerin oda sicakligina (18-25°C) dengelendi.
1.Ttiim reaktifleri ve calisma standartlarini daha 6nce belirtildigi gibi hazirlandi.

2. Plaka g¢ercevesinden fazla mikroplaka seritlerini ¢ikarildi ve bunlar orijinal

ambalajinda kapatilip sakland.

3. Kuyu bagina 100 pl standart numune eklendi. Sifir kuyusuna 100 pl Sample Diluent

eklendi. Her birinin standart numune iki kopyasi hazirlandi.

4. Hazirlanan plakamim iistii kapatici ile ortiildii ve oda sicakliginda 120 dakika inkiibe
edildi.

5. Kapagi cikarildi ve kuyulardaki sivi atik kabina bosaltildi. Tezgahin {izerindeki plak
kagit havlu iizerine ters cevirilip plakaya hafifce vurularak kalan sivi bosaltildi ancak

kuyucuklarin bu esnada tamamen kurumamasina dikkatedildi.

6. Her bir kuyucuga 100 pl hazirlanmis 1x Biotinylated Anti-Human TNF-a antikoru

eklendi.
7. Uzeri plaka kapatic ile ortiildii ve oda sicakliginda 90 dakika inkiibe edildi.

8. Plaka 1x yikama tamponu ile 3 kez yikandi.

e a. Kuyulardaki siv1 atik kabina bosaltildi. Tezgahin {izerindeki plak kagit havlu
izerine ters ¢evirilip plakaya hafifce vurularak kalan sivi bosaltildi

e b. Her test kuyucuguna 300 pl 1x yikama tamponu eklenddi. Daha temiz bir arka
plan i¢in her yikama arasinda 60 saniye inkiibe edildi.

e a-b adimlan 2 kez daha tekrarlandi.

e Kuyulardaki siv1 atik kabina bosaltildi. Tezgahin iizerindeki plak kagit havlu lizerine

ters ¢evirilip plakaya hafif¢e vurularak kalan sivi bosaltildi.

9. Her bir kuyucuga 100 pl hazirlanmis 1x Avidin-Biotin-Peroxidase Complex eklendi.
Plaka kapatici ile ortiildii ve 40 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

10. Plaka 1x yikama tamponu ile 5 kez yikanir.
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a. Kuyulardaki sivi atik kabina bosaltildi. Tezgahin iizerindeki plak kagit havlu

tizerine ters ¢evrilip plakaya hafifce vurularak kalan sivi bosaltilda.

e Db. Her test kuyucuguna 300 pl 1x yikama tamponu eklendi. Daha temiz bir arka plan
icin her yikama arasinda 60 saniye inkiibe edildi.

e a-b adimlan 2 kez daha tekrarlandu.

e Kuyulardaki siv1 atik kabina bosaltildi. Tezgahin iizerindeki plak kagit havlu {izerine

ters gevrilip plakaya hafifce vurularak kalan sivi bosaltildi.

11. Her kuyucuga 90 pl Renk Gelistirme Reaktifi (Color Developing Reagent (TMB))
eklendi. Plaka kapatici ile ortiildii ve karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon i¢in 6nemli bir nitel gdzlem olarak diger kuyular acik kalirken ilk dort standardin

mavi golgelenmesi goriildii.

12. Her kuyucuga 100 pl Stop Solution eklendi ve rengin hemen sariya dondiigi

gortldi.

13. Reaksiyonun durdurulmasindan sonraki 30 dakika i¢inde i¢inde 450 nm dalga

boyunda absorbans bir mikroplaka okuyucu ile okundu ve Optik Densite (OD) belirlendi.
2.12.4. HDAC Aktivite Kolorimetrik Test Kiti

2.12.4.1 HDAC Aktivite Kolorimetrik Test Kiti Uygulama Protokolii

1. Test numunelerini 200 pug hiicre lizat1 85 pl son hacime seyreltildi. Pozitif kontrol
icin, 10 pl HeLa niikleer 6ziitii 75 pul ddH20 ile seyreltildi. Negatif kontrol i¢in, 83 ul ddH20
icine numune 2 pl Trichostatin ekleyerek seyreltildi.

2. Her kuyucuga 10 pl 10X HDAC Test Tamponu eklendi.
3. Her kuyucuga 5 ul HDAC kolorimetrik substrat eklendi ve iyice karistirildu.
4. Plakalar1 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

5. 10 pl Lysine Developer ekleyerek reaksiyonu durduruldu ve iyice karistirildi. Plaka
37°C 30 dk inkiibe edildi.

6. Ornegi bir ELISA plak okuyucusunda 400 nm'de okundu. HDAC aktivitesi degeri,
ug protein drnegi basina bagil Optik Densite (OD) olarak ifade edilebilir.
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2.12.5. MTT Hiicre Proliferasyon Test Kiti
2.12.5.1. Kitte Hazir Olmayan Malzemeler

Kit i¢erigindeki formazan steril 1mm 1xPBS ile ¢6ziilerek kullanima hazir hale getirdi.
2.12.5.2. MTT Hiicre Proliferasyon Test Kiti Uygulama Protokolii

1. 96 kuyucuklu kiiltiir kabindan besi yeri tamamen uzaklagtirildi.

2. Hiicrelerin tizerine 100 pl MTT solisyonu eklendi.

3. 3 saat siire ile 37°C'de karanlikta inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda MTT solisyonunun 25 pl’si ¢ekildi.

5. Ttiim kuyucuklara 50 ul DMSO eklendi ve pipetle iyice karistirildi.

6.37°C'de 10 dakika inkiibe edildi.

7.Siire sonunda ELISA plate readerda 540 nm/d absorbans belirlendi.

2.12.6. Protein Assay Kit (BioRad)

Her 1 pl protein icin 1 ml kit kullanilarak Shimadzu marka spektrofotometrede

595 nm'de absorbans degerleri 6l¢iildii.
2.12.6.1. Standart Grafik Hazirlanisi

1. Stok BSA 10 kez seri sulandirildi. Bunun i¢in stok BSA ¢6zeltisinden 0,5, 1, 2, 4, 6,
8, 10, 15 pnl alinarak 8 adet ependorf tiipe kondu. Tiim bu islemler buz i¢inde yapildi.

2. Her tiipe protein miktar tayin kitinden 1 ml eklenip, 5 dakika karanlikta inkiibe edildi.

3. Sire sonunda 595 nm dalga boyunda verdikleri absorbans degerleri

spektrofotometrede okundu.

4. Standart grafik elde edilen bu degerlere gére X ekseninde protein miktan=pg/ ml ve

Y ekseninde absorbans degerleri olacak sekilde sigmaplot yazilimi kullanilarak hazirlandi.
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2.12.6.2. Hiicre lizatlarinda Protein Miktar Tayini
1. Hiicre lizatlarindan 1 pl ependorf tiipe konuldu
2. Uzerlerine 1 ml kit konularak 5 dakika karanlikta inkiibe edildi.
3. Inkiibasyon siiresi sonunda absorbans degerleri spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

4. Ornek igerisindeki protein miktar1 hesaplandi. Standart grafikte drnegin verdigi
absorbans degerine karsilik gelen pg/ml cinsinden BSA miktar1 6rnegin igerdigi protein

miktarini vermektedir. Hesaplamalarin hepsi sigmaplot yazilimi kullanilarak yapilmistir.

5. ELISA Kkitler ile calisma miktarlar1 hesaplandi. Her bir érnekten 200 pg protein

icerecek kadar lizat ile calismaya devam edildi.
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3. BULGULAR

Tekirdag Namik Kemal Universitesi Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda stok halde
bulunan insan embriyonik bobrek hiicre hatti HEK293T hiicreleri ile ¢alisma
gerceklestirilmistir. Stok HEK293T hiicreleri ¢oziilerek T75 flasklarda ¢ogaltilmistir. Yiizde 70
konfluent hale gelen bu kiiltiirlerden ila¢ uygulamalari, MTT analizi, AO/PI boyama ve hiicre
lizat1 eldesi i¢in uygun kiiltiir kaplarina pasajlama islemi yapilmis ve deneyler pasajlanan bu

hiicreler ile tamamlanmastir.

Tripan mavisi kullanilarak hiicre sayim1 yapildiktan sonra MTT ve AO/ PI boyamalar
icin 96 kuyulu plakalara kuyu basina 32.000; ELISA IL-6, ELISA 1L-10, ELISA TNF ve
HDAC testleri i¢in 6 kuyulu plakalara kuyu bagina 200.000 hiicre ekim yapilmistir. Bu
kiiltiirlere final konsantrasyonu 0,5 mM olacak sekilde VPA, final konsantrasyonu 5 pg/ml
olacak sekilde HCQ ve final konsantrasyonu 52 pg/ml olacak sekilde FVVP 0., 24., 48. saatlerde

uygulanmistir. Uygulamalar ii¢ tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir.

3.1. Hiicre Kiiltiirlerinde Hiicre Canhhgi ve Proliferasyonunun Morfolojik Olarak

Degerlendirmesi

VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde, uygulama siiresi sonunda kiiltiirler invert
mikroskop altinda hiicre canlilii, yogunlugu ve ekstraseliiler matriks gelisimi agisindan
morfolojik olarak degerlendirilmis ve fotograflart ¢ekilmistir (Sekil 3. 1.). Uygulama yapilan
tiim kiiltiirlerde hiicre canliliginin devam ettigi gézlenmistir. Ancak VPA uygulanan kiiltiirlerde
hiicre proliferasyonunun 24 ve 48. Saatte (Sekil 3.1. b ve c), ayrica FVP uygulanan kiiltiirlerde
ozellikle 24. Saatte azalmis oldugu gozlenmistir. (Sekil 3.1. h)
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Sekil 3. 1. VPA, HCQ ve FVP uygulanan HEK293T hiiltiirlerinde invert mikroskobi ile
hiicre morfolojisi ve canliligi; (a) VPA 0. Saat, (b) VPA 24. Saat, (c) VPA 48. Saat, (d)HCQ
0. Saat, (e) HCQ 24.Saat, (f) HCQ48.Saat, (g) FVP 0.Saat, (h)FVP 24. Saat, (1) FVP 48. Saat

VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde hiicre canliligi, uygulama siiresi sonunda
kiiltiirler AO/PI ile boyanarak florasan mikroskop incelenmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir. (Sekil
3.2). Uygulama yapilan tiim kiiltiirlerde hiicre canliliginin devam ettigi herhangi bir hiicre
Oliimii olmadig1 gozlenmistir. Ancak VPA uygulanan kiiltiirlerde hiicre proliferasyonunun 24
ve 48. Saatte (Sekil 3. 2. b ve ¢) azaldigt HCQ uygulanan kiiltiirlerde 48. Saatte hiicre
proliferasyonunun ayni uygulamanin 0 ve 24. Saatlere oranla daha az oldugu (Sekil 3. 2. e ve
f), ancak FVP uygulanan kiiltiirlerde 24. Saatte hiicre proliferasyonunun azaldig: fakat 48.
Saatte tekrar artmis oldugu gozlenmistir (Sekil 3. 2. h ve 1).
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Sekil 3.2. VPA, HCQ ve FVP uygulanan HEK293T hiiltiirlerinde florasan mikroskobi ile
AO/PI boyamalarin incelenmesi; (a) VPA 0. Saat, (b) VPA 24. Saat, (c) VPA 48. Saat, (d)HCQ
0. Saat, (¢) HCQ 24.Saat, (f) HCQ48.Saat, (g) FVP 0.Saat, (h)FVP 24. Saat, (1) FVP 48. Saat

3.2. Hiicre Kiiltiirlerinde Hiicre Canhiigi ve Proliferasyonunun MTT Analizi ile
Degerlendirmesi

VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde hiicre canlilig1, uygulama siiresi sonunda
kiiltiirlerde  MTT analizi yapilarak degerlendirilmistir. Uygulama yapilmayan 0.saat
kiiltiirlerdeki hiicre canliligi %100 kabul edilerek uygulamalar sonrasi canli hiicre ytizdeleri
hesaplanak Cizelge 3. 1.’de verilmistir. Elde edilen % canlilik verilerine ait grafik Sekil
3.3.’teki gibidir. Buna gore VPA uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte %70,16 ve 48. saatte %59,58
azaldig1 belirlenmistir. HCQ uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte %49.37 azalmis ardindan 48.
saate kadar gecen siiregte hiicre sayisinda bir miktar artis gergeklesmis ancak baslangic
miktarina gore hiicre sayisinin %7,05 daha az oldugu goriilmiistiir. FVP uygulanan kiiltiirlerde

24. saatte %2,93 artis, 48. saatte %21,51 azalma goriilmiistiir.



Cizelge 3.1.VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde MTT analizi sonucunda belirlenen %
hiicre canlilig1 degerleri

Valproic acid Hydroxychloroquine(HCQ) Favipiravir

(VPA) (FVP)
0. Saat 100 100 100
24. Saat 29,83 50,63 102,93
48. Saat 40,41 92,95 78,49
MTT Analizi
120
100
80
60
40
0
Valproic acid (VPA) Hydroxychloroquine(HCQ) Favipiravir (FVP)

M 0.Saat MW24. Saat MWA48.saat

Sekil 3.3. VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde MTT analizi sonucunda belirlenen %
hiicre canlilig1 degerlerine ait bar grafik

3.3. Standart Grafik

Tiim 6rneklerde protein miktar tayini yapabilmek i¢in toz BSA seri sulandirilmis, bradfort
yontemi ile her bir konsantrasyonun OD degeri belirlenmistir (Cizelge 3.2). Bu degerler

kullanilarak standart grafik sigmaplot yazilimi kullanilarak olugturulmustur (Sekil 3.4).
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Cizelge 3. 2. Protein miktar tayini i¢in standart grafik olusturulmasinda kullanilan BSA

konsantrasyonlari ve elde edilen OD degerleri

ug/ml oD

500 0,4815
250 0,4435
125 0,3285
62,5 0,2270
31,2500 0,1110
15,6250 0,0545
7,8125 0,0285
3,9063 0,0120
1,9531 0,0085

Y Data
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05

0.4 -

0,3

0,2

0,1

0,0

200

400 600

Sekil 3.4. Sigmaplot yazilim1 kullanilarak olusturulan standart grafik.

3.4. Protein Miktar Tayini

Tiim orneklerde protein miktar:1 hem kiiltiir siipernatantinda hemde hiicre lizatlarinda
sigmaplot yazilimi kullanilarak standart grafige gore hesaplanmistir. VPA, HCQ ve FVP
uygulanan kiitiirlerde kiiltiir siipernatantinda protein miktar1 (ug/ml) Cizelge 3. 3’te ve hiicre

lizatinda protein miktar1 (ug/ml) Cizelge 3. 4.’te verilmistir.
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Cizelge 3. 3. VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiitiirlerde kiiltiir siipernatantinda total protein
miktar1 (ug/ml)

Valproic acid Hydroxychloroquine Favipiravir
(VPA) (HCQ) (FVP)

0. Saat 66 64 64

24. Saat 80 62 52

48. Saat 72 60 64

Cizelge 3. 4. VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiitiirlerde hiicre lizatinda total protein miktar1

Valproic acid Hydroxychloroquine Favipiravir
(VPA) (ng/ml) (HCQ) (ng/ml) (FVP) (ng/ml)
0. Saat 64 64 64
24. Saat 50 38 30
48. Saat 46 38 23

3.5. HDAC ELISA Sonuclar

VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde uygulama siiresi sonunda HDAC miktarinda
gergeklesen degisim degerlendirilmistir. Uygulama yapilmayan 0.saat kiltiirlerdeki HDAC
miktar1 %100 kabul edilerek uygulamalar sonrast HDAC miktar1 yiizdeleri hesaplanmis ve
Cizelge 3. 5°de verilmistir. Elde edilen HDAC % miktar verilerine ait grafik Sekil 3. 5.’teki
gibidir.

Buna gore VPA uygulanan kiiltiirlerde HDAC miktarinin baglangica gore 24. Saatte
%20,42 ve 48. saatte %5,77 daha fazla oldugu belirlenmistir. HCQ uygulanan kiiltiirlerde 24.
saatte % 53,16 ve 48. saate %54,43 artis oldugu goriilmiistiir. FVP uygulanan kiiltiirlerde 24.
saatte %164,22 ve 48. saatte % 198,16 artis gergeklesmistir.

Cizelge 3. 5. VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde HDAC miktar yiizde degerleri

Valproic acid Hydroxychloroquine Favipiravir
(VPA) (HCQ) (FVP)
0. Saat 100 100 100
24. Saat 120,42 153,16 264,22
48. Saat 105,77 154,43 298,16
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HDAC ELiSA SONUGLARI

350
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Valproic acid (VPA) Hydroxychloroquine (HCQ) Favipiravir (FVP)

o

WO.Saat W24 Saat W48 Saat

Sekil 3. 5.VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde HDAC miktar1 yiizde degerlerine ait bar
grafik

3.6. IL-6 ELISA Sonuclar:

VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde uygulama siiresi sonunda IL-6 miktarinda
gerceklesen degisim degerlendirilmistir. IL-6 miktar1 (pg/ml) kit igeriginde bulunan standart
kullanilarak hesaplanmistir. Kit iceriginde bulunan standart kullanilarak yapilan Sl¢limler
sonucu elde edilen OD degerleri Cizelge 3. 6°da gosterilmistir. Bu degerler kullanilarak IL-6
standart grafigi sigmaplot yazilimi kullanilarak olusturulmustur (Sekil 3. 6.)

Cizelge 3. 6. Kit iceriginde bulunan standart kullanilarak yapilan dl¢timler sonucu elde edilen
OD degerleri

IL6 pg/ml oD
300 3,258
75 1,1415
37,5 0,6365
18,75 0,38
4,69 0,1535
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Sekil 3. 6. IL-6 standart grafigi

Standart grafik kullanilarak her bir 6rnekteki IL-6 miktar1 hesaplanmistir. Uygulama
yapilmayan 0.saat kiiltlirlerdeki IL-6 miktar1 %100 kabul edilerek uygulamalar sonrasi 1L-6
miktar1 yiizdeleri hesaplanmis ve Cizelge 3. 7.’de verilmistir. Elde edilen 1L-6 % miktar
verilerine ait grafik Sekil 3. 7°deki gibidir.

Buna gore VPA uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte %11,61 ve 48. saatte %1.79 azaldig1
belirlenmistir. HCQ uygulanan kiiltlirlerde 24. saatte % 36,86 ve 48. saate %25,71 artis oldugu
goriilmiistiir. FVP uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte %26,92 ve 48. saatte % 3,12 artis

gerceklesmistir.

Cizelge 3.7. VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde IL-6 miktar1 yiizde degerleri

Valproic acid Hydroxychloroquine Favipiravir
(VPA) (HCQ) (FVP)

0. Saat 100 100 100

24. Saat 88,39 136,86 126,92

48. Saat 98,21 125,71 103,12
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IL6 ELISA SONUCLARI
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Sekil 3. 7. VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde IL-6 miktar1 yiizde degerlerine ait bar
grafik

3.7. 1L-10 ELISA SONUCLARI

VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde uygulama siiresi sonunda IL-10 miktarinda
gerceklesen degisim degerlendirilmistir. IL-10 miktar1 (pg/ml) kit igeriginde bulunan standart
kullanilarak hesaplanmistir. Kit iceriginde bulunan standart kullanilarak yapilan Gl¢limler
sonucu elde edilen OD degerleri Cizelge 3. 8’de gosterilmistir. Bu degerler kullanilarak I1L-10
standart grafigi sigmaplot yazilimi kullanilarak olusturulmustur (Sekil 3. 8.).

Cizelge 3. 8. Kit igeriginde bulunan standart kullanilarak yapilan 6l¢iimler sonucu elde edilen
OD degerleri

IL6 pg/mi oD
500 1,5025
125 0,476
62,5 0,214
31,25 0,104
0 0
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Sekil 3.8. IL-10 standart grafigi

Standart grafik kullanilarak her bir 6rnekteki IL-6 miktari hesaplanmistir. Uygulama
yapilmayan 0.saat kiiltiirlerdeki IL-10 miktar1 %100 kabul edilerek uygulamalar sonrasi IL-10
miktar1 yiizdeleri hesaplanmis ve Cizelge 3. 9.’da verilmistir. Elde edilen IL-10 % miktar
verilerine ait grafik Sekil 3. 9. *daki gibidir.

Buna gore VPA uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte %21,43 ve 48. saatte %12,7 azaldig1
belirlenmistir. HCQ uygulanan kiiltlirlerde 24. saatte %6,45 ve 48. saate %41,42 artis oldugu
goriilmiistiir. FVP uygulanan kiiltiirlerde ise 24. saatte %20,87 artig goriiliirken ve 48. saatte

baslangica gore %1,79 azalma belirlenmistir.

Cizelge 3. 9. VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde IL-10 miktar1 yiizde degerleri

Valproic acid Hydroxychloroquine Favipiravir
(VPA) (HCQ) (FVP)

0. Saat 100 100 100

24. Saat 78,57 106,45 120,87

48. Saat 87,30 141,42 98,21
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IL10 ELISA SONUCLARI
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Sekil 3.9. VPA, HCQ ve FVP Uygulanan Kiiltiirlerde 1L-10 miktar1 ylizde degerlerine ait bar
grafik

3.8. TNF-a ELISA SONUCLARI

VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde uygulama siiresi sonunda TNF-a miktarinda
gerceklesen degisim degerlendirilmistir. TNF-a miktar1 (pg/ml) kit i¢eriginde bulunan standart
kullanilarak hesaplanmistir. Kit iceriginde bulunan standart kullanilarak yapilan Slgtimler
sonucu elde edilen OD degerleri Cizelge 3. 10.’da gosterilmistir. Bu degerler kullanilarak TNF-
a standart grafigi sigmaplot yazilimi kullanilarak olusturulmustur (Sekil 3.10.).

Cizelge 3. 10. Kit igeriginde bulunan standart kullanilarak yapilan 6l¢timler sonucu elde
edilen OD degerleri

TNF-a pg/ml oD
1000 2,3655
250 0,6505
125 0,4085
62,5 0,2185
15,6 0,158

46



2D Graph 1

Y Data
N

05 rd

00

0 200 400 600 800 1000 1200

X Data

Sekil 3.10. TNF-a Standart Grafigi

Standart grafik kullanilarak her bir 6rnekteki TNF-o miktar1 hesaplanmigtir. Uygulama
yapilmayan 0.saat kiiltiirlerdeki TNF-o miktar1 %100 kabul edilerek uygulamalar sonrast TNF-
a miktar1 yiizdeleri hesaplanmis ve Cizelge 3. 11°de verilmistir. Elde edilen TNF-a % miktar

verilerine ait grafik Sekil 3.11°deki gibidir.

Buna gore VPA uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte %38.13 azalmis,48. saatte kadar gegen
siirecte artig gostermis ve baslangic miktarindan % 14,58 fazla oldugu belirlenmistir. HCQ
uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte % 20,17 ve 48. saate %17,5 azalma oldugu goriilmiistiir. FVP
uygulanan kiiltiirlerde ise 24. saatte %4,81 azalma goriilirken ve 48. saatte azalma %22,66

olarak belirlenmistir.

Cizelge 3. 11. VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde TNF-a miktar1 yiizde degerleri

Valproic acid Hydroxychloroquine Favipiravir
(VPA) (HCQ) (FVP)

0. Saat 100 100 100

24. Saat 61,87 79,83 95,19

48. Saat 114,58 82,50 77,34
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TNFa ELISA SONUCLARI
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Sekil 3. 11. VPA, HCQ ve FVP Uygulanan Kiiltlirlerde TNF-a miktar1 ylizde degerlerine ait
bar grafik
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5. SONUC VE ONERILER

Ilaglarla ilgili yapilan bircok farmako-molekiiler ¢alisma, bircok farkli sinyal yolunun
ilag etkinligi veya ilaglarin yan etkileri ile iliskili oldugunu gostermektedir. Bu caligmada
oncelikle VPA, HCQ ve FVP uygulamasinin HEK293T insan bobrek epitel hiicre iizerinde
sitotoksik etkisinin olup olmadigr degerlendirilmistir. VPA, HCQ ve FVP uygulanan
kiltiirlerde, uygulama siiresi sonunda Kkiiltiirler invert mikroskop altinda hiicre canliligi,
yogunlugu ve ekstraseliiler matriks gelisimi agisindan morfolojik olarak degerlendirilmistir
(Sekil 3.1.). Uygulama yapilan tiim kiiltiirlerde hiicre canliliginin devam ettigi gézlenmistir.
Ancak VPA uygulanan kiiltiirlerde hiicre proliferasyonunun 24 ve 48. Saatte (Sekil 3.1. b ve ¢),
ayrica FVP uygulanan kiiltiirlerde 6zellikle 24. Saatte azalmis oldugu gozlenmistir (Sekil 3.1.
h). VPA, HCQ ve FVP uygulanan kiiltiirlerde hiicre canlilifi, uygulama siiresi sonunda
kiiltiirler AO/PI ile boyanarak florasan mikroskop ile incelenmistir (Sekil 3. 2.). Uygulama
yapilan tiim kiiltiirlerde hiicre canliliginin devam ettigi herhangi bir hiicre 6liimii olmadigi
gozlenmistir. Ancak VPA uygulanan kiiltiirlerde hiicre proliferasyonunun 24 ve 48. saatte
(Sekil 3. 2. b ve c) azaldigi, HCQ uygulanan kiiltiirlerde 48. saatte hiicre proliferasyonunun
ayni uygulamanin 0 ve 24. Saatlere oranla daha az oldugu (Sekil 3. 2. e ve f), ancak FVP
uygulanan kiiltiirlerde 24. Saatte hiicre proliferasyonunun azaldig: fakat 48. saatte tekrar artmis
oldugu gozlenmistir (Sekil 3. 2. h ve 1). Yapilan MTT analizleri de elde edilen bu morfolojik
veriyl dogrular niteliktedir. MTT analizi sonucunda VPA uygulanan kiiltiirlerde hiicre
canliliginin 24. saatte %70,16 ve 48. saatte %59,58 azaldig1 belirlenmistir. HCQ uygulanan
kiltiirlerde 24. saatte % 49.37 azalmis ardindan 48. saate kadar gegen siirecte hiicre sayisinda
bir miktar artig ger¢eklesmis ancak baslangi¢ miktarina gore hiicre sayisinin %7,05 daha az
oldugu goriilmiistiir. FVP uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte %2,93 artis, 48. saatte %21,51
azalma goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar literatiir verilerini desteklemektedir (Yilmaz vd.,
2022).

Calismanin devaminda VPA, HCQ ve FVP uygulamasinin HDAC aktivitesi lizerine
etkisi ve bu etkinin imflamasyondan kaynaklanip kaynaklanmadigt HEK293T hiicre hatt1
modelinde arastirilmistir. Bu amagla ¢alismada HDAC degisiminin IL-6, IL-10 ve TNF-a

ifadesinde degisim olusturup olusturmadig1 ELISA yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.

Literatiir incelendiginde, HCQ ve Favipiravir ile ilgili ¢ok fazla sayida arastirma
bulunmasina ragmen, bu ilacin, HDAC inhibitorii ilag olan VPA varliginda veya yoklugunda,

HEK293T insan bobrek epitel hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin, ayrica IL-6, IL-10 ve TNF-a
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ifadesine etkilerinin arastirildigi herhangi bir arastirmaya rastlanmamaktadir. Bu yilizden bu
aragtirmadan elde edilen verilerin literatiire bliylik katkilar saglayacagi yadsinamaz bir

gergektir.

HCQ; konak hiicrede anjiyotensin konverting enzim 2’nin glikosilasyonunu inhibe
ederek viriisiin hiicreye girigini engeller (Pahan ve Pahan, 2020). Ayrica zayif alkali 6zellikleri
sayesinde endozom pH’sim arttirarak asidifikasyonu engelleyerek de inhibitor etki gosteriren
bir ilagtir (Pahan ve Pahan, 2020). Oral yoldan alindiktan sonra hizli emilim gostererek yliksek
bir doku konsantrasyonuna ulasmakta ve dokularda birikebilmektedir (Browning, 2014;
Collins, Jackson ve Gustafson, 2018). Antiromatizmal hastaliklarda antienflamatuar ve
analjezik olarak yillardir kullanilan HCQ’nun, SARS-COV-1 ve MERS-CoV viriislerine kars1
in-vitro etkinligide gosterilmistir (Karaarslan vd., 2020; Lu, 2020; Bleibtreu vd., 2018). HCQ
kan konsantrasyonu, absorpsiyon fazindan kisa bir siire sonra zirve yapar ve organlara hizla
dagilmasi nedeniyle nispeten hizli bir sekilde diiser (Tett, Cutler ve Day, 1990). Spesifik olarak,
absorpsiyon hizi sabitinin, ortalama 3 saat i¢inde neredeyse tamamen absorpsiyona ulastigi
literatiirde birgok arastirmada raporlanmistir (Collins, Jackson ve Gustafson, 2018). insanlarda
oral emilimi olduk¢a iyi olan HCQ’nun, saglikli bireylerde 200 mg’lik tek doz oral yoldan
uygulanmasinin bile, 3.26 (tmax) saat sonra, ortalama maksimum kan konsantrasyonunna
(Cmax) 129,6 ng/ mL ulastigi bilimsel olarak ispat edilmistir (Tett, Cutler ve Day, 1990;
Collins, Jackson ve Gustafson, 2018). Calismamizda bu literatiir verilerinden yararlanilarak 5

ug/ml final konsantrasyonu 24 ve 48 saat siireyle uygulanmustir.

Favipiravir (T-705, FVP), bir CYP2C8 inhibitériidiir. Bir¢ok antiretroviral ilag gibi
RNA polimerazin kontrolii yoluyla viral replikasyonu inhibe eden bir piirin niikleotidi olan
FVP’de dar bir terapotik indekse sahiptir. Ancak 2019 yilindan beri siklikla COVID-19 olarak
bilinen siddetli akut solunum sendromu koronavirlis 2 (SARS-CoV-2) tedavisi igin regete
edilmektedir. FVP'nin plazma yar1 6mrii yaklasik 4 saat olup, kovid tedavisinde ilaglar 3x900
mg/1 giin ylikleme dozu, ardindan 2x300 mg/4 giin idame dozlar1 olmak iizere toplam bes giin
oral olarak verilir. Sunulan bu ¢aligmada FVP'nin son konsantrasyonu 52 pg/ml olarak
alinmistir (Yilmaz vd., 2022).

Histon deasetilazlar; histon-DNA ve histon-histon iliskisi, DNA paketlenmesi,
replikasyonu, onarimi1 ve gen ifadesinin kontrolii gibi bircok biyolojik olayin kontroliinde rol
oynamaktadir (Zhao ve Shilatifard, 2019). HDAC enzimlerini inhibe edebilen bilesiklerin
hiicre boliinmesinin durdurulmasi, apoptoz ve farklilasmanin indiiklenmesi gibi biyolojik

olaylarda etkili oldugunu gdstermistir. Asetilasyon kaybi, kromatin yapiy1 yogunlastirmaktadir,
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bdylece gen ifadelenmesi baskilanmaktadir (Hu, Greene ve Heller, 2020 ). HDAC inhibit6rii
olan VPA HEK293T Kkiiltiirlerine final konsantrasyonu 0,5 mM olacak sekilde uygulanmistir
(Yilmaz vd., 2022).

VPA, HCQ ve FVP uygulamasinin HDAC aktivitesi iizerine etkisi degerlendirildiginde
VPA uygulanan kiiltirlerde HDAC aktivitesinin baslangica gore 24. Saatte %20,42 ve 48.
saatte %5,77 daha fazla oldugu belirlenmistir. HCQ uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte % 53,16
ve 48. saate %54,43 artig oldugu goriilmiistiir. FVP uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte %164,22
ve 48. saatte % 198,16 artis gerceklesmistir. Calismamizda kullandigimiz HDAC aktivite test
kiti HDAC tipi ayirt etmeksizin toplam aktiviteyi degerlendirebilmektedir. Testin ¢alisma
prensibi hiicre lizatt eldesi ve lizatta agiga ¢ikan HDAC’larin baskilanmasini 6lgmek
seklindedir. VPA lizat iizerine uygulandiginda testin kontrolii olan inhibitér TCA ile ayni
diizeyde HDAC aktivitesini baskilamistir. Ancak VPA Kkiiltiire uygulandiginda HDAC
aktivitesinin devam ettigi goriilmektedir. Elde edilen verilerin literatiirle uyumlu oldugu
goriilmektedir (Yilmaz vd., 2022). Ayrica HCQ ve FVP’ninde HDAC aktivitesini arttirdigi

belirlenmistir.

flag yan etkisi olarak gdzlenen doku patogenezinin IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar
sitokinler dahil olmak iizere stresle iligkili bir dizi uyaran tarafindan tetiklenebilecegi
bilinmektedir. Insan hiicrelerinin birgogu, IL-10'u sentezler ve yiizeylerinde IL-10R ifade eder.
IL-10, IL-1 ve TNF-a ekspresyonunu inhibe ettiginden, IL-10'daki artis, IL-6 ve TNF-a gibi

inflamatuar sitokinlerin katabolik etkilerine kars1 dokuyu koruyabilir.

Yaptigimiz calismada O.saat Kkiiltiirlerdeki IL-6 miktar1 %100 kabul edilerek
uygulamalar sonras1 IL-6 yiizdeleri hesaplanmistir. Buna gore VPA uygulanan kiiltiirlerde 24.
saatte %11,61 ve 48. saatte %1.79 azaldig1 belirlenmistir. HCQ uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte
%36,86 ve 48. saate %25,71 artis oldugu goriilmiistiir. FVP uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte
%26,92 ve 48. saatte %3,12 artis gerceklesmistir. Benzer sekilde IL-10 yiizdeleri VPA
uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte %?21,43 ve 48. saatte %12,7 azaldig1 belirlenmistir. HCQ
uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte %6,45 ve 48. saate %41,42 artis oldugu gorilmiistiir. FVP
uygulanan kiiltiirlerde ise 24. saatte %20.87 artis goriiliirken ve 48. saatte baslangica gore %
1,79 azalma belirlenmistir. TNF-a ylizdeleri ise VPA uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte %38.13
azalmis,48. saatte kadar gecen siirecte artis gostermis ve baslangic miktarindan %14,58 fazla

oldugu belirlenmistir. HCQ uygulanan kiiltiirlerde 24. saatte % 20,17 ve 48. saate %17,5 azalma
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oldugu goriilmiistiir. FVP uygulanan kiiltiirlerde ise 24. saatte %4,81 azalma goriiliirken ve 48.

saatte azalma %22,66 olarak belirlenmistir.

HDAC aktivitesinin %20 oraninda arttig1 24 saat VPA uygulanan kiiltiirlerde TNF-a
ifadesinin %39 oraninda azaldig1 goriilmistiir. Ancak HDAC aktivitesinin normale dondiigii 48
saatlik kiiltiirlerde ise TNF-o miktart %14 artmistir. Bu sonu¢ VPA uygulamasinin TNF-
a iizerine etkili oldugu, bu degisimin HDAC ile iligkili olabilecegi ancak IL-10 ve IL-6
ifadesinden bagimsiz farkli bir hiicresel yolagin etkisi olabilecegi seklinde yorumlanmustir.
Calismamiz HCQ uygulamasinin HDAC aktivitesinde artiga bununda 6zellikle antiinflamatuar
IL-10 ifadesinde artisa neden olabilecegini gdstermistir. Ayrica FVP uygulamast HDAC
aktivitesinde artigsa bu artisa paralel olarak antiinflamatuar IL-10 ifadesinde fakat beraberinde
IL-6 seviyesinde de artisa neden olabilecegini gostermistir. Sonu¢ olarak bu arastirmada

literatiirde heniiz yer almayan dnemli bulgular raporlanmaistir.
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