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OZET

C6 GLIOMA HUCRELERINDE HISTON DEASETILAZ
INHIiBITORLERININ VE SiNiR BUYUME FAKTORU’NUN ROLU

Histonlardan ve diger proteinlerden asetil bakiyelerinin ¢ikarilmasi, kanser ve
norodejeneratif  hastaliklarda terapotik hedef olarak gittikge yaygin olarak
kullanilmaktadir. Histon deasetilaz inhibitorleri bazi genlerin aktivasyonuna sebep olan
kromatinde hiperasetilasyonu ve kanser hiicrelerinde terminal hiicre farklilagsmasi
ve/veya apoptozu uyarmaktadir. Valproik asit (VPA) giiclii antiepileptik, antineoplastik
ve noroprotektif 6zellikleri bilinen bir ajan olup, merkezi sinir sisteminde ndrotropinler
dahil gesitli hedef yapilarin ekspresyonunu degistirebilmektedir. Trikostatin A (TSA)
ise Okaryotik hiicrelerde biiyiime evresinin baslangicinda hiicre siklusunu inhibe
etmekte ve histonlardan asetil gruplarmmin uzaklagsmasini engelleyerek yine gen
ekspresyonunu degistirebilmektedir. Bu histon deasetilaz inhibitorleri antitimor
aktiviteye ve antiinflamatuvar 6zelliklere de sahiptir. Sigan C6 glioma hiicrelerinin hem
in vitro ve in vivo olarak sinir biiyiime faktorii (NGF) reseptorlerini eksprese ettigi ve
hem de NGF muamelesi ile bu hiicrelerin farklilagmasina sebep oldugu ve bu hiicrelerin
cogalmasini inhibe ettigi bilinmektedir.

Bu ¢alisma, iki farkli histon deasetilaz inhibitor sinifina ait olan VPA ve TSA’nin ikili
kombinasyonunun C6 glioma hiicrelerinde in vitro olarak ozellikle apoptoz ve hiicre
proliferasyon mekanizmalar1 {izerindeki etkisinin NGF uygulanmas: ile etkilenip
etkilenmeyecegini  ortaya koymak amaciyla tasarlanmistir. Boylelikle C6 glioma
hiicrelerinde tam olarak agiklanamayan hiicre 6liim mekanizmasinin molekiiler diizeyde
incelenmesi amaglanmustir.

Biitiin bu veriler dikkate alinarak, C6 glioma hiicrelerini tedavi etmek amaci ile iki
histon deasetilaz inhibitorii farkli dozlarda ve siirelerde tek tek ve kombine olarak
uygulandi ve apoptotik hiicre indeksi ile hiicre ¢gogalma indeksi hesaplandi. Ayrica bu
histon deasetilaz inhibitorlerinin C6 glioma hiicrelerinde in vitro olarak O6zellikle
apoptoz ve hiicre proliferasyon mekanizmalar1 iizerindeki etkisinin NGF’nin
uygulanmasi ile etkilenip etkilenmedigi de tespit edildi. Calismada kaspaz-3 aktivitesi,
P75N™R TrkA immunohistokimyasal olarak, NGF miktari, hiicre proliferasyonu ve
apoptoz ise kolorimetrik (ELISA) olarak incelendi.



Sonug olarak VPA, TSA ve NGF tek tek, ikili VPA+TSA ve tgli VPA+TSA+NGF
kombinasyonlar halinde uygulandiginda C6 glioma hiicrelerinin ¢ogalmasinin
engellendigi ve bu hiicrelerin apoptoza gittigi gozlendi. Tiim bu veriler géz 6nilinde
bulunduruldugunda, HDAC inhibitérleri ile NGF kombinasyonunun, C6 glioma hiicre
soyu lizerinde meydana getirdigi apoptotik hiicre 6liimii ile, norodejeneratif hastaliklarin
ve gliyal kokenli beyin kanserinin tedavisinde kullanilacak terapotik ajanlar olabilecegi
One siiriilebilir.
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SUMMARY

THE ROLE OF NERVE GROWTH FACTOR AND HISTON
DEACETYLASE INHIBITORS IN C6 GLIOMA CELLS

Removal of acetyl moieties from histones and other proteins is used widely as a
therapeutic aim in cancer and neurodegenerative diseases. Histone deacetylase
inhibitors stimulate the hyperacetylation in chromatin, which causes activation of some
genes and it also stimulates the terminal cell differentiation and/or apoptosis. Valproic
acid (VPA) is an agent whose powerful antiepileptic, antineoplastic and neuroprotective
features are known and it can change the expression of several targets including
neurotrophines in central nervous system. Trichostatin A (TSA) inhibites cellular cycle
in the beginning of growth period in eucaryotic cells and it can change gene expression
by inhibiting removal of acetyl groups from histones. These histone deacetylase
inhibitors have antitumour activity and antiinflammatory properties. It is known that rat
C6 glioma cells express nerve growth factor (NGF) receptors both in vitro and in vivo,
and they also cause differentiation of these cells, leading to inhibition of their
proliferation.

This study is designed to determine the effects of two histone deacetylase inhibitors in
combined manner on especially apoptosis and cellular proliferation mechanism in C6
glioma cells and relationship to the administration of NGF. Therefore, it was aimed to
investigate the inexplicable cell death mechanism of C6 glioma cells at molecular level.

By considering all these findings, VPA and TSA administered different doses and
periods (individually and in combined manner) and apoptotic cellular index and cellular
proliferation index calculated. In addition, the effect of these histone deacetylase
inhibitors in vitro on especially apotosis and cellular proliferation mechanisms in C6
glioma cells, the relationship to the administration of NGF are determined. In this
study, caspase-3 activity, P75"'" and TrkA determined with immunocytochemical
manner whereas the NGF levels, cell proliferation and cell death determined with
colorimetric (ELISA) manner.

As a result, we report that VPA, TSA and NGF individually and combined manner
inhibit the cell proliferation of C6 glioma cells and trigger apoptosis. By considering
these findings, we suggest that VPA, TSA and NGF combination may be new
therapeutic agents in the therapy of neurodegenerative diseases and glial derivative
brain cancer.
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1. GIRIS

Sinir sistemi, beyin ve omurilikten olusan merkezi sinir sistemi ile sinir lifleri ve
gangliyonlardan olusan periferik sinir sisteminden olusur. Merkezi sinir sistemini
olusturan sinir dokusu iki tip hiicreden meydana gelmistir. Bu hiicreler, uzun sinir lifleri
iceren noronlar ve ndronlari koruyan, destekleyen ve merkezi sinir sisteminin
savunmasinda gorev alan gliyal hiicrelerdir (Rubinstein, 1985). Gliyal hiicreler
noronlara besin saglama, homoestazin korunmasi ve miyelin kilif olusumundaki
fonksiyonlar1 nedeniyle, noéronal hiicre metabolizmasinin diizenlenmesinde ve
beyindeki noronal iletimde 6nemli rol oynadigi diisiiniilen hiicrelerdir (Morita ve dig.,
2009). Gliyal hiicreler normal kosullar altinda, noronlara nérotrofik faktorleri
saglayarak bu hiicrelerin sagkalimini arttirabilir ve bdylelikle noronlarin canliliini
destekleyebilir (Frukawa ve dig., 1987; Assouline ve dig., 1988; Houlgatte ve dig.,
1989; Yokoyama ve dig., 1991; Condorelli ve dig., 1994; Cortazzo ve dig., 1996).
Bunun yani sira toksik kosullar altinda, gliyal hiicreler ndroprotektif ajanlarin
ekspresyonunu arttirabilirler (Bakhit ve dig., 1991; Yokoyama ve dig., 1991; Oderfeld-
Nowak ve dig., 1992; Pechan ve dig., 1992; Rudge ve dig., 1994; Rossner ve dig.,
1997).

Norodejeneratif hastaliklar sinir sisteminde meydana gelen ve asamali hiicre kaybi
olarak karakterize edilen patolojik kosullar olarak tanimlanir. Merkezi sinir sisteminde
meydana gelen bu hiicre kaybi, kavrama ve hareket etme yetenegi tizerinde onemli
sonuglara sebep olabilmektedir (Graff ve dig., 2011). Uzun yillar siiren arastirmalar ve
cesitli klinik denemelere ragmen, norodejeneratif hastaliklarin tedavisi igin kesin
sonuglar veren bir yontem bulunamamistir (Cummings, 2004). Alzheimer ve
Huntington gibi norodejeneratif hastaliklar epigenetik temelleri olan hastaliklardir
(Urdinguio ve dig., 2009). Hatali histon asetilasyonu ve DNA metilasyonu gibi
epigenetik modifikasyonlarin nérodejeneratif hastaliklarin olusumuna katki sagladigi
diisiiniilmektedir. Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklar noronal ve

gliyal hiicrelerde meydana gelen 6liimle baglantilidir (Marangolo ve dig., 2001). Uzun



yillar sinir hiicrelerinde ve gliyal hiicrelerde meydana gelen bu kaybin nekroz adi
verilen bir 6liim yoluyla gerceklestigine inanildi. Bununla beraber giincel kanitlar, bu
hiicrelerin en azindan bir kisminin daha siki bir kontrol altinda gergeklesen ve apoptoz
adi verilen bir siiregle 6ldiigiinii 6ne siirmektedir (Lassman ve dig., 1995; Smale ve dig.,

1995; Barinaga, 1998).

Apoptotik hiicre oliimii, istenmeyen, zararli ya da enfekte olmus hiicrelerin ortadan
kaldirilmasini saglayan bir ¢esit hiicre intihar mekanizmasidir (Kerr ve dig., 1972).
Apoptoza 6zgii baslica morfolojik kriterler; hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi,
membran tomurcuklanmasi, DNA fragmentasyonu ve son olarak DNA fragmentlerinin
apoptotik kesecikler i¢inde paketlenmesidir (Wiyllie ve dig., 1980). Norodejeneratif
hastaliklarla ilgili yapilan arastirmalarin 6nemli bir kism1 néronal hiicre 6liimii {izerinde
yogunlasmis, ¢cok az1 gliyal hiicre 6liimiine 6nem vermistir. Buna karsin son zamanlarda
yapilan arastirmalar gliyal hiicrelerin de apoptotik hiicre 6liimiinden etkilendigini 6ne

stirmiistiir (Liu ve dig., 1997; Siman ve dig., 1999).

Merkezi sinir sistemi tiimorlerinin yaklasik %40°1 astrosit, oligodendrosit ve ependimal
hiicreler gibi gliyal hiicrelerden kokenlenir. Astrositomalar tiim gliyal hiicre
timorlerinin  yaklagik  %60-70’ini  olusturur (Criscuolo, 1993). Cesitli biiyiime
faktorlerinin  hiicresel ¢ogalma ve farklilasma tizerindeki etkilerini, hiicre ici
mekanizmalar1 aktif hale getirerek gosterdikleri ve bu yolla tiimor biiylimesini
diizenledikleri in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir. Glinimiizde gliyal timdrlerle
iligkili oldugu bilinen biiylime faktorlerinin en onemlilerinin tiimor biiytime faktorii-o
(TGF-a), timor biiyiime faktorii-p (TGF-P), fibroblast biiyiime faktori-1 (FGF-1),
fibroblast biiylime faktori-2 (FGF-2), platelet kokenli biiyiime faktori (PDGF), gliyal
kokenli biiytime faktorii (GDNF), vaskuloendoteliyal biiylime faktorii (VEGF) oldugu
distintilmektedir (Maxwell ve dig., 1990; Schlegel ve dig., 1990; Takahashi ve dig.,
1990; Plate ve dig., 1992; Stockhammer ve dig., 1995; Wiesenhofer ve dig., 2000).
Bagka caligmalar ise, sinir biiylime faktorii (NGF), beyin-kokenli norotrofik faktor
(BDNF), ve norotrofin-3 (NT-3) gibi norotrofinlerin ve reseptorlerinin gliomalar
tarafindan ekprese edildigini ve bu faktorlerin neoplazinin tetiklenmesinde ve
ilerlemesinde etkili olabilecegini 6ne siirmektedir (Aguado ve dig., 1998; Wang ve dig.,

1998). Norotrofinler, sinir sisteminin gelisiminde ve idamesinde, hayati rol oynayan



ozgiin bir protein ailesini olusturur. Iyi tanimlanmis bir ndrotrofin olan sinir biiyiime
faktorii’niin (NGF), ndéron ve ndronal tiimorlerde hiicre sagkalimini destekleme,
apoptozu onleme, ¢ogalmay1 diizenleme ve farklilasmayi tetikleme gibi bir¢ok biyolojik
etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Levi-Montalcini ve dig., 1968; Li ve dig.,1995).

NTR NTR
T,

NGF, iki farkli reseptor olan p75 ve TrkA aracilii ile etkisini gosterebilir. p7
timor nekrozis faktor (TNF) sitokin ailesinin seg¢ici-olmayan bir norotrofin reseptorii
iken, TrkA NGF’nin trofik etkisine aracilik eden tirozin kinaz reseptorii olarak
bilinmektedir (Barbacid, 1994). Sitokin ve tirozin kinaz reseptorleri arasindaki segici
etkilesimler, farkli ligand reseptor sistemlerinden gelen sinyalleri birlestirerek, birbirine
zit hiicresel cevaplar olusturan yeni bir mekanizma saglamaktadir (Yoon ve dig., 1998;
Niederhauser ve dig., 2000). Ozellikle, NGF reseptorlerinin her ikisini de eksprese eden
hiicrelerde TrkA aktivitesi p75" " tarafindan modiile edilmektedir (Kahle ve dig.,

1994; Ross ve dig., 1998).

Cogalma, farklilasma ve hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinin bozulmasi, gliyal timorlerin
gelismesinde 6nemli bir rol oynar ve gesitli merkezi sinir sistemi-kokenli tiimor hiicre
soylarinda, NGF ve reseptorlerinin diizenleyici i¢sel bir mekanizmaya sahip olduguna
dair kanitlar vardir. NGF mRNA’s1 sigan glioma soyunda belirlenmistir (Yamakuni ve
dig., 1987) ve insan glioblastoma hiicre soylar1 tarafindan salinan NGF seviyeleri
otokrin bir diizenlenmenin oldugunu 6ne siirmektedir (Emmet ve dig., 1997). Eksojen
NGF’nin tiimor hiicre biiyiimesi {izerine etkisi hiicre tipine o6zgiidiir. NGF, sican
feokromositoma hiicreleri (van Grunsven ve dig., 1996) ve insan ndrojenik tiimor hiicre
soylarinin (Yaeger ve dig., 1991) biiylimesi ilizerinde negatif etki gosterirken, birgok
insan glioblastoma hiicre soyunun biiyiimesinin NGF’den etkilenme orani degisiklik

gosterir (Oelmann ve dig., 1995).

Sican C6 glioma hiicreleri merkezi sinir sisteminden kdkenlenmis hiicreler olup astrosit,
oligodendrosit ve bunlarin dnciileri olan hiicrelerin 6zelligini tasimaktadir (Holland,
2001). C6 glioma hiicrelerinin biiylimesinin ¢esitli norotrofik faktorler tarafindan
diizenlendigi ve bu hiicrelerin NGF reseptorlerini hem in vivo hem de in vitro eksprese
ettigi cesitli galismalarda gosterilmistir. (Kumar ve dig., 1990; Zanellato ve dig., 1994;

Tornatore ve dig., 1997). NGF muamelesi C6 glioma hiicrelerinin farklilasmasina neden



olup, ¢ogalmalarini gii¢lii bir sekilde engellemektedir (Watanabe ve dig., 1999) ve NGF
(TrkA) reseptorii eksprese eden insan medulla blastoma hiicre soyunda apoptozu
tetikleyebilmektedir (Muragaki ve dig., 1997; Chou ve dig., 2000). In vitro
caligmalardan elde edilen tiim bu sonuglar, NGF aracili farklilasmanin ve apoptozun
gliyal tiimorlerin bitylimesinin kontrol edilmesinde, yeni bir teropatik bakis acis1 olarak

sunulabilecegini 6ne stirmektedir (Kimura ve dig., 2002).

NGF, farklilagmanin yani sira sag kalimi da tesvik eder. NGF’nin baglangigta, gelisim
esnasinda duyu ve sempatik ndronlarin sagkalimini tesvik edebilme yeteneginde bir
molekiil olarak tanimlanmasi onun duyarli hiicreleri daha direncli bir hale getirdigini
gostermektedir. Sinir hiicreleri lizerindeki bu koruyucu etkisi, NGF’nin Alzheimer,
Parkinson, inme ve periferal sinir sistemi hastaliklar1 gibi merkezi sinir sistemine ait
cesitli norodejenaratif hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi fikrini dogurmustur
(Connor ve dig., 1998). NGF’nin kanser gelisimi ve ilerlemesi lizerindeki roli iki
yonliidiir. NGF, farklilasmay tetikleyerek tiimor biiylimesinin kontrol edilmesi {izerinde
pozitif bir etki saglarken, ikinci onemli 6zelligi olan sagkalimin tesvik edilmesi
ozelliginden dolayr daha direngli tiimor hiicreleri olugmasina yol acabilmektedir. Bu
durum ozellikle gliomalarda tiimoér tedavisinde biiylik bir engel olarak karsimiza

cikmaktadir (Kniipfer ve dig., 2001).

Translasyon sonras1 meydana gelen modifikasyonlarin en iyi bilinenlerinden bir tanesi
sliphesiz histon asetilasyonudur. Histon proteinine asetil gruplarinin eklenmesi veya bu
gruplarin uzaklastirilmas1 Histon Asetil Transferazlar (HAT) ve Histon Deasetilazlar
(HDAC) olarak adlandirilan iki enzim ailesi tarafindan katalizlenir. HAT’ler histonlarin
amino ucundaki kuyruga asetil grubu eklerken, HDAC’ler histonlardaki asetil
gruplarimi uzaklastirir. Asetil grubunun pozitif yiikli bazik histon kuyrugundaki lizin
amino asitine eklenmesi ile pozitif yiikk nétralize olur ve histonlarin negatif yiiklii fosfat
DNA iskeleti ile elektriksel etkilesimi zayiflar, boylece transkripsiyon faktoérlerinin
hedef gen bolgesine ulasilabilirligi artar (Margueron ve dig., 2005; Yoon ve dig., 2005).
Tam tersine, histon deasetilaz enzimleri (HDACS) ile katalizlenen 6zdes histonlarin amino-
terminal uglarinin tekrar pozitif yiikk kazanmalar, histonlar ile DNA’nin etkilesimini
artirmakta ve promotdr lizerindeki baglanti bolgeleri bloke edilerek gen transkripsiyonu

engellenmektedir (Margueron ve dig., 2005). Histon molekiiliinde translasyon sonrasi



meydana gelen tiim bu degisiklikler kromatinin siki veya gevsek bir sekilde

paketlenmesini ve bu yolla gen ifadesinin diizenlenmesini etkilemektedir.

Gen ifadesinin diizenlenmesine etki eden ve histonlarda meydana gelen bu epigenetik
degisikliklerin, gesitli hastaliklarm olusumunda aktif rol aldig1 gosterilmistir. Ozellikle
kanserde, tiimor baskilayict genlerin promotor bdolgelerindeki asetilasyonlarin
artmasinin bu genlerin susturulmasina neden oldugu goriilmiistiir (Bolden ve dig., 2006;
Minucci ve Pelucci, 2006). Histonlarin, hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda oynadigi rol
anlasildikca HDAC’lerin  engellenmesiyle hastaliklarin  6nlenecegi  diisiincesi,
HDAC’lerin bu fonksiyonlarini engelleyecek ilaglarin tasarimina ve dogal kimyasallarin
arastirilmasina yol agmustir (Yoo ve dig., 2006). Histon deasetilaz inhibitorleri, histon
ve histon olmayan proteinlerin islevlerini ve dolayisiyla gen transkripsiyonunu
diizenleyerek, histon asetilasyonunu arttiran ve bu yolla kromatinin daha ag¢ik bir yap1
kazanmasimna neden olan ¢esitli ajanlardir. HDAC inhibitrleri genel olarak
antikanserojen ajan olarak diisiiniilmektedir. Bu molekiillerin, histon ve histon olmayan
proteinler tiizerinden etki gostererek, hiicre biiylimesini durdurdugu, apoptozu ve
farklilasmay1 arttirdigit ve yeni damar olusumunu durdurdugu in vitro ve in vivo

caligmalar ile gosterilmistir (Magner ve dig., 2000; Qian ve dig., 2006).

Giliniimiizde HDAC inhibitorlerinin en c¢ok dikkat ¢ekenlerinin basinda siiphesiz
Trikostatin A (TSA) gelmektedir. TSA antifungal antibiyotik olarak ig géren organik
bir bilesik olup, memelilerde sinif I ve sinif II HDAC enzim ailesini 6zgiin bir sekilde
inhibe eden yeni antikanser bir ajandir (Marks ve dig., 2000). Histon deasetilazlarin
TSA tarafindan inhibe edilmesi farklilasma, apoptozun tetiklenmesi ya da transkripsiyonun
degismesi gibi genis spekturumlu epigenetik etkiler meydana getirir. TSA’nin en 6nemli
etkilerinden bir tanesi uzun siireli biityiime inhibisyonu ve memelilerde hiicre dongiisiinii G,
fazinda durdurmasidir. Bu 6zelliginden dolayr TSA kanser tedavisinde kullanilabilecek
muhtemel adaylardan biri olarak kabul edilmektedir. TSA’nin C6 glioma hiicrelerinde

apoptozu tetikledigi gosterilmistir (Hsu ve dig., 2011).

Giiglii HDAC inhibitorlerinden bir digeri olan Valproik asit (VPA), iyi tolere edilen
antiepileptik bir ilagtir ve toksisite profili iyi tanimlanmistir. VPA hem smif | hem de
simif II HDAC’leri (HDAC6 ve HDACI10 harig) inhibe ederek, H3 ve H4 histonlarinin



hiperasetilasyonuna yol acar. VPA’nin noéroblastoma (Yuan ve dig., 2001; Cinatl ve
dig., 2002), glioma ( Bacon ve dig., 2002; Kamitani ve dig., 2002), 16semi (Fischkoff ve
Walter, 1984; Kawagoe ve dig., 2002), meme kanseri (Olsen ve dig., 2004) ve prostat
kanseri (Thelen ve dig., 2004) gibi ¢esitli kanser tiirlerinde biiylimeyi inhibe ettigi ve bu
hiicre soylarmin farklilagmalarini tesvik ettigi (Blaheta ve Cinatl, 2002), in vitro ve in
vivo olarak gosterilmistir. VPA’nin timor hiicreleri iizerindeki farklilastirict etkisi
siklikla kaspaz aktivasyonuna bagimli ya da bagimsiz olarak gergeklesen apoptoz ile
beraber tanimlanmaktadir (Tang ve dig., 2004).

Gerek TSA’nin gerekse de VPA’nin C6 glioma hiicre soyu iizerinde apoptotik etkisi
oldugu bilinmesine karsin, bu iki HDAC inhibitori daha once kombine olarak
uygulanmamuigtir. Bu ¢alisma, C6 glioma hiicrelerinde in vitro olarak 6zellikle apoptoz
ve hiicre proliferasyon mekanizmalari iizerinde, iki farklit HDAC inhibitor sinifina ait
olan VPA ile TSA’nin tek basina, ikili ve NGF’nin uygulanmas: ile de tglii
kombinasyonunun etkilerini arastirmak amaciyla tasarlanmistir. Boylelikle C6 glioma
hiicrelerinde tam olarak agiklanamayan hiicre 6liim mekanizmasinin molekiiler diizeyde

incelenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. HUCRE DONGUSU

Tek ve ¢ok hiicreli organizmalar biiyiime, gelisme ve ¢ogalmalarini saglamak amaciyla
boliiniirler. Cogu Okaryotik hiicrenin genetik materyallerini iki katina ¢ikarip mitoz
esnasinda bunu iki yavru hiicreye esit sekilde paylastirmasiyla gerceklesen ve birbirini
takip eden ardisik olaylardan olusan siire¢ “hiicre dongiisii” olarak adlandirilir.
Okaryotlarda hiicre déngiisii G1, S ve G, fazlarmi kapsayan interfaz evresi ve mitoz
evresinden olusmaktadir (Lodish ve dig., 2000) (Sekil: 2.1).

Restiriksiyvon Noktasa

s DNA Sentezi

Sekil 2.1: Hiicre dongiisii evrelerinin sematik goriiniimii
(www.sydney.edu.au/wmi/cellcycle/cellcycle.htm).

Hiicre icin biiyilk Oonem tasiyan hiicre dongiisiiniin asamalar1 arasindaki gegisler,
korunmus bir mekanizma tarafindan kontrol edilmektedir (Papeleu ve dig., 2005).
Radyasyon ve ¢esitli kimyasallarin DNA’da herhangi bir hasar olusturmasi ile hiicre
dongiisii durdurma noktalar1 aktive olmaktadir. DNA’nin kendini tamir etmesi i¢in
zaman yaratmak amaciyla, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi degisik fazlarda geciktirilmekte
ya da durdurulmaktadir. Bu mekanizma sadece hiicre dongiisiiniin farkli olaylarim
kontrol etmekle kalmaz, hiicre ¢ogalmasini kontrol eden hiicre dis1 sinyallerle hiicre

dongiisti arasindaki iliskiyi de saglar. Genellikle, programli hiicre 6liimii olan apoptoz



mekanizmalari da, tamir edilemeyecek olan anormal hiicrelerin ortadan kaldirilmasi igin
bu mekanizmalara paralel olarak aktive edilmektedir (Marc ve dig., 2004; Sturgeon ve
dig., 2006).

G; fazi: Normal hiicre dongiisiiniin ilk fazi olan G1 fazinda hiicre DNA replikasyonu
icin hazirlanir. Bu evrede metabolik olarak aktif olan hiicre siirekli olarak biiyiir ve
DNA sentezi i¢in gerekli olan proteinleri ve RNA’y1 sentezler. Tipik oOkaryotik bir
hiicrede yaklasik on iki saat siiren bu faz en uzun faz olup, karar verme noktasi olarak
bilinen (R noktasi) 6nemli bir kontrol noktasi bulundurur. G1/S kontrol noktasi, hiicrede
DNA hasar1 olup olmadigimi kontrol eder. Eger G1 fazinda hasar gergeklesmisse, bu
kontrol noktasi proliferasyonu geciktirir veya hiicreyi apoptoza siiriikkler. G1
tutuklanmasi, hasarli DNA’nin replikasyonunun yapilacagi S fazina girmeden oOnce
hatanin onarilmasina izin verir. Bu noktadaki durdurmanin genellikle p53 geni

tizerinden gerceklestigi gosterilmistir (Levine, 1997).

S fazi: Yaklasik 6-8 saat siiren bu faz DNA sentezinin gerceklestigi evredir. S fazinda
bulunan kontrol noktasi, hasarli DNA replike olmadan 6nce onarilmasi igin DNA’nin
biitiinliiglini siirekli izler ve replikasyon sirasinda yanlis baz eslesmesi ya da DNA
boliimlerinin eksik replikasyonu gibi olusabilecek hatalart bulma ve onarma seklinde

kontrol gorevi iistlenir (Painter 1986; Paulovich ve Hartwell 1995).

G, fazi: Hiicrenin mitoz igin hazirlandigi bu faz yaklasik 3-6 saat siirer. Mitozda
kullanilacak enerji igin ATP depolanmasi ve mitoz mekigi i¢in tubulin yapimi, bu fazda
gerceklesen olaylarin baslicalaridir. Go/M kontrol noktasi, DNA hasar1 gibi bir durumla
karsilasmast halinde replikasyonu engellemekte ya da geciktirmektedir. Hiicre
dongiistiniin ilerleyisinin engellenmesi p53-bagimli ya da p53 bagimsiz yollarla

olabilmektedir (Vermeulen ve dig., 2003).

M fazi: Hiicrelerin replike olmus kromozomlar1 kardes hiicrelere esit bir sekilde
paylastirdigi mitoz faz1 yaklasik olarak 30 dakika siirer. “ig ipliklerini durdurma
noktas1” olarak da bilinen bu fazdaki durdurma noktas1 metafaz ve anafaz arasinda tiim
kardes kromatidlerin ig ipliklerine dogru bir bicimde paylastirilip paylastirilmadigini
kontrol etmektedir (Johnson ve Walker, 1999; Shackelford ve dig., 1999). Bahsi gegen



durdurma noktasi tarafindan kontrol edilen bir diger yapi ise ig ipligi mikrotiibiil
yapisidir. Mitoz evresini takiben gerceklesen sitokinez evresini tamamlayan hiicre
interfaz asamasina girerek, yasam dongiisiinii devam ettirmektedir (Morgan, 2007).
Hiicre dongiisiiniin siiresi her ne kadar hiicre tipine gore farklilik gosterse de, birgok
memeli hiicresinde dongili, 10-30 saatlik bir zaman dilimini kapsamaktadir. Hizl
¢ogalan embriyonik hiicrelerin disinda, yetiskin hayvanlarda bazi hiicreler (néronlar
veya c¢izgili kas hiicreleri) boliinmeyi giinler, haftalar hatta bazi durumlarda tiim
yasamlar1 boyunca tamamiyla durdururken, bazilar1 da (fibroblast, karaciger, bobrek ve
akciger hiicreleri) nadiren sadece hiicrede yaralanma ya da 6lim meydana geldiginde
yerine yenisini koymak amaciyla bolinmektedir. Hiicre dongiisiinii G; fazinda terk eden
birinci gruptaki hiicreler G, (dinlenme) evresindesindedir. G, hiicreleri metabolik olarak
aktif olmalarina ragmen, hiicre disindan uygun bir sinyal almadiklar siirece boliinme

yeteneklerini kaybetmislerdir (Lodish ve dig., 2000; Kumar ve dig., 2005).

2.1.1. Siklinler ve Siklin Bagimh Kinazlar

Hiicrelerin, hiicre dongiisiine girisi ve ilerleyisi, siklinler (CYC), siklin bagimli kinazlar
(CDK) ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri’nin (CKI) seviyeleri ve aktiviteleri
tarafindan kontrol edilmektedir (Vermeulen ve dig., 2003). Siklinlerin hiicre
dongiisiiniin 6zgiin fazlarinda seviyeleri en iist noktaya ¢ikar, daha sonra hizla diiser ve
hiicre, dongiiniin bir sonraki fazina geger. CYC’ler fonksiyonlarini, hiicre dongiisiinde
G1-S-G2 ve mitoza gegisi kontrol eden, CDK’lerle kompleks olusturarak gergeklestirir.
CDK’ler hiicre dongiisii sirasinda diizenli fakat inaktif formda iiretilmis olan siklin-
bagimli kinazlarin aktif formlarma doniismesi, siklinlere baglanarak fosforlanmasiyla
gerceklesmektedir. CYC ve CDK’lerin olusturdugu farkli kombinasyonlar hiicre

dongiisii gegis noktalarinda rol almaktadir (Vermeulen ve dig., 2003).

Giiniimiizde memeli hiicrelerinde, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gorev aldigi
bilinen 16 tane siklin ve 11 tane siklin-bagimli kinaz bulunmaktadir (Pines, 1995).
Hiicre biiylime sinyali aldiginda, D tipi siklinler sentezlenir ve biiyiime faktorleri
olmadiginda sentezi hemen durur. D tipi Siklinlerin yarilanma omrii yaklasik 30
dakikalik kisa bir siireyi kapsamaktadir. Siklin D1, siklin D2 ve siklin D3 olmak iizere
ic tipi bulunan siklin D proteinleri CDK4 ve CDK6’ya baglanir. G; fazimnin erken
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fazinda siklin D’lerin, ge¢ fazinda ise siklin E’lerin sentezi uyarilmaktadir. Sentezi
uyarilan siklin E’ler CDK 2’ye baglanmaktadir. SiklinD/CDK4, siklinD/CDK6 ve
siklinE/CDK2’nin bir araya gelmesiyle olusan bilesik retinoblastom proteinini fosforile
etmekte ve bu noktadan sonra hiicre DNA sentezinin basladigi S fazina girmektedir.
Hiicre dongiisiiniin S fazindan G, asamasina gecisi siklin A seviyesindeki artig ile
gerceklesmektedir. siklin A, CDK1 ve CDK2 ile baglanir. Olusan siklinA/CDK2’nin
fosforilasyonu ile G, asamasina gegis saglanir. G, fazindan M fazina ge¢is G, fazinda
sentezlenen siklin B’nin CDKI1 ile baglanmasi ve siklinB/CDK1’in  olusturdugu
kompleksin fosforlanip aktiflesmesiyle ger¢eklesmektedir. Daha sonra gesitli proteinler
mitoz sirasinda devreye girer ve DNA replikasyonu, mitotik ig olusumu gozlenir ve
ilgili siklinler ubikuitin-proteozom yoluyla ortamdan uzaklastirilmaktadir (Sridhar ve
dig., 2006).

2.1.2. Siklin Bagimh Kinaz inhibitorleri

Hiicre siklusunda CDK’lerin aktivitesini diizenlemeden sorumlu olan molekiiller siklin-
bagiml kinaz inhitérleri (CDKI) olarak adlandirilir. CDKI seviyesinde meydana gelen
degisiklikler normal hiicre dongiisiinii degistireceginden hiicre yaslanmasina ya da bazi
timorlerin olusumuna neden olabilir (Vermeulen ve dig., 2003). Giincel galismalar
CDKUF’lerin birgok hiicrenin farklilagsmasi, cogalmasi ve apoptoza gitmesinin

kontroliinde rol alabilecegini gostermistir.

Siklin-CDK komplekslerinin aktivitesi CIP/KIP ve INK4 olarak adlandirilan iki
inhibitdr ailesi tarafindan kontrol edilmektedir (Sherr ve Roberts, 1995). CIK/KIP ailesi,
p21(WAF1, CIP1), p27(CIP2) ve p57°den (KIP2) olusurken, INK4 ailesi p15 (INK4b),
pl6 (INK4a), p18(INK4c), ve pl19’dan (INK4d), olusur. INK4 ailesi G; fazinda gérev
alan CDK’leri ( CDK4 ve CDKG6) inaktive eder. Bu inhibitorler siklin bagiml kinazlarla
birleserek bu enzimlerin siklin D ile kompleks olusturmasini engeller (Carnero ve
Hannon, 1998). Ikinci aileyi olusturan inhibitdrler ise CDK-siklin komplekslerini
inaktive eder (Polyak ve dig., 1994; Harper ve dig., 1995; Lee ve dig., 1995). p21’in
transkripsiyonel aktivitesi p53-bagimli (hiicre dongiisii ve durdurulmasi) veya p53-
bagimsiz (hiicre farklilasmasi) mekanizmalar ile diizenlenir (Baccini ve dig., 2001).

Niikleer bir fosfoprotein olan p53, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde hayati bir 6nem
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tagir. Cok sayida genin ekspresyonunu negatif ya da pozitif yonde diizenleyebilen stres
tetikli bir transkripsiyon faktorii olan p53, insanlarda goriilen tiimorlerin yaklasik %
50’sinde mutasyona ugramistir. p53 DNA hasari, onkogen aktivasyonu ve hipoksiya
gibi hiicrede stres olusturan ¢esitli kosullara karsi olusturulan cevapta aktive edilir.
pS3 transkripsiyonel programin aktive edilmesiyle hasarli DNA ya da mitoz sonrasi
anormal kromozom paylagimina sahip hiicrelerin yasamasi engellenmis olur. p53 zarar
gormiig/stresli hiicrelerde bu koruyucu etkisini hiicre dongiisiinii durdurmak ya da
programli hiicre oliimiinii tetiklemek yoluyla gergeklestirir (Kumar ve dig., 2005;
McPherson ve dig., 2007). p53-bagimli gergeklesen apoptoz mekanizmalart heniiz tam
olarak agiklik kazanmamasma ragmen, bu protein iizerinden igleyen hiicre dongiisii
inhibisyonunun CDK inhibitorii p21 tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (Gartel ve
Tyner, 2002). Herhangi bir DNA hasarina karsi olusan cevapta hiicrenin, dongiiyii
durdurma ya da apoptoza gitme yollarindan hangisini se¢ecegine nasil karar verdigine
dair kesin bir bilgi olmamasina karsin, bir¢ok ¢alismada yiliksek miktarlardaki p21’in
transkripsiyonunun, p53-bagimli apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir (Gartel ve Tyner,
2002).

Hiicrede DNA hasar1 meydana geldigi zaman p53 miktar1 hiicre i¢inde artmaya baslar
ve p2l gen promotoriiniin pS53-baglayict bolgesine baglanarak p21 geninin
transkripsiyonel olarak aktif olmasimi saglar. C-ucu ve N-ucu olmak iizere iki temel
islevsel pargasi olan p21 proteini, C-ucu pargas: ile DNA replikasyonu ve onariminda
gorev alan PCNA (cogalan hiicre niikleus antijeni) proteini ile iligskiye girerken, N-ucu
pargast ile CDK-siklin kompleksi ile baglanti kurmaktadir. p21 hiicre dongiisiinii ya
PCNA ile ya da cesitli siklin kompleksleriyle baglanti kurarak durdurmaktadir (Fang ve
dig., 1999, Johnson ve Walker, 1999). p21 normal boliinmekte olan hiicrelerde diisiik
seviyede eksprese edilmekte ve transkripsiyonu p53 bagimli veya birgok sinyal yolu ve
transkripsiyon faktorleri araciligi ile p53-bagimsiz yolla gergeklesebilmektedir (Hirsch
ve Bonham, 2004).

2.2. APOPTOTIK HUCRE OLUMU

Tek ve ¢ok hiicreli canlilarda yasam, dogum, biiyiime, lireme, yaslanma ve 6liim olmak

tizere dort temel asamadan olusmaktadir. Organizmalarin temel canlilik birimi olan
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hiicrelerin gereksinimleri karsilanmadigi zaman, yasamsal faaliyetleri geri doniisiimsiiz
olarak durur ve hiicre 6liimii ger¢eklesir. Yasamin diizenli bir sekilde devam etmesi igin
canliyr olusturan hiicrelerin sayisal dengesi onemli oldugundan, hiicre ¢ogalmasi ve
Oliimii arasindaki sabit dengenin korunmasi hayati bir onem tagimaktadir. Kerr ve

arkadaglar1 (1972) nekroz ve apoptoz olmak tizere iki 6liim tipi tanimlamustir.

Apoptoz, c¢ok hiicreli organizmalarda islevini yerine getiremeyen, organizma igin
yabanci ya da metabolizmasi bozulmus hiicrelerin, yine hiicrenin kendisi tarafindan
programlanmis bir mekanizma vasitasiyla, ortadan kaldirilmasidir (Sastry ve Rao,
2000). Birbirini takip eden olaylar serisinden olusan apoptoz, olduk¢a karmasik bir
stire¢ olup, nukleus ve sitoplazmada meydana gelen biyokimyasal ve morfolojik
degisikliklerle karakterize edilmektedir. Viral enfeksiyonlar, iyonize radyasyon ve
kemoterapiyi iceren travmatik ajanlar vasitasiyla gerceklesen hiicresel lezyonlar,
hipoksi, genetik faktorler ya da biiylime faktorii eksikligi apoptozun tetiklenmesine
neden olan baslica etmenlerdir. Memelilerde apoptotik hiicre yolagi, hiicre dis1 yolak
(TNF reseptor ailesinin alt grubu olan 6liim reseptorleri) ve hiicre i¢i yolak (Bcl-2 ailesi
tiyeleri tarafindan kontrol edilen) olmak tiizere iki farkli mekanizma ile diizenlenir
(Marsden ve Strasser, 2003). Baslatma modlarindaki farkliliga ragmen, her iki yolak da
kaspaz ailesi iiyesi olan proteolitik enzimlerin aktivasyonuna yol agtigindan, birbiri ile
kesismektedir. Hiicre dis1 yolakta (reseptor aracili yolak) 6liim, 6liim reseptorleri olan
TNF reseptor siiper ailesinin belli iiyelerinin (Fas, TNFR1, 6liim reseptoriit DR1, DR3
ve DR5) tesviki ile bagslar (Sprick ve Walczak, 2002). Fas, trimerik Fas ligandina
baglanarak sitosolik bir protein olan FADD’1 (Fas iliskili 6liim kismi) aktive eder. Bu
aktivasyon, Fas reseptoriiniin hiicre iginde kalan 6lim kismi ile FADD’m C ucu 6lim
kismi arasindaki homotipik etkilesim araciligiyla olur (Boldin ve dig., 1995; Chinnaiyan
ve dig., 1995). Aktive olan FADD, reseptor araciligiyla tetiklenen yolakta, apoptotik
sinyal akigini1 baglatan kaspaz 8’1 uyarir (Krammer, 2000). Kaspaz 8 ve FADD 6liim
reseptorii ile tetiklenen yolakta rol oynayan temel molekiillerdir (Yeh ve dig., 1998;
Zhang ve Bieker, 1998). Hiicre i¢i yolak oksijen yetersizligi, biiylime faktorii eksikligi
ve sitotoksik ajanlar gibi hiicresel strese sebep olan ¢esitli faktoérler tarafindan
tetiklenebilir. Bu yolagin merkezinde, hiicre i¢i kaspaz-9’u aktive eden bilesik olan
apoptozom olusumu yatar. Sonlandirict bir sinyal ya da hiicre i¢i bir degisiklik

mitokondriden sitozole sitokrom c gibi mitokondriyal bir enzimin salinmasina neden
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olur. Sitokrom ¢, dATP varliginda Apaf-1’i uyararak prokaspaz’in aktivasyonunu
saglar. Mitokondriyal yolakta kaspaz akisini baslatan enzim olarak bilinen kaspaz 9’un
aktiflesmesi ise, icraci kaspazlar1 uyarir ve bodylece apoptotik 6liim sonug¢landirilmis
olur. Oliim reseptorii ile tetiklenen yolak dogrudan kaspaz aktivasyonuna neden
olmasina karsin, hiicre i¢i ya da stres-tetikli apoptoz yolaginda kaspaz aktivasyonu pro
ya da antiapoptotik proteinlerinin (BCL-2 ailesini kapsayan) olusturdugu ag
kompleksine tabidir (Martin ve Elkon, 2004) (Sekil: 2.2).

HUCRE DISI
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- Oliim g
Kemoterapi 5 1 =
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Sekil 2.2: Hiicre 6liim reseptorleri araciligiyla etkisini meydana getiren hiicre dis1 sinyallerle
tetiklenen hiicre dis1 ve mitokondri araciligiyla gergeklesen hiicre ici apoptotik yolak
gosterilmektedir (www.imgenex.com/.../LivinorSurvivin_forweb.htm).

Memelilerde hiicrenin gesitli yerlerine yerlesmis, farkli islevlere sahip, BCL-2 ailesine
ait en az 20 iye bilinmektedir. Ailenin kurucu {iyesi olan BCL-2, ilk olarak B-hiicre
lenfomalarinda kesfedilmistir (McDonnell ve dig., 1989). Bu aileye ait tiim tyeler
cesitli pro ya da antiapoptotik proteinlerle etkilesime girmelerine izin veren bir ya da
daha fazla Bcl-2 homoloji (BH) kisimlarina sahip olup, yap1 ve islevleri bakimindan
birbiriyle etkilesim halinde olan 3 gruba ayrilir. Birinci grup Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w,
Mcl-1 ve A1’i igerir ve bu proteinler hiicreleri, biiyiime faktor eksikligi, radyasyon (UV

ve gamma) ve kemoterapi gibi 6liim tetikleyicilere karsi korur. Bu gruba ait proteinler
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mitokondri dig zarinin gegirgenligini azaltarak, sitokrom c¢ gibi mitokondriyal
proteinlerin  sitozole ge¢mesine mani olarak, hiicrenin apoptoza gitmesini
engellemektedir. Bax, Bak ve Bok proteinlerini i¢eren ikinci BCL-2 grubu, yapisal
olarak BCL-2’ye benzerlik gosterir (BCL-2 gibi 3 BH kismu igerir) ve apoptozu tesvik
etmektedir. Ikinci gruba ait proteinler, apoptozu tesvik etme islevlerini, mitokondri ya
da diger membranlarin gecirgenligini degistirip, proapoptotik aracilarin salinmasin
saglayarak basarir. Son grup olan BH3 proteinleri proapoptotik proteinler olup Bid,
Bad, Bik, Bim, Bmf, Hrk, Noxa ve Puma iiyelerine sahiptir ve BCL-2 ailesinin
koruyucu etkilerine zit etkiler meydana getirir. Bazi BH3 proteinleri apoptozda hiicreler
icin nobet¢i gorevi lstlenirken digerleri dogrudan apoptozu aktive etmede gorev
almaktadir (Danial ve dig., 2003). BH 3 iiyeleri ¢esitli organellerde nobetgi gibi hareket
edip, 6lim ya da sagkalim sinyallerine uyum saglar ve Bax/Bak tetikli apoptozu
kolaylastirmaktadir. Pro ve anti apoptotik proteinler arasindaki denge ya da etkilesimler

hiicrenin yasayip yasamayacagini belirlemeye yardim etmektedir (Gross, 1999).

Senkronize sekilde apoptoza gitmesi i¢in tetiklenmis hiicrelerin sitozolik ekstratlarinda
yapilan ¢ok sayidaki ¢alisma, apoptozun neden oldugu biyokimyasal ve morfolojik
degisikliklerin hiicrenin plazma zari, sitoplazmasi ve nukleusu gibi tiim unsurlarini
etkiledigini ortaya koymustur (Lazebnik ve dig., 1993). Nukleusta gozlenen baslica
degisiklikler apoptotik hiicre Oliimiiniin en belirgin 6zellikleri olan kromatin
yogunlagmasi, DNA’nin endonukleazlar araciligiyla yaklasik 180-200 baz giftlik
pargalara ayrilmasi ve yogunlasmis kromatinin nukleus zarma dogru gog¢ etmesidir.
Apoptotik hiicrelerde sitoplazma bliziismiis ve eozinifilik bir goriinim almistir. Bu
hiicrelerin  sitoplazmik organellerinde asir1 bir hasar gézlenmemesine karsin, normal
fizyolojik kosullardaki morfolojilerinde de olmadigi saptanmistir. I¢ zarda pH kaybu,
matriksin osmotik olarak sismesi, dis zarin bozulmasi ve zarlar arasindaki bolgeden
proapoptotik proteinlerin salinmasi, apoptotik hiicrelerin mitokondrilerine ait baslica

degisikliklerdir (Saraste ve Pulkki, 1999).

Apoptotik hiicrelerde gozlenen en belirgin biyokimyasal degisiklik, hizla RNA ve
protein sentezinin azaltilmasidir (Cohen, 1993). Normal fizyolojik sartlar altinda hiicre
zarinin i¢ ve dis zaridaki fosfolipitler asimetrik dagilmiglardir. Ancak normal sartlarda

hiicre zarinin i¢ kisminda lokalize olmus fosfotidilserinin hiicre dis zar ylizeyindeki
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proteinlere baglanmasi ile bu asimetri bozulur ve apoptotik hiicre, komsu hiicrelerin
makrofajlar1 tarafindan taninir hale gelir. Fosfotidil reseptorleri tasiyan komsu
makrofajlar apoptotik hiicreleri igine alirlar ve bu yolla dokuyu apoptotik cisimlerden
temizlemis olurlar. Siirecin basindan sonuna kadar, hiicre zar1 parcalanmayip, hiicre i¢i

bilesenler disar1 sizmadigi igin inflamasyon olusmaz (Fiers ve dig., 1999).

2.2.1. Kaspazlar ve Aktivasyon Yolaklari

Gelisim ve doku homeostazi i¢in hayati 6nem tasiyan apoptoz siireci evrimsel olarak
Iyi korunmus bir programla kontrol edilir (Nunez ve dig., 1998). Farkli organizmalarin
apoptotik hiicrelerinde benzer morfolojik 6zelliklerin gozlenmesi, hiicre isletiminin
ortak bir mekanizma tarafindan tetikleniyor olabilecegini 6ne siirer. Nematod bir kurt
olan Caenorhabditis elegans’da yapilan genetik analizler sonucunda hiicre 6liim siireci
igin gerekli olan ve Ced-3 ve Ced-4 olarak adlandirilan iki gen tanimlanmistir (Yuan ve
Horvitz, 1992; Yuan ve dig., 1993). Memelilerde de homologu bulunan ve bir proteazi
kodlayan Ced-3 geninin klonlanmasi ile sistein proteazlarin hiicre 6liim mekanizmasinin
onemli bilesenleri oldugu gosterilmistir (Yuan ve dig., 1993). Interlokin 1-B

doniistiiriicii enzim (ICE) memelilerde tanimlanan ilk Ced 3 homolugudur.

Giiniimiizde memelilerde birgok Ced 3 homolugu tanimlanmis ve bunlardan en az 14
tanesinin kaspaz ailesine ait oldugu ortaya konmustur. Memelilerde tespit edilen baslica
kaspazlar; kaspaz-1 (ICE), kaspaz-2 (ICH-1), kaspaz 3 (CPP 32), kaspaz 4 (TX, ICH-2,
ICErel-Il), kaspaz 5 (ICErel-111), kaspaz 6 (Mch2), kaspaz 7 (mch3, ICE-LAP3, CMH-
1), kaspaz 8 (MACH, FLICE, Mhc5), kaspaz 9 (ICE-LAP6, Mhc6), kaspaz 10 (Mhc-4,
FLICE2), kaspaz 11 (IHC-3), kaspaz 12, kaspaz 13 (ERICE) ve kaspaz 14’tiir.
Kaspazlar yap1 ve iglevlerine gore ii¢ alt gruba ayrilir. Birinci gruba ait olanlar (kaspaz
-1, -4, -5, -11, 14) inflamasyon yanitinda, ikinci (kaspaz -2, -3, -7) ve igiincii (kaspaz -
6, -8, -9 ve -10) gruba ait kaspazlar genel olarak apoptotik hiicre 6liimiinden sorumludur
(Shi, 2002).

Kaspazlar hiicrelerde dort ayr1 kisimdan olusan inaktif onciilerinden sentezlenir. Aktif
olmayan Onciil kaspazlarin baslica kisimlar1 sunlardir: ¢esitli boyutlardaki bir amino

ucu (N ucu polipeptid ya da pro kisim olarak adlandirilir), bir biiyiik alt birim, bir kii¢iik
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alt birim, biyiik ve kiigiik alt birimler arasindaki Asp ile saglanan baglayic1 bolge
(Nicholson ve Thornberry, 1997). Kaspazlar, kendini olusturan pro ve baglayici
bolgelerin proteolitik kesimle uzaklastirilmasi sonucu, aktif formlarina doniisiirler.
Memeli hiicre 6liim proteazlar1 olan kaspazlar, proteolitik kaspaz yolaginda aktif olan
bolgeleri baz alinarak, baslatici (kaspaz-2, -8, -9, 10) ve icraci kaspazlar (kaspaz-3,-6,-
7) olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Baslatict kaspazlar 0Onciil kaspaz molekiiliiniin
Ozgilin aktivatorleri ile baglanmasimi saglayan uzun On zincirlere (>90 amino asit)
sahipken, icrac1 kaspazlar sadece 20-30 bakiyelik bir zincire sahiptir. Kaspaz 3 ve
kaspaz 7 gibi icraci kaspazlarin aktivasyonu, kaspaz 9 gibi baslatici bir kaspaz
araciligiyla miimkiin olurken, baslatici kaspazlarin aktivasyonu apoptotik kosullar

altinda otoaktivasyonla gerceklesir (Shi, 2005).

2.2.2. Kaspaz 3

Kaspaz-3 ve kaspaz-8 apoptotik sinyal akiginda anahtar rol oynayan temel molekiillerdir
(Varfolomeev ve dig., 1998). 32 kDa agirligindaki bir proenzimin pargalanmasiyla
ortaya cikan aktif kaspaz-3, apoptotik Sliimiin gerceklesmesini saglayan esas kaspazdir.
Aktif hale ge¢mis olan kaspaz-3, diger kaspazlar1 keserek onlar1 uyarmasinin yani sira
DNA tamir mekanizmasinda yer alan enzim ve molekiillerin pargalanmasinda da rol
alir. Kaspaz -3’iin hiicresel substratlari arasinda gelsolin (F aktini depolimerize ederek,
hiicre membraninin altinda bulunan hiicre membraninin dayanikliligt koruyan bir
molekiil) ve PARP (serbest DNA uglarini taniyarak, DNA’nin onarilmasinda gorev alan
bir molekiil) sayilabilir (Kothakota ve dig., 1997; Earnshaw ve dig., 1999). Hiicresel
substratlarin aktif kaspaz-3  tarafindan pargalanmasi sonucu, hiicre membraninda
cikintilar olugsmast ve DNA’nin parcalara ayrilmasi gibi apoptoza 6zgii 6zellikler
gozlenir. Baglatici ve icrac1 kaspazlar, hiicrelerde apoptozun belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilan hedeflerdir. Ozgiin antikorlar veya floresan ile konjuge edilmis

antikorlarla kaspazlarin aktif formlar1 belirlenebilmektedir.

2.3. TRANSLASYON SONRASI HIiSTON MODIFIiKASYONLARI VE GEN
EKSPRESYONUNUN DUZENLENMESI

Kromatinin organizasyonu gen ekspresyonunun diizenlenmesi i¢in hayati 6nem tasir.

Ozellikle de okaryotik kromatini meydana getiren tekrarlayan temel birimler olan
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nukleozomlarin yerlesimi ve 6zellikleri hiicre i¢i ya da hiicre dis1 sinyallere karsi olusan
cevapta promotdr 6zgiin transkripsiyonu etkiler (Grunstein, 1997). Tipik bir niikleozom,
0zdes H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarindan birer kopya igeren sekiz histonluk bir
oktomer ve bu oktomerin etrafina sarilmis yaklasik 146 DNA baz ciftinden olusur
(Conley ve dig., 2006). DNA’nin paketlenmesi ve kromatinin yapisinda meydana gelen
degisimler gen ekspresyonu icin kilit noktalar olup, hiicre fonksiyonunun diizgiin
isleyisini, farklilasmasin1 ve ¢ogalmasin etkiler (Drummond ve dig., 2004). Fizyolojik
kosullar altinda nukleozomun bilesenleri olan histonlarin N-ucu kuyruklari, lizin
bakiyeleri bakimindan zengin olup, pozitif yiikliidir (Timmermann ve dig., 2001 ).
Pozitif yiiklii bu proteinler, nukleozomun diger bileseni olan negatif yiikli DNA
omurgasina siki bir sekilde baglanmislardir. Bu baglanma kromatinin yiiksek diizeyde
katlanmasina yol agarak, kromatine sik1 bir yap1 kazandirir. Kromatinin “kapali” yapisi
transkripsiyon faktorlerinin, transkripsiyon diizenleyici komplekslerin ve RNA
polimerazlarin DNA’ya gegislerini engeller ve transkripsiyonel olarak aktif olmayan bir
kromatin olugmasina neden olur (Hansen ve dig., 1998; Nightingale ve dig., 1998; Tse
ve dig., 1998; Walia ve dig., 1998).

Asetilasyon 6zdes histonlarin N-ucu kuyruk bolgeleri arasindaki lizin bakiyeleri
arasinda olusur. Histon asetiltransferazlar (HATS), asetil gruplarim1 (CH3CO), asetil
koenzim A’dan, 6zdes histonlar arasinda yer alan lizin bakiyelerinin e-amino gruplari
tizerine transfer eder (Gennaro ve dig., 2004). Histonlardaki lizin bakiyelerinin pozitif
yiiklerinin asetil gruplari tarafindan nétralize edilmesi ile histonlarin DNA ile olan
iliskisi kopmakta ve kromatin daha agik bir yapiya kavusmaktadir. Boylece aktif gen
transkripsiyonu i¢in, gerekli olan transkripsiyon faktorlerinin nukleozomal DNA’ya
gecmesinin yolu agilmis olur (Grunstein, 1997). Bu etki histon deasetilaz (HDAC)
enzimlerinin 6zdes histonlarin amino uglarmin pozitif yiik kazanmalarini saglayip,
DNA’nin histonlarla olan etkilesimi arttirmasi ile engellenir. Histon asetilasyon seviyesi
histon asetil transferaz ve deasetilazlarin olusturdugu iki enzim ailesinin  geri
dontisimlii ve birbirine zit hareket eden aktivitesiyle diizenlenmektedir (Yoshida ve
dig., 2001). Bu iki enzim sinifinin aktiviteleri arasindaki denge, normal hiicre ¢ogalmasi
icin oldukc¢a 6nemlidir ve bu dengenin bozulmas: karsinogeneze yol acabilmektedir

(Timmermann ve dig., 2001 ).
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Epigenetik degisiklikler fenotipte meydana gelen, geri doniisiimlii, genlerin niikleotid
dizilimindeki degisikliklerden kaynaklanmayan ve hiicre boliinmesi ile sonraki kusaga
aktarilabilen farklilagsmalardir (Santini ve dig., 2007). Bu degisiklikler, transkripsiyon
diizenlenmesinde rolii olan DNA ve/veya bu siirece katilan ilgili proteinlerin
modifikasyonlarini igerdiginden yeni bir genetik bilgi icermez. Histon asetilasyonu ve
DNA metilasyonu memelilerde en iyi tanimlanmisg iki epigenetik degisikliktir (Strahl
ve Allis, 2000; Klose ve Bird, 2006). Hiicrenin fizyolojik durumu, g¢evresel sinyaller
gibi hiicrenin i¢inde bulundugu c¢evre, histon kodlarinin gegici olarak degismesine
neden olur. Hicre farklilagmasi, ¢ogalmasi ve sagkalimina katilan genlerin
transkripsiyonunun kontroliinii yapan epigenetik mekanizmalar malignazi gelisiminin
en acik hedeflerinden birisidir (Ellis ve dig., 2009). Epigenetik modifikasyonlarin
degismesi, kanser (Esteller, 2007) dahil bir¢ok hastalikda gozlenir ve epigenetik
diizenlenmenin bozulmasinin ilk doniistiiriicii olay olabilecegine dair kanitlar vardir
(Feinberg, 2005). Bu kanitlar, epigenetik degisikliklerin hiicresel homeostazinin
kaybindaki erken olaylar oldugunu ve bazi durumlarda genetik mutasyonlara ve

genomik kararsizliga onciiliik edebilecegini ileri siirer.

2.3.1. Histon Deasetilaz Enzimleri (HDAC)

Histon deasetilaz enzimleri, genellikle transkripsiyonel baskilamada goérev alarak,
kromatinin yeniden sekillendirilmesinde 6nemli rol oynar. Memelilerde, bir maya olan
Saccharomyces cerevisiae’nin HDAC enzimleri olan Rpd3, Hdal ve Sir2 ile homoloji
gosteren ve li¢ sinifa ayrilan 18 iiyelik bir histon deasetilaz ailesi tanimlanmistir (De
Ruijter ve dig., 2002; Blander ve Guarente, 2004; Marks ve dig., 2004). Bu ailenin 11
tiyesini bulunduran Tip I ve Tip Il HDAC’ler “klasik HDAC’ler” olarak adlandirilirken;
kalan 7 tiyeyi igeren Tip III HDAC’ler “sirtuinler” olarak bilinmektedir.

Maya transkripsiyon diizenleyici geni Rpd3 ile homoloji gosteren, Tip 1 deasetilazlar
350-500 aminoasit uzunlugunda olup, HDAC-1, -2, -3, -8, ve -11 iiyelerini igerir
(Santini ve dig., 2007). Birgok hiicre tipinde eksprese edilebilen bu enzimler nukleusta
bulunup hiicre dongiisiiniin ilerlemesini diizenler. Maya Hdal geni ile homoloji
gosteren Tip II deasetilazlar 1000 aminoasit uzunlugunda olup HDAC-4, -5, -6, -7, -9, -
10 tiyelerini igerir (Leipe ve Landsman, 1997; De Rujiter ve dig., 2002; Grozinger ve
Schreiber, 2002). Tip Il deasetilazlar uzun N-ucu kismi ya da ikinci katalitik bolgeye
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sahip olmalar1 bakimindan, diger siniflardan farklilik gosterir. Bu enzim simifina ait
tiyeler  hiicre dis1 sinyallere cevaben sitoplazma ve nukleus arasinda mekik
dokumaktadir. Tip Il deasetilazlarin daha ¢ok hiicre olgunlagsmasi ve farklilasmasi ile
ilgili oldugu goriinmesine karsin, Tip Il deasetilazlardan biri olan HDAC6’nin son
zamanlarda sitoplazmik bir protein olan beta-tubulinin deasetilasyonunu katalizledigi
gosterilmigtir  (Hubbert ve dig., 2002; Zhang ve dig., 2003). Histon olmayan
sitoplazmik proteinlerin deasetilasyonunun katalizi Tip I HDAC smifina 6zgii ayr1 bir

Ozellik olarak goriinmektedir.

Maya Sir2 proteinleri’nin homologlarini tasiyan Tip IIIl HDAC’lerin  yapisal olarak
insan Tip I ve Tip I HDAC lerle iliskisi yoktur. Tip IIl HDAC’ler klinikte kullanilan
HDACVI’larla inhibe edilemez. Sirtuinler, deasetilaz aktivitesi i¢in Tip I ve Tip 1I
HDAC’ler tarafindan kullanilan Zn bagimli mekanizmanin aksine; nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD) kullanmaktadir. Tip | ve Tip Il HDAC enzimleri kisa zincirli yag
asitleri ve hidroksiamid asitler ile inhibe edilebilirken; Tip III HDAC enzimleri bu tiir

ajanlar ile inhibe edilemez ( Richon ve O’Brien, 2002; Vigushin ve Coombes, 2002).

Tablo 2.1: Histon deasetilaz enzimleri

Deasetilaz
Tip Enzim Homoloji Katalitik | Aktivasyon Yerlesimi
Parga Mekanizmasi
| HDAC 1, 2,8 RPD 3 1 Zn Bagimhi Niikleus
HDAC 3 1 Zn Bagiml Niikleo-sitoplazmik
HDAC 11 1 Zn Bagiml Niikleo-sitoplazmik
| HDAC4,5,7,9,10 HDA1 1 Zn Bagimli Niikleo-sitoplazmik
HDAC 6 2 Zn Bagiml Sitoplazma
I SIRT 1-7 SIR2 1 NAD Bagimli Sitoplazma

2.3.2. Histon Deasetilaz Inhibitorleri (HDACI)

Histon deasetilaz inhibitorleri, histon ve histon olmayan proteinlerin islevlerini ve
dolayisiyla gen transkripsiyonunu diizenleyerek, histon asetilasyonunu arttiran ve bu

yolla kromatinin daha agik bir yapiya kazanmasina neden olan ¢esitli ajanlardir.
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Giiniimiizde yapisal farkliliklar1 dolayisiyla engelleyici potansiyelleri birbirinden farkli
olan 6 simif HDACI taninlanmistir (Curtin ve Glaser, 2003; Miller ve dig., 2003;
Yoshida ve dig., 2003; Marks ve dig., 2004). Bunlar;

Kisa Zincirli Yag Asitleri: Sodyum biitirat, Sodyum fenilbiitirat, VPA,
Pivaloiloksimetil biitirat, AN-9.

Hidroksamik Asitler: TSA, Suberoilanilid hidroksamik asit (SAHA), Piroksiamid,
Propenamidler, Aroil pirrolil hidroksiamidler, Oksamflatin, ABHA, Skriptaid (SB-
556629).

Epoksiketon Iceren SiklikTetrapeptidler: Trapoksinler, 2-Amino-8-okso-9, 10-
epoksidekanoik asit AOE.

Epoksiketon icermeyen Siklik Tetrapeptidler: FK 228, Apicidin, Depsipeptid.
Benzamidler: MS-275, CI1-994, MGCD103.

Hibrid Molekiiller: CHAP31, CHAP50.

HDACT lar, birgok transforme ya da kanser hiicre tipinde nukleozomal histonlarin
hiperasetilasyonunu tetikleyerek, baskilanmis genlerin yeniden aktif hale gelmesini
saglar (Marks ve dig., 2001; Johnstone ve Licht, 2003) (Sekil: 2.3). Birgok kanser
tipinde baskilanmis olan bu genler fizyolojik sartlarda apoptozu ve farklilasmayi
tetikleyerek, hiicre dongiisiinin G1 ve G2 fazinda durmasina neden olup, hiicre
cogalmasini inhibe ederler. Antitiimor aktiviye sahip HDACI’larin en ¢ok dikkat ¢eken
0zelliklerinden birisi, HDAC inhibisyonu ile olusan asetilasyonun sadece belli genlerin
transkripsiyonunu aktive etmesi ve bu yolla tiimér biiyiimesini inhibe etmesidir. Hiicre
siklusu kinaz inhibitorii olan p21WAFl geni, ekspresyonu en ¢ok uyarilmis genlerden
birisidir (Blagosklonny ve dig., 2002). HDACT’larla muamele sonucu p21’in promotdr
bolgesinde bulunan H3 ve H4 histonlarin asetilasyonu, p21 geninin ekspresyonun
artmast ile sonuglanir (Gui ve dig., 2004). HDACT lar, fizyolojik kosullarda DNA hasari
ya da DNA tamir hatalar1 gibi apoptotik sinyallere karsi duyarli olmasina karsin,
kanserde bu oOzelligini yitiren hiicrelerde engellenmis ya da baskilanmig apoptotik

yolaklarin tekrar aktive edilmesini saglayabilir.

HDACT larin  antitimoral ozellikleri arasinda, tiimdre kan saglama, metastatik
potansiyel ve konak immun cevabi gibi daha sistemik etkiler de bulunur (Walkinshaw
ve Yan, 2008). HDACT’lar VEGF (vaskuloendoteliyal biiyiime faktorii) gibi pro-



anjiogenik faktorlerin ekspresyonunu baskilayarak ve endoteliyal hiicrelerin anjiogenik
tesvike duyarliligin1 azaltarak anjiyogenezi engellemektedir (Deroanne ve dig., 2002;
Bolden ve dig., 2006). HDACT lar, tiimor biiyiimesi i¢in O6nemli olan yeni kan
damarlarinin  olusumunun engellenmesine ek olarak matriks metalloproteinaz
enzimlerinin ekspresyonunu da inhibe eder. Matriks metalloproteinazlar tiimdrlerin
etrafin1 saran bazal membrani yikar, bu da metastazin baglamasinda olduk¢a Onemli bir
adimdir (Bolden ve dig., 2006). Bununla beraber HDACI’larin  konak immun cevabini
tesvik etmesiyle, tiimor hiicreleri immun sistem tarafindan yikilmaya daha duyarli hale
gelebilir (Johnstone, 2002). Tim bu veriler goz Oniine alindiginda, HDACTI’larin
kanserin baglangici ve gelisimindeki ¢esitli hiicresel ve fizyolojik siireglerde etkin bir

role sahip oldugu goriiliir.

Deasetile Kromatin Asetillenmis Kromatin

Baskilanmis Gen T
Ekspresyonu HDACI

Aktif Gen Ekspresyonu

Sekil 2.3: HDAC inhibitorleri etki mekanizmalarinin sematik gosterimi. HAT enzimleri asetil
gruplarini lizin bakiyelerine aktararak agik ve transkripsiyonel olarak aktif bir kromatin yapist
meydana getirir. HDAC enzimleri ise lizin bakiyelerinden asetil gruplarini uzaklastirarak,
trankripsiyonel olarak aktif olmayan bir kromatin yapis1 meydana getirir (Gillet ve dig., 2007).

2.4. TRIKOSTATIN A

TSA Streptomyces hygroscopicus’den elde edilmis dogal bir iiriin olup, baslangicta
yalnizca antifungal etki gdsteren bir antibiyotik olarak kullanilmasina karsin sonradan
giiclii, 6zgilin ve geri dontisiimlii bir histon deasetilaz inhibitorii olarak tanimlanmis ve
kullanilmaya baslanmistir (Tsuji ve dig., 1976). Histon deasetilaz inhibitorlerinin

hidroksamik asitler sinifina dahil olan TSA memelilerde sinif I ve sinif II HDAC leri
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secici bir sekilde inhibe ederken, ayni etkiyi sinif III deasetilazlar iizerinde gostermez.
Histon deasetilazlarin TSA tarafindan inhibe edilmesi farklilasma ve apoptozun
tetiklenmesi ya da transkripsiyonun degismesi gibi genis spekturumlu epigenetik etkiler
meydana getirmektedir (Yoshida ve dig., 1995). TSA meme, prostat, kolon, mide ve
hepatoma kanser hiicre soyunda proliferasyonu engeller ve apoptozu tetikler (Mcbain
ve dig., 1997; Saito ve dig., 1999; Eickhoff ve dig., 2000; Suzuki ve dig., 2000).
TSA’nin en o6nemli etkilerinden bir tanesi uzun siireli biliylime inhibisyonu ve
memelilerde hiicre dongiistiinii G1 fazinda durdurmasidir (Yoshida ve dig., 1995). Bu
ozelliginden dolayr TSA kanser tedavisinde kullanilabilecek muhtemel adaylardan biri
olarak kabul edilir. TSA’nin etkisi ile ilgili 6ne siiriilen muhtemel mekanizmalardan bir
tanesi TSA’nin apoptozla iligkili genlerin ekspresyonunu tesvik edip, bu yolla kanserin
ilerlemesini yavaslattigidir. Diger etki mekanizmasi ise hiicre farklilagmasinin
tetiklenmesi ve bu yolla tiimorlerde bulunan bazi farklilagmamis  hiicrelerin

olgunlagsmasini saglamaktir.

Histon deasetilaz inhibitorleri histon olmayan icract molekiiller tizerinde de birgok
etkiye sahip oldugundan gilinlimiizde HDACTI’larinin antikanser mekanizmasi tam
olarak anlagilamamistir. HDACI’lar epigenetik degisikliklere neden olmalari sebebiyle,
kanserin yani sira gesitli hastaliklarin tedavisi igin popiiler ila¢ hedefleri haline
gelmistir. Norodejeneratif hastaliklarda deasetilasyon diizeyinin arttiginin gosterilmesi
lizerine, bu hastalik grubunun tedavisinde de HDAC inhibisyonunun etkili olabilecegi
diistinilmiistir (Sama ve dig., 2009). TSA’nin C6 glioma hiicrelerinde apoptozu
tetikledigi gosterilmistir (Hsu ve dig., 2011).

2.5. VALPROIK ASIT

Kisa zincirli bir yag asidi olan Valproik asit (VPA, 2-propilpentanoik asit), ilk olarak
Valeriana officinalis’den elde edilen valereik asitin analogu olarak sentez edilmistir.
Klinikte uzun yillar tiim epilepsi nobet tiplerine kars1 genis spektrumlu bir ila¢ olarak
kullanilmasmin  yani sira, son zamanlarda HDAC’leri inhibe edebildiginin
anlasilmasiyla farkli alanlarda da kullanilmaya baslanmistir (Gottlicher ve dig., 2001;
Phiel ve dig., 2001).
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VPA; hem tip | hem de tip Il (HDAC-6 ve HDAC- 10 hari¢g) HDAC’leri inhibe etmekte
ve histonlarin (H3 ve H4) hiperasetilasyonuna neden olmaktadir (Gottlicher ve dig.,
2001). VPA ile muamele edilen hiicrelerde, CDKI p21°'™*, glikojen sentaz kinaz-3p ve
peroksizom-proliferator-aktiveli  reseptorlerini  kapsayan ¢ok sayidaki genin
ekspresyonunun degistigi bildirilmistir (Phiel ve dig., 2001; Werling ve dig., 2001).
VPA’nin néroblastoma (Yuan ve dig., 2001; Cinatl ve dig., 2002), glioma (Bacon ve
dig., 2002; Kamitani ve dig., 2002), 16semi (Fischkoff ve Walter, 1984; Kawagoe ve
dig., 2002), meme kanseri (Olsen ve dig., 2004) ve prostat kanseri (Thelen ve dig.,
2004) gibi cesitli kanser tiirlerinde biiylimeyi inhibe ettigi ve bu hiicre soylarinin
farklilasmalarini tesvik ettigi (Blaheta ve Cinatl, 2002) in vitro ve in vivo olarak
gosterilmistir. VPA nin tlimor hiicreleri iizerindeki farklilastirict etkisi siklikla kaspaz
aktivasyonuna bagimli ya da bagimsiz olarak gergeklesen apoptoz ile beraber
tanimlanmaktadir (Tang ve dig., 2004). VPA ile ilgili yapilan gesitli hiicre siklusu
analizleri, ilacin etkisini p21 ekspresyonunu artirip, hiicreleri G1 fazinda tutarak, hiicre

siklusunu inhibe ettigini gostermistir.

2.6. SINIR BUYUME FAKTORU

Biiytime faktorleri memeli sinir sisteminin gelisiminde ve devamliliginin saglanmasinda
hayati bir rol oynamaktadir (Barbacid, 1995). Bu faktorlerden platelet kokenli biiyiime
faktorii (PDGF) ve fibroblast biiylime faktorii (FGF) c¢ok yonlii aktiviteye sahiptir ve
sinir sisteminden baska sistemlerde siklikla ¢alisilmistir (Westermark ve Heldin, 1993).
Buna karsin diger faktorler sinir sistemi tlizerinde daha genis etkiye sahip olup,
“norotrofinler” olarak adlandirilirlar. Memelilerde ilk kesfedilen ve en iyi tanimlanan
norotrofin sinir biiylime faktorii (NGF) olmasina karsin, norotrofin (NT) 3, 4, ve 5,
gliyal kokenli norotrofik faktor (GDNF) ve siliarik norotrofik faktor (CNTF) de siklikla
calisiilmaktadir.

NGF, yaklasik 27 kDa agirhigindaki 7S kompleksi olusturmak icin birbirleriyle
etkilesim halinde olan a, B, ve y alt birimlerinden olusur (Connor ve dig., 1998). 7S
bilesigi yalnizca NGF’nin trofik aktivitesinden sorumlu 118 aminoasitlik iki 6zdes 3

zincirden meydana gelir (Ullrich ve dig., 1983; Maness ve dig., 1994). Olgun B-NGF
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prepro-B’dan sentezlenir (27kDa) ve merkezi sinir sisteminde homodimer olarak
varligini sergiler (Ullrich ve dig., 1983; Scott ve dig., 1993; Maness ve dig., 1994).

Sinir biiyiime faktori (NGF), normal kosullar altinda periferik sinir sisteminde
sempatik noronlarin sonlandigi hedef dokulardan iiretilip, salinmaktadir (Korsching,
1993) . Bu dokulardan salinan NGF, sinir uglar1 tarafindan reseptor aracili endositozla
yakalanmakta ve aksonlardan noronal hiicre govdesine aktarilarak, noronal sagkalim ve
farklilasmay1 tesvik etmektedir. Son zamanlarda yapilan galismalar, NGF’yi de
kapsayan norotrofinlerin, bagka kaynaklar tarafindan da {iretilebilecegini ortaya
koymustur. Periferal sinir incinmesini takiben, makrofajlar inflamatuvar cevabin bir
pargas1 olarak sinire sizmakta ve sitokinleri salmaktadir. Makrofajlardan sitokin
salinmasi incinmis sinirdeki fibroblastlarda ve Schwann hiicrelerinde NGF sentezini
tetikler (Korsching, 1993). Mast hiicrelerinde de sentezi yapilan NGF, mast hiicresinin
aktivite kazanmasini takiben salinmaktadir (Levi-Moltacini ve dig., 1996). Bunun yan
sira bazi patolojik durumlarda, reaktif olmaya baslayan astrogliyal hiicreler, astrositoma
ve glioblastoma hiicreleri gibi bazi gliyal tlimor hiicreleri de NGF’yi de igeren bir¢ok
norotrofik faktorli sentezleyip c¢evre dokuya salar. NGF sentezini diizenleyen
mekanizma tam olarak bilinmemesine karsin hedef dokulardaki NGF mRNA’s1 ve
protein seviyesi ile sempatik uyarimin birbiri ile uyumlu oldugu gézlenmistir (Heuman
ve dig., 1984).

NGF, hiicre yiizeyinde bulunan iki farkli reseptor p75™ '~

NTR
5

ve TrkA araciligi ile, etkisini
gosterebilmektedir. p7 , timor nekroz faktor (TNF) sitokin ailesinin segici olmayan
bir norotrofin reseptorii iken, TrkA NGF’nin trofik etkisine aracilik eden tirozin kinaz
reseptorii olarak bilinmektedir (Barbacid, 1994). 75 kilodalton agirliginda, membran

gecisli  bir glikoprotein olan p75™'™~

tim norotrofinleri diisik affinite ile baglama
Ozelligine sahiptir (Rodriguez ve dig., 1990; Chao, 1994). Hiicre disinda kalan kismi
sisteince zengindir. Hiicre icinde kalan kisim ise oOliim ile ilgili bolge olarak
bilinmektedir. Baslangicta yalnizca Trk reseptorlerinin bir koreseptdrii olarak
tammlanan p75" " "nin, Trk ile beraber eksprese edildiginde, Trk iizerinde yiiksek
duyarhilik tasiyan bir bolge olusturdugu ve bu yolla Trk’nin ligandlarina olan
hassasiyetini arttirdigi kabul edilmistir (Hempstead ve dig., 1991; Mahadeo ve dig.,

1994). Bununla beraber son zamanlarda yapilan caligmalar Trk ailesinin iyeleri
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NTR
5 s

olmadan da p7 nin farkli islevlere aracilik ederek kendine ait degisik sinyal

yollarmi aktive ettigini ortaya koymustur (Wang ve dig., 2001).

5NTR reseptorii seramid iiretimine onciiliik edip, NFkB ve c-Jun N-terminal kinaz’i

p7
(JNK) aktive etmektedir (Bothwell, 1996; Cassaccia—Bonnefil ve dig., 1996). p75" '~
araciligiyla meydana gelen hiicre oliimiinde 6nemli rol oynadigi 6ne siiriilen, JNK
sinyal yolagi diger bir norotrofin olan Trk aracilifiyla uyarilan Ras-fosfotidil-3-kinaz

5NTR

sinyal yolagi ile engellenir. Buna karsin, p7 araciligiyla uyarilan NFkB yolag: Trk

ile uyarilan sinyal yolagindan etkilenmez (Yoon ve dig., 1998).

Trk A, TrkB ve Trk C olmak tizere 3 farkli tipi tanimlanan Trk reseptorleri zar gegisli
tirozin kinazlardir. Norotrofinlere baglandiginda aktivite kazanan Trk reseptorleri NT
ailesi tiyelerine baglanma yoniinden ileri derecede 6zgiinliik gosterir (Barbacid, 1994).
NGF TrkA’ya, NT-3 TrkC’ye, NT-4, 5 ve beyinden kokenlenen nérotrofik faktor
(BDNF) Trk B’ye baglanir (Sekil: 2.4).

NGF BONF NT-4/5 NT-3 Pro-NGF Pro-BDNF

/

TrkA [I[I TrkB[[l TrkC PR
% Ras-Ral-MAPK «= INK
PI3K, PLC NFkB

Hticre Sagkalimi
Farklilagma

Hiicre Olimi

Sekil 2.4: Norotrofinler ve reseptorlerini gosteren sema (Pezet ve dig., 2006).

Norotrofinlerin kendine 6zgii reseptorlere baglanmasi sonucu gergeklesen olaylarin ilk

asamas1 reseptOrlerin dimer halini almasi ve hiicre i¢i tirozin Kinaz enziminin
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uyarilmasidir. Uyarilan tirozin kinaz enzimi, reseptdrlerin sitoplazmik kisminda yer alan
tirozin bakiyelerini fosforlayarak, aktivite kazanmalarina neden olmaktadir. Diger
tirozin bakiyelerinin fosforlanmasi fosfotirozin baglayan (PTB) ya da src-homoloji-2
(SH-2) motifleri igeren adaptor proteinler i¢in baglanma bolgeleri olusturarak, sinyal
olusumunu tesvik eder (Pawson ve Nash, 2003). Bu adaptor proteinler Trk reseptorleri
ile birleserek, fosfolipaz C(PLC)-yl, Ras/ERK (hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz)
protein kinaz yolagi ve fosfotidil-3-kinaz (PI-3 kinaz)/Akt kinaz yolagini igeren hiicre
ici sinyal kaskadini baslatir. Tiim bu olaylar sonunda transkripsiyon faktorlerinin
araciligiyla ¢ok cesitli hiicresel cevaplarin olusmasi saglanir (Bredesen ve Rabizadeh,
1997; Oktayoglu ve Bolkent, 2011).

2.7.C6 GLIOMA HUCRE SOYU

Sican C6 glioma hiicreleri merkezi sinir sisteminden kdkenlenmis hiicreler olup astrosit,
oligodendrosit ve bunlarin dnciileri olan hiicrelerin 6zelligini tasimaktadir (Holland,
2001). Bu hiicreler yiiksek mitotik aktivite, niikleer pleomorfizm, timor nekroz
odaklari, tiimdr ici kanama gibi cesitli malign glioblastoma karakteristiklerine sahip
hiicreler olarak primer beyin tiimorii arastirmalarinda kullanilmaktadir. Wistar- Furth
siganlara N-N' nitrozometiliire uygulanmasiyla olusturulan C6 glioma timér hatti ilag
etkilesimi ¢alismalari icin tiim diinyada yaygin olarak tercih edilmektedir (Grobben ve

dig., 2002).
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MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN KiMYASALLAR

© 00 N oo o b~ w N e

10
11
12
13

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

. Nevre Growth Factor (NGF 2.5 S) Invitrogen Cat.N0:13257-019
. Valproik Asit, Gerot PharmazeutikaGmbH

. DMEM, Invitrogen 31885

. F-12, Invitrogen 21765

. Etanol, Sigma 32221

. DMSO, sc-202581 Santa Cruz Biotecnology, Inc

. Tripsin EDTA, Invitrogen 15090

. L-Glutamin, Invitrogen 25030

. Penisilin+Streptomisin, Invitrogen 15140

. Fetal Sigir Serumu, Invitrogen 10270

. Trichostatin A, Sigma T1952

. Tripan mavisi, Sigma T8154

Hiicre Cogalmasi Elisa Kiti, BrdU Roche 11647229001
Hiicre Oliimii Belirleme Elisa Kiti, Roche 11544675001
NGF (M-20): sc-549 Santa Cruz Biotecnology, inc

Trk A (763): sc-118 Santa Cruz Biotecnology, inc
NGFRp75 (NGFR5):sc-58567 Santa Cruz Biotecnology, Inc
Kapatma Cozeltisi, Invitrogen Prolong P36934

FITC, sc-2012 Santa Cruz Biotecnology, inc

CY3, Temecula California 92590

Metanol, Merck K39066609 839

Tiazol Blue Tetrazolyum Bromid, Applichem A2231 0001
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3.2. HUCRE KULTURU

Calismalarimizda kullanilan sigan kokenli C6 glioma hiicre soyu, haftada iki kez rutin
pasajlar1 yapilmak suretiyle, Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Zooloji Anabilim Dal1 Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda ¢ogaltildi. C6 glioma hiicreleri,
1s1 ile inaktive edilmis % 5 fotal sigir serumu (FBS) ve antibiyotikler (100 unite/ml
penisilin  G,100, 100 pg/ml streptomisin) iceren =~ DMEM-F12 medyumunda
(Dulbecco’nun Modifiye Edilmis Eagle Medyumu, besleyici karisim F-12 Ham
Medyumu), 37 °C'de, % 5 CO, ve % 95 hava igeren nemli inkiibatorde, 1 atmosfer
basing altinda biiyiitiildii. 25 ve 75 cm?lik steril kiiltiir kaplarinda tiretilen hiicreler,

kiiltiir kab ylizeyinin % 60-80’ini kapladiklarinda, deney i¢in kullanildi.

3.3. KULLANILAN KIMYASALLARIN COZULMESI VE SULANDIRILMASI

3.3.1. TSA’nin Coziilmesi ve Sulandirilmasi

TSA’nin [(763): sc-118 Santa Cruz] 5, 10, 25, 50, 100, 200 ng/ml yogunlugundaki 6
farkli konsantrasyonu seri diliisyon ile DMEM-F12 medyumu igerisinde her kullanimda

taze olarak hazirlandi ve 0.22 pm por ¢apli membran filtreden gecirilerek steril edildi.

3.3.2. VPA’nin Coziilmesi ve Sulandirilmasi

Kapsiil halinde Gerot Pharmazeutika firmasindan temin edilen Valproik asit %70
etanol i¢inde ¢oziildii. Sterilizasyon amaci ile ¢ozelti 0.22 pm por ¢apli membran
filtreden gegirildi ve kii¢iik hacimlere boliinerek, -20 °C’ye kaldirildi. VPA’nin 0.1,
0.5, 1, 3, 5, 10 mM yogunlugundaki 6 farkli konsantrasyonu seri diltisyon ile DMEM-

F12 medyumu igerisinde her kullanimda taze olarak hazirlandi.
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3.3.3. NGF’nin Coziilmesi ve Sulandirilmasi

13257-019 katalog numaras ile Invitrogen firmasindan temin edilen NGF 2.5S, 1X PBS
(pH 7.4) i¢inde ¢oziildli, 1000 ng/ml olacak sekilde sulandirildi ve kiigiik hacimlere
boliinerek, -20°C’ye kaldirildi. NGF’nin 10, 50, 100 ve 200 ng/ml yogunlugundaki 4
farkli konsantrasyonu seri diliisyon ile DMEM-F12 medyumu igerisinde her seferinde

taze olarak hazirlandi.

3.4. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

3.4.1. TSA, VPA ve NGF’nin Etkin Doz ve Siirelerinin Belirlenmesi

3.4.1.1. TSA i¢in Doz ve Siire Belirleme Deneyleri

Deneylerde kullanilacak hiicreler, kiiltiir kaplarin1 % 60-80 oraninda kapladiklarinda,

tripsin kullanilarak yapistiklar kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirildi. Mikroskop altinda
kalktiklar1 gbzlenen hiicrelere tripsinin etkisini engellemek amaciyla, tripsinle esit
miktarda medyum konuldu ve hiicre siispansiyonu santrifiij tiipiinde toplanarak 1500
rpm’de, 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi, tliplin dibinde
kalan hiicrelerin lizerine medyum eklendi ve tek hiicre silispansiyonu olusturmak
amaciyla pipetaj yapildi. Hemositometre kullanilarak toplam hiicre sayis1 hesaplandi. 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her birine hiicre sayis1 hesaplanmig, % 100 canli tek hiicre
stispansiyonundan alimmis 5000 C6 hiicresi ekildi. Ekilen hiicreler kiiltir kabinin
yiizeyine yapigsmasit ve ¢ogalmasi i¢in 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. 24 saatlik
inkiibasyon sonunda hiicreler, TSA i¢in segilmis dozlar olan 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25
ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/mI’lik TSA ile muamele edildi. Deneylerde kontrol
grubu da dahil, her doz igin 4 kuyucuk kullanild1 ve her konsantrasyon i¢in 24 ve 48
saatlik deney gruplari olusturuldu.
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Tablo 3.1: Trikostatin A’ya ait deney gruplart

3.4.1.2. VPA i¢in Doz ve Siire Belirleme Deneyleri

Deneylerde kullanilacak hiicreler kiiltiir kaplarmin yiizeyini % 60-80 oraninda
kapladiklarinda % 0.25’lik tripsin kullanilarak, yapistiklari kiiltiir kab1 ylizeyinden
kaldirildi. Mikroskop altinda kalktiklari gozlenen hiicrelere tripsinin etkisini engellemek
amaciyla, tripsinle esit miktarda medyum konuldu ve hiicre siispansiyonu santrifiij
tiipiinde toplanarak 1500 rpm’de, 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
atildi, tliplin dibinde kalan hiicrelerin iizerine medyum eklendi ve tek hiicre
slispansiyonu olusturmak amaciyla pipetaj yapildi. Hemositometre kullanilarak toplam
hiicre sayist hesaplandi. 96 kuyucuklu kiltiir kaplarinin her birine, hiicre sayisi
hesaplanmis % 100 canli tek hiicre siispansiyonundan alinmig 5000 C6 hiicresi ekildi.

Ekilen hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyine yapigsmasi ve ¢ogalmasi i¢in 37 °C'de, 24 saat



31

inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda, hiicreler VPA i¢in secilmis dozlar olan
0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 3 mM, 5 mM, 10 mM VPA ile muamele edildi. Deneylerde
kontrol grubu da dahil her doz i¢in 4 kuyucuk kullanildi ve her konsantrasyon i¢in 24
ve 48 saatlik deney gruplar olusturuldu. Her doz ve siire i¢in deneyler 3 kez tekrar
edildi.

Tablo 3.2: Valproik Asit’e ait deney gruplari

DOZ SURE
KONTROL 24 Saat 48 Saat
VPA 0.1 mM 4 kuyucuk/3 tekrar 4 kuyucuk/3 tekrar
VPA 0.5 mM 4 Kuyucuk/3 tekrar 4 Kuyucuk/3 tekrar
VPA'1l mM 4 kuyucuk/3 tekrar 4 kuyucuk/3 tekrar
VPA 3 mM 4 Kuyucuk/3 tekrar 4 Kuyucuk/3 tekrar
VPA 5 mM 4 kuyucuk/3 tekrar 4 kuyucuk/3 tekrar
VPA 10 mM 4 kuyucuk/3 tekrar 4 kuyucuk/3 tekrar
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3.4.1.3. NGF i¢in Doz ve Siire Belirleme Deneyleri

Deneylerde kullanilacak hiicreler kiiltiir kaplarin1 % 60-80 oraninda kapladiklarinda, %
0.251ik tripsin kullanilarak, yapistiklar: kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirildi. Mikroskop
altinda kalktiklar1 gozlenen hiicrelere tripsinin etkisini engellemek amaciyla, tripsinle
esit miktarda medyum konuldu ve hiicre silispansiyonu santrifiij tiipiinde toplanarak
1500 rpm’de, 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi silipernatant atildi, tiipiin
dibinde kalan hiicrelerin lizerine medyum eklendi ve tek hiicre siispansiyonu
olusturmak amaciyla pipetaj yapildi. Hemositometre kullanilarak, toplam hiicre sayisi
hesaplandi. 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her birine, hiicre sayis1 hesaplanmis % 100
canli tek hiicre siispansiyonundan alinmig, 5000 C6 hiicresi ekildi. Ekilen hiicreler
kiiltiir kabinin ylizeyine yapismasi ve ¢ogalmasi i¢in 37 °C'de, 24 saat inkiibe edildi. 24
saatlik inkiibasyon sonunda hiicreler NGF i¢in se¢ilmis dozlar olan 10 ng/ml, 50 ng/ml,
100 ng/ml, 200ng/ml ile muamele edildi. Deneylerde kontrol grubu da dahil her doz
icin 4 kuyucuk kullanildi ve her konsantrasyon i¢in 24 ve 48 saatlik deney gruplari

olusturuldu. Her doz ve siire igin deneyler 3 kez tekrar edildi.

Tablo 3.3: Sinir Bilyiime Faktorii’ne ait deney gruplari

SURE
DOZ
KONTROL 24 Saat 48 Saat
10 ng/ml 4 kuyu/3 tekrar 4 kuyu/3 tekrar
50 ng/ml 4 kuyu/3 tekrar 4 kuyu/3 tekrar
100 ng/ml 4 kuyu/3 tekrar 4 kuyu/3 tekrar
200 ng/ml 4 kuyu/3 tekrar 4 kuyu/3 tekrar
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3.4.2. VPA, TSA ve NGF’nin Etkin Dozlarmn ikili (VPA+TSA) ve Uclii
(VPA+TSA+NGF) Kombinasyonlar Halinde Uygulanmasi

Deneylerde kullanilacak hiicreler kiiltiir kaplarin1 % 60-80 oraninda kapladiklarinda
tripsin kullanilarak, yapistiklar1t kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirildi. Mikroskop altinda
kalktiklart gozlenen hiicrelere tripsinin etkisini engellemek amaciyla, tripsinle esit
miktarda medyum konuldu ve hiicre siispansiyonu santrifiij tiipiinde toplanarak 1500
rom’de, 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi slipernatant atildi, tlipiin dibinde
kalan hiicrelerin tizerine medyum eklendi ve tek hiicre silispansiyonu olusturmak
amaciyla pipetaj yapildi. Hemositometre kullanilarak toplam hiicre sayis1 hesaplandi. 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her birine hiicre sayis1 hesaplanmis % 100 canli tek hiicre
stispansiyonundan alinmig, 5000 C6 hiicresi ekildi. Ekilen hiicreler kiiltiir kabinin
ylizeyine yapismasi ve c¢ogalmasi igin 37 °C'de, 24 saat inkiibe edildi. 24 saatlik
inkiibasyon sonunda VPA, TSA ve NGF tek basina uygulandiginda, hiicreler 100 pl
icinde 10 mM VPA, 100 ng/ml TSA ve 100 ng/ml NGF igeren medyumla 48 saat
inkiibe edildi. VPA ve TSA ikili ilag uygulamalarinda, hiicreler yine 100 pl i¢inde 10
mM VPA ve 100 ng/ml TSA’ya, VPA, TSA ve NGF’nin ii¢lii kombinasyonlar halinde
uygulandigr deney gruplarinda ise 150 pl iginde ayni1 konsantrasyonlar: (VPA 10 mM,
TSA 100 ng/ml, NGF 100 ng/ml) igeren ajanlara 48 saat maruz birakildi. Deneylerde
kontrol grubu da dahil her doz igin 4 kuyucuk kullanildi ve deney 3 kez tekrar edildi.

3.4.3. MTT Testi ile Hiicre Canlihgimin Belirlenmesi

MTT ([3-(4, 5-dimetil tiyazol-2-il)-2, 5 difenil tetrazolyum bromid]) testi dogrudan
olmayan yolla hiicre biiyiimesi ve/veya hiicre 6liimiinii degerlendirmeyi amaglayan ve
hiicre kiiltiirii esasina dayanan bir ilag duyarliligr testidir (Mcgahon ve dig., 1995;
Scinto ve Daffner, 2000). Sik¢a kullanilan bu test, diger test yontemlerinden hizl,
hassas, tekrarlanabilir ve uygulama kolayligi gibi avantajli 6zelliklere sahip olmasi
bakimindan ayrilir. Bu yontemin temelinde, canli hiicrelerde MTT boyasinin
tetrazolyum halkasinin  mitokondri tarafindan pargalanmasi yatar. Bu reaksiyon
mitokondriyal enzim siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalizlenir. MTT hiicrelere aktif
olarak absorbe olur ve mitokondride gerceklesen reaksiyonla mavi-mor renkli, suda
coziinmeyen formazana indirgenir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6&zellikleri hiicre
canliliginin Glgiitii olarak algilanir ve MTT analizi sonunda elde edilen, boya yogunlugu

ile canli hiicre sayisi dogru orantilidir. Canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis
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hiicreler mor renkte boyanirken, 6lmiis ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler
boyanmamaktadir. MTT ile inkiibe edilen canli hiicrelerin olusturdugu formazan

kristalleri ¢oziiniir hale getirildikten sonra reaksiyon iirlinii kolorimetrik olarak okunur.

3.4.3.1. MTT Cozeltisinin Hazirlanmasi

0.025 gram MTT maddesi (Applichem A2231 0001) tartildi, 5 ml 1X PBS i¢inde
vorteks araciligiyla, ¢6ziinmemis boya partikiillerinin kalmamasina 6zen gosterilerek,
¢Oziindiiriildii ve 0.22 ul’lik filtreden gecirilerek steril edildi. MTT c¢ozeltisi +4 °C'de,
karanlik ortamda, 1 ay siireyle saklanabilmekte ve ihtiya¢ duyuldugunda ana kaynaktan
alinarak, deney protokoline uygun bir sekilde, medyuma eklenerek

kullanilabilmektedir.

3.4.3.2. Hiicrelerin MTT ile Muamele Edilmesi

0.025 gram MTT maddesi (Applichem A2231 0001) tartildi, 5 ml 1X PBS ile vorteks
araciligiyla iginde, boya partikiillerinin kalmamasina 6zen gosterilerek, karanlik
ortamda ¢Oziindiirildii ve 0.22 ul’lik filtreden gegirilerek steril edildi. Deneylerde
toksik ya da koruyucu ajan ile muamele edilmemis hiicreler kontrol grubu olarak
kullanild1. Doksan alt1 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilip, ilaglarin (TSA, VPA, NGF)
belirlenen doz ve siireleri ile muamele edilen hiicrelere, hedeflenen inkiibasyon
stiresinin sonunda, 30 pl/kuyucuk hacimde MTT c¢ozeltisi eklendi. MTT c¢ozeltisi
eklendikten sonra, kiiltiir plaklar1 alimunyum folyo ile sarilarak % 5 CO2’li nemli hava
hava igeren 37 °C ’lik etiivde 4 saat siireyle tutuldu. Hedeflenen bekleme siiresinin
sonunda, faz kontrast mikroskobu kullanilarak canli hicrelerde mor renkte formazan
kristallerinin olustugu, buna karsin 6li hiicrelerin boyanmadigi saptandi. Formazan
kristallerini ¢oziiniir hale getirmek i¢in, boya igeren ¢ozelti kuyucuklardan uzaklastirildi
ve her kuyucuga 100 ul DMSO eklendi. DMSO eklenmesini takiben, ¢oziindiigi
gozlenen formazan kristallerini igeren kiiltiir plagi, orbital calkalayici tizerine konularak
70 rpm’de, 5 dakika calkalandi (Carmichael ve dig., 1987). Calkalama islemi son
bulduktan sonra, kiiltiir plagi ELISA plak okuyucusuna konularak degerleri 570-630 nm
dalga boyunda okutuldu. Kontrol ve deney gruplarinda canlilik orani absorbans

degerleri karsilagtirilarak incelendi.
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3.4.4. Bromodeoksiiiridin (BrdU) ile Hiicre Cogalmasinin Belirlenmesi

Bir tiimorii olusturan populasyonda yer alan hiicrelerin, hiicre dongiisiinlin farkl
fazlarinda yer aldigi kabul edilir. Bu tip bir hiicre populasyonunda, G1, S, G2 ve M
fazina ait hiicreler bulunur. Giinlimiizde hiicre dongiisii analizi yapmak amaciyla
kullanilan yontemlerin en ¢ok tercih edilenlerinden bir tanesi BrdU yontemidir (Leif ve
dig., 2004). C6 glioma hiicrelerinde hiicre dongiisii analizini yapmak amaciyla, BrdU
kiti (Roche, 11647229001) kullanildi. BrdU bir timidin analogudur ve bdliinen
hiicrelerin S fazinda olanlarinin DNA’sindaki timidin yerine baglanir. Kiiltiir medyumu
alindiktan sonra hiicreler fikse edilerek, DNA denature edilir. DNA’nin denaturasyonu,
baglanmis olan BrdU’nun antikor ile gosterilebilmesini kolaylastirmak agisindan
onemlidir. Anti-BrdU yeni sentezlenen hiicresel DNA’ya katilmis olan BrdU’ya
baglanir ve immun kompleksler devaminda uygulanan substrat reaksiyonu ile tespit
edilir. Reaksiyon triinleri belli dalga boylarinda 6l¢iilerek degerlendirilir. Gelisen renk
ve absorbans degerleri, dogrudan DNA sentezi ve kiiltiirdeki boliinen hiicre miktar ile

dogru orantilidir.

3.4.4.1. Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

e BrdU Isaretleme Cozeltisi: BrdU isaretleme ¢ozeltisi 1:100 oraninda steril
kiltir medyumu ile sulandirildi. Elde edilen ¢ozeltinin konsantrasyonu 100
puM’dir. Sulandirilmis ¢6zeltiden her bir kuyucuga 10 pl eklendi.

e Anti-BrdU —POD Stok Cozeltisi: Anti—BrdU —POD 1.1 ml ultra saf su ile
¢oziiliip 10 dakika calkalandi. Elde edilen ¢6zelti 10 ul’lik hacimler seklinde
etiketlenerek -20 °C’de sakland.

e Anti-BrdU —POD Calisma Cozeltisi (10 Testlik): 10 pl Anti-BrdU —POD stok
¢ozeltisinin tizerine 990 pl antikor seyreltme ¢ozeltisi  eklenerek her bir
kuyucuga 100 pl ilave edildi.

¢ Yikama Cozeltisi: Yikama tamponu 1:10 oraninda ultra saf su ile sulandirilarak
kullanildi.

e Konjugat Cozeltisi: Anti-DNA-POD 1:10 oraninda inkiibasyon tamponu ile
sulandirildi. Konjugat ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce her defasinda taze olarak
hazirlandi.

e Durdurma Cozeltisi (1M H,SO4): % 96 ’lik HySO4 "ten 0.571 ml alinarak ultra

saf su ile 10 ml’ye tamamlandi.
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3.4.4.2. Yontem

Hiicreler, 96 kuyucuklu kiiltiir kablarinda kuyu basma 100 pl’de 2x10* hiicre bulunacak
sekilde ekilerek, ilaglarin belirlenen doz ve siireleriyle inkiibe edildi. Kuyulara 10 pl
BrdU isaretleme ¢6zeltisi eklenerek ve 2-24 saat inkiibe edildi. Bir¢ok uygulama igin 2
saat inkiibasyon yeterlidir. Isaretleme medyumu toplandi. Her kuyucuga 200 pl
FixDenat eklenip 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. FixDenat ¢ozeltisi toplandi.
Tiim kuyucuklara 100 pl anti-BrdU POD calisma solusyonu eklenip hiicreler 1.5 saat
oda 1s1sinda inkiibe edildi. Antikor konjugati toplanmakta ve 3 kez 200-300 pl yikama
tamponuyla yikandi. Yikama tamponu toplandi. Her bir kuyucuga 100 pl substrat
¢ozeltisi eklenip fotometrik saptama igin yeterli renk olusuncaya kadar (5-30 dakika)
oda 1s1sinda inkiibe edildi. Kuyulara 25 pl 1M H,SO4 eklenerek 1 dakika calkalayicida
300 rpm’de karigtirildi. 450 nm’de (690 nm referans dalga boyu) 5 dakika iginde

okundu.

3.4. 5. Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

VPA, TSA, NGF, VPA+TSA ve VPA+TSA+NGF’nin farkli dozlarina maruz birakilmis
hiicrelerde, hiicre 6liimiiniin tetiklenmesinden sonra ortaya ¢ikan sitoplazmik histon ile
iligkili DNA fragmentlerinin (mono ve oligonukleozomlar) in vitro olarak fotometrik
enzim immun yontemi ile kalitatif ve Kkantitatif saptanmasi amaciyla, hiicre Sliimiinii

belirleme kiti (Roche -11544675001) kullanilda.

3.4.5.1. Testin Prensibi

Mikroplaka modiiliiniin taban1 ve duvarlar1 anti-histon antikoru ile kaplandi. Engelleyici
tampon ile Ozgiin olmayan baglanma bélgeleri doyuruldu. Ornekte bulunan
nukleozomlar, histon bolgeleriyle anti-histon antikoruna baglandi. Nukleozomlarin
DNA kisimlariyla reaksiyona girecek olan anti-DNA-peroksidaz (POD) eklendi.
Yikama islemiyle bagl olmayan peroksidaz konjugat: uzaklastirildi. Immun kompleks
tarafindan tutulan peroksidazin miktari, ABTS (2,2’-azino-di-[3-etilbenztiozolin
stilfonat (6)]) substrati ile belirlendi.
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3.4.5.2. Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

e Anti-Histon Cozeltisi: Anti-histon, 1 ml ultra saf suda 10 dakika karistirilarak
¢oziildi. Elde edilen ¢ozelti 2-8 °C *de 2 ay dayanmaktadir.

e Anti-DNA-POD Cozeltisi: Anti-DNA-POD 1 ml ultra saf suda 10 dakika
kanistirilarak ¢oziildi. Elde edilen ¢ozelti 2-8 °C’de 2 ay dayanmaktadir.

e Kaplama Cozeltisi: Kaplama tampon ¢ozeltisi 1:10 oraninda sulandirildi.
Kullanmadan hemen o6nce 1 ml anti-histon antikoru 1:10 oraninda kaplama
tamponu ile sulandirildi.

e Yikama Cozeltisi: Yikama tamponu, 15-25 °C’ye getirilirek 1:10 oraninda
ultra saf su ile sulandirildi. Elde edilen ¢ozelti 2-8 °C’de 2 ay dayanmaktadir.

e Ornek Cozeltisi: 25 pl 6rnek 225 pl inkiibasyon tamponu ile sulandirildi.
Sulandirma islemi 6rnek kullanilmadan hemen 6nce yapildi.

e Substrat Cézeltisi : Ornek sayisina bagli olarak 1, 2 veya 3 tablet 5, 10 ve 15
ml substrat tamponu ile ¢o6ziildii. Cozelti kullanilmadan 6nce 15-25 °C’ye
getirildi. Cozelti 2-8 C’de 1 ay dayanmaktadir.

Not: ABST 1sikla reaksiyona girdiginden 1s1ktan korunmalidir.

3.4.5.3. Ornegin Hazirlanmas:

1x10° hiicre/ml 2 mikrosantrifiij tiipiine 500 pl hacimde yani 5x10* hiicre/tiip olacak
sekilde boliindii. 1477 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant atilip hiicre peleti 1
ml kiiltir medyumu ile tekrar suspense edildi. 4044 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.
Hiicre peleti 500 pl inkiibasyon tamponu ile tekrar suspanse edilip karistirildi. Ornek 30
dakika 15-25 °C’de lizis edildi. Lizat 14770 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. 400 pl
stipernatant sitoplazmik kisim alindi. Siipernatant 1:10 oraninda inkiibasyon tamponu

ile sulandirildu.

3.4.5.4. Yontem

100 pl kaplama ¢ozeltisi her bir kuyucuga konularak moduliin iizeri yapiskan folyo ile
kaplandi. 15-25 °C’de 1 saat veya alternatif olarak 2-8 °C ’de 1 gece inkiibe edildi.
Kaplama ¢ozeltisi atildi. 200 pl inkiibasyon tamponu her kuyucuga eklenerek modiil
yapiskan folyo ile kaplandi. 30 dakika 15-25 °C’de inkiibe edildi. Cozelti topland.
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Kuyucuklar 3 kez 250 -300 pul yikama ¢ozeltisi ile yikanarak son eklenen ¢ozelti
toplandi. 100 pl ornek ¢ozelti her kuyucuga eklendi. Modiil yapistirict folyo ile
kaplanarak 90 dakika 15-25 °C’de inkiibe edildi. Cozelti toplandi. Kuyucuklar 3 kez
250-300 ul yikama ¢6zeltisi ile yikanarak son ¢ozelti toplandi. Ttiim kuyucuklara 100 pl
substrat ¢ozeltisi eklendi. Mikroplaka calkalayicinin tizerinde 250 rpm hizda fotometrik
analiz i¢in yeterli miktarda renk olusuncaya kadar (yaklasik 10-20 dakika) inkiibe
edildi. Kuyularn igerigi modiile dikkatlice vurulmak suretiyle homojenize edildi ve 450

nm dalga boyunda substrat ¢ozeltisi kore kars1 okundu.

3.4.6. NGF Miktarinin Belirlenmesi

VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’ye maruz birakilmis C6 glioma hiicre
soyuna ait farkli deney gruplarindaki NGF miktari1 saptamak amaciyla, NGF
Sandwich Elisa kiti (Chemicon, Cat. No. CYT304) kullanildx.

3.4.6.1. Testin Prensibi

NGF Sandwich Elisa yontemi, fare NGF’sine karsi olusturulan keg¢i poliklonal
antikorlariyla kaplanmis olan kuyucuklara konulan ornekte bulunan NGF’nin
yakalanmasi prensibine dayanir. NGF 6zgiin fare monoklonal antikorlari, tutunmus
NGF’ya baglanmaktadir. Fare 0zgiin  esek poliklonal antikorlari peroksidazla
isaretlenmistir ve fare monoklonal antikoruna baglanir. Substratin ve reaksiyon
durdurma ¢6zeltisinin eklenmesiyle, NGF miktar1 saptanmaktadir. Standart egri, Optik

Densite (OD) ile NGF konsantrasyonu arasindaki iligskiyi gostermektedir.

3.4.6.2. Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

e Yikama Cozeltisi: 1:10 oraninda ultra saf su ile sulandirilmaktadir.

e Standart Cozeltiler: NGF standartt 500 pl sulandirici ile sulandirildi. Elde
edilen ¢ozeltinin konsantrasyonu 20000 pg/ml’dir. Bu stok ¢ozelti standart
egrinin hazirlanmast icin gerekli olan standartlarin  sulandirilmasi igin
kullanildi. Standartlar sulandirict kullanilarak seri sulandirma yontemi ile
hazirlandi. NGF protein standartlar1 olarak 15.6, 31.25, 125 ve 1000 pg/ml’lik
konsantrasyonlar segildi.

e Fare Anti-Fare NGF Monoklonal Antikor Cozeltisi: Fare anti-fare NGF

monoklonal antikoru 120 pl steril ultra saf su ile ¢oziildi. Calismadan hemen



39

once bu stoktan alinan antikor 1:100 oraninda sulandirici kullanilarak

sulandirilda.
e Esek Anti-Fare IgG Poliklonal Antikor Cozeltisi (HRP Bagh): Esek anti-
fare 1gG poliklonal antikor HRP bagli 100 pl % 50 gliserol ile sulandirilarak 2

ul’lik hacimler halinde pargalara ayrilarak -20 °C’de

saklandi. Calismadan

hemen 6nce 1:1000 oraninda sulandirici ile sulandirilarak kullanildi.

3.4.6.3. Kuyucuklarin Antikorla Kaplanmasi

100 ul kaplama ¢ozeltisi her bir kuyucuga konularak modiiliin iizeri yapiskan folyo ile
kaplandi. Kuyucuklar 15-25 °C’de 1 saat veya alternatif olarak 2-8 °C’de inkiibe edildi.

Kaplama ¢ozeltisi toplandi. 200 pl inkiibasyon tamponu her bir kuyucuga eklenerek
modiil yapiskan folyo ile kaplanmakta ve 30 dakika 15-25 °C’de bekletildi. Cozelti

toplandi. Kuyucuklar 3 kez 250-300 pl yikama ¢ozeltisi ile yikanarak en son ¢ozelti

topland.

e Ornek, standart ve kér kuyucuklar1 asagidaki gibi hazirlandi ve cift ¢alisild.

Tablo 3.4: NGF Seviyesi Belirleme Deneyine Ait Deney Gruplari

Kor (FTS) Kor (FTS) 1. Kontrol 2.Kontrol
1.Standart 1.Standart VPA VPA

15.6 (pg/ml) | 15.6 (pg/ml) | 10 mM 10 mM

2. Standart 2. Standart TSA TSA

31.25 (pg/ml) | 31.25(pg/ml) | 100 ng/ml 100 ng/ml
3.Standart 3.Standart NGF NGF

125 (pg/ml) | 125 (pg/ml) | 100 ng/ml 100 ng/ml
4.Standart 4.Standart VPA+TSA VPA+TSA

250 (pg/ml) | 250 (pg/ml) | 10 mM, 100 ng/mi 10 mM, 100 ng/ml
4.Standart 4.Standart VPA+TSA+NGF VPA+TSA+NGF

1000 (pg/ml)

1000 (pg/ml)

10mM,100ng/ml,100ng/ml

10mM,100ng/ml,100ng/ml
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3.4.6.4. Yontem

Hiicre homojenatlar1, 12357 rpm’de 30 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Kér (FTS),
standartlar ve drnekler ¢ift kuyucuklu calisilmalidi. Daha 6nceden cesitli islemlerden
gegirilerek antikorla kaplanmis kuyucuklarin her birine, 100 pl FTS, standartlar ve
orneklerden konuldu. Modiiliin iizeri yapiskan folyo ile kaplanarak, oda 1sisinda
calkalayici lizerinde, 150 rpm hizda 3 saat inkiibe edildi. Her bir kuyucuga 250 pl
yikama tamponu konularak geri ¢ekildi ve 96 kuyucuklu kiiltiir plagi temiz bir filtre
kagidina hizla ters vurularak kalan sivinin uzaklastirilmasi saglandi. Bu islem 4 kez
tekrar edildi. Anti-fare NGF monoklonal antikoru 1:100 sulandiricr ile sulandirilarak
kuyucuklara 100 ul hacimde konularak galkalayici tizerinde 150 rpm hizda oda 1sisinda
inkiibe edildi. Baglanmayan anti-fare NGF monoklonal antikorlarin1 uzaklagtirmak
amaciyla, yikama islemi gergeklestirildi. Peroksidaz bagh esek anti-fare 1gG poliklonal
antikoru 1:1000 oraninda sulandirict ile sulandirilarak kuyucuklara 100 pl hacimde
konuldu. 2 saat beklendi. Baglanmayan peroksidaz bagl esek anti-fare 1gG poliklonal
antikorlarin1 uzaklastirmak amaciyla yikama islemi gerceklestirildi. Yikama islemini
takiben, kullanilmadan o6nce oda sicakligina getirilmis TMB/E substrati her bir
kuyucuga 100 pl hacimde konuldu. 10 dakika oda 1sisinda beklenildiginde 1. standarta
ait kuyucuktaki ¢ozeltinin mavi renk aldig1 gozlendi. Kuyucuklara 100 pl reaksiyonu
durdurma ¢ozeltisi konuldu. Cozelti renginin maviden sariya dondiigii gézlendi. Sari

renkli ¢ozelti zaman kaybetmeden 450 nm dalga boyunda okundu.

3.4.6.5. NGF Standart Grafiginin Cizilmesi

Tim gruplarin NGF seviyeleri standart fare NGEF’si kullanilarak hazirlanan standart

egri lizerinden hesaplandi.

3.5. MiKROSKOBiK YONTEMLER

Mikroskobik uygulamalar i¢in VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’nin
farkli konsantrasyonlarina maruz kalmis hiicreler kullanilarak elde edilmis preparatlar
kullanildi. TrkA ve kaspaz-3/p75 eksprese eden C6 glioma hiicrelerinin

goriintiilenebilmesi amacuyla, tekli ve ikili immunfloresan isaretleme teknigi kullanildi.
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C6 glioma hiicreleri kiiltiir kab1 yiizeyinin %80’ini kaplayincaya kadar biiyiitiildii, %
0.25’lik tripsin kullanilarak toplandi ve hemositometre araciligiyla hiicre sayisi
hesaplandi. 24’liik plakalarin igine yerlestirilmis 12 mm’lik yuvarlak lamellerin tizerine
her kuyucuga 5000 hiicre gelecek sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin lamellere yapismasi
icin 30 dakika beklendikten sonra, 250 pl % 5 serum igeren DMEM/F12 kiiltiir
medyumu eklendi ve hiicreler 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonunda hiicreler VPA,
TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’nin daha 6nceden belirlenmis dozlar ile 48

saat muamele edildi.

3.5.1. TrkA immiinofloresan Isaretleme

TrkA eksprese eden C6 glioma hiicrelerini gériintiileyebilmek amaciyla daha 6nceden
bahsedilen protokol goz Oniinde bulundurularak 48 saat inkiibe edilmis hiicreler 48.
saatin sonunda PBS ile 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. PBS ile inkiibasyonu takiben
hiicreler saf metanol ile 30 dakika -20 °C’de fikse edildi. Fiksatif uzaklastirildiktan
sonra hiicreler PBS ile 3 kez yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesinin engellenmesi
amactyla, karanlik ortamda ve oda 1sisinda 20 dakika siireyle % 0.5 H,0, ¢ozeltisi
uygulandi. Kuyucuklar PBS ile yikandiktan sonra, hiicrelerde 6zgiin olmayan
isaretlenmelerin Oniine gegmek amaciyla, engelleyici ¢ozelti (% 2 BSA igeren Triton -
X-100 (% 0.1) hiicrelere 45 dakika boyunca uygulandi. TrkA birincil antikoru (Tavsan
poliklonal, Santa Cruz; sc-118) 1:500 oraninda engelleme ¢ozeltisi ile sulandirilarak
hazirlandi1 ve hiicreler 25 °C’ de bir gece boyunca inkiibe edildi. Kuyucuklar yikama
tamponu ile 3 kez yikandiktan sonra, antikor sulandirict ¢ozeltiyle (% 1.5 Fotal sigir
serumu ve % 0.01 Triton X-100 PBS’de hazirlanan) 1:200 oraninda sulandirilarak
hazirlanan Floresein (FITC) baglh ve tavsandan elde edilen birincil antikora 6zgii IgG
(Kegi anti-tavsan IgG-FITC,Santa cruz ; scG1708) oda 1sisinda ve karanlikta 45 dakika
siireyle uygulandi. Kuyucuklar yikama tamponu ile yikandiktan sonra, lameller kiiltiir
kabindan alindi, ters gevrilerek tizerinde kapatma ¢o6zeltisi (Prolong p36934, invitrogen)
bulunan bir lama yapistirildi ve kurumast igin karanlik ortamda ve oda 1sisinda bir gece
beklendi. Nikon Edipse Ti-U araciligiyla preparatlarin fotograflari gekildikten sonra

uzun siireli saklama amaciyla 4 °C ’ye kaldirilds.
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3.5.2. Kaspaz-3/p75 Ikili iImmiinofloresan isaretleme

Kaspaz-3/p75" ' °

eksprese eden C6 glioma hiicrelerinin goriintiilenebilmesi amacuyla,
sigandan elde edilmis C6 glioma hiicrelerinin farkli deney gruplarinda kaspaz 3/p75
ikili immunfloresan isaretleme teknigi kullanildi. VPA, TSA, NGF, VPA+TSA ve
VPA+TSA+NGF’nin farkli dozlarmma 48 saat boyunca maruz birakilmis hiicreler 48.
saatin sonunda PBS ile 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. PBS ile inkiibasyonu
takiben, hiicreler saf metanol ile 30 dakika -20 °C’de fikse edildi. Fiksatif
uzaklastirildiktan sonra, hiicreler PBS ile yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesinin
engellenmesi amaciyla, karanlik ortamda ve oda 1sisinda 20 dakika siireyle % 0.5 H20;
¢ozeltisi uygulandi. Kuyucuklar PBS ile yikandiktan sonra, hiicrelerde 6zgiin olmayan
isaretlenmelerin Oniline gegmek amaciyla, engelleyici ¢ozelti (%2 BSA igeren Triton -
X-100 (% 0.1 PBS’de hazilanir) hiicrelere 45 dakika boyunca uygulandi. p75" '~ birincil
antikoru (Tavsan poliklonal, Chemicon; AB1554) 1:500 oraninda engelleme ¢ozeltisi
ile sulandirilarak hazirlandi ve hiicreler 25°C’de bir gece boyunca inkiibe edildi.
Kuyucuklar yikama tamponu ile 3 kez yikandiktan sonra, hiicreler 1:500 oraninda
engelleme ¢ozeltisi ile sulandirilarak hazirlanan 2. birincil antikor Kaspaz-3 ile 25 °C’de
bir gece boyunca inkiibe edildi. 1 gecelik inkiibasyon sonunda, yikama tamponu ile
hiicreler yikandi, antikor sulandirici ¢ozeltiyle (% 1.5 Fotal sigir serumu ve % 0.01
Triton X-100) 1:200 oraninda sulandirilarak hazirlanan FITC-bagli, tavsandan elde

edilen birincil p75"'"

antikoruna o6zgii IgG (Kegi anti-tavsan IgG-FITC, Santa cruz;
scG1708) oda 1sisinda ve karanlikta 45 dakika stireyle uygulandi. Kuyucuklar yikama
tamponu ile yikandi ve antikor sulandiric1 ¢ozeltiyle (% 1.5 Fotal sigir serumu ve %
0.01 Triton X-100) 1:200 oraninda sulandirilarak hazirlanan CY3 bagli, tavsandan elde
edilen birincil kaspaz-3 antikoruna 6zgii IgG (Kegi anti-tavsan IgG-FITC, Santa cruz ;
scG1708) oda 1sisinda ve karanlikta 45 dakika stireyle uygulandi. Kuyucuklar yikama
tamponu ile yikandiktan sonra, lameller kiiltiir kabindan alindi, ters gevrilerek tizerinde
kapatma ¢ozeltisi (Prolong p36934, invitrogen) bulunan bir lama yapistirildi ve
kurumasi i¢in karanlik ortamda ve oda 1sisinda bir gece beklendi. Nikon Edipse Ti-U

aracilifiyla preparatlarin fotograflart ¢ekildikten sonra uzun siireli saklama amaciyla

4°C’ye kaldirildu.
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3.5.3.% TrkA * ve Kaspaz-3'/p75"* C6 Glioma Hiicrelerinin Hesaplanmasi

TrkA" ve Kaspaz-3'/ p75 % C6 glioma hiicrelerinin tiim sayim alanindaki oranimin
belirlenebilmesi amaciyla, her preparattta rastgele secilen 20 alanda sayim yapilarak en
az 800 adet TrkA * ve Kaspaz -3'/ p75™ C6 hiicresi degerlendirildi. Nikon Edipse Ti-
U mikroskobu kullanilarak, elde edilen goriinti NIS ELEMENTS goriintiileme sistemi

araciligiyla bilgisayara aktarildi.

Floresan mikroskobi incelemesinde FITC florokromu i¢in yesil FITC filtresi, CY3
incelemesinde kirmizi CY3 filtresi ve FITC/CY3 incelemesinde sar1 filtre kullanildi.
Elde edilen sonuglar asagidaki formiil araciligi ile degerlendirildi (Gezginci-Oktayoglu,
2009).

Tablo 3.5: TrkA" C6 glioma hiicre sayisinin hesaplanmasi

TrkA™ C6 Glioma Hilers Savy= X 100
% TrkA™ C6 Glioma Hiereleri =

Ekilen Toplam Hilers Sasus (10000)

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

VPA, TSA ve NGF ile muamelenin C6 glioma hiicreleri iizerine etkilerinin istatiksel
olarak degerlendirilmesinde, Graphpad Prism 5.0 adli yazilim programi kullanilmis ve
tim deneyler i¢in bagimsiz Student-t-Testi uygulamasi yapilmistir. Sonuglar ortalama
+ standart hata (SEM) olarak yazilmistir. Hesaplamalar sonucunda p degeri 0.05’ten

kiiciik olan farkliliklar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



44

4. BULGULAR

Belirlenen deney gruplarina ait gesitli yontemlerden elde edilen bulgular, biyokimyasal

ve mikroskobik bulgular olmak iizere iki ana baslik altinda toplanmaistir.

4.1.BIYOKIMYASAL BULGULAR

4.1.1. TSA’ya Ait Hiicre Canhlik Testi Bulgular:

Histon deasetilaz inhibitérii TSA’nin, sigandan elde edilen C6 glioma hiicre soyu
canlilif1 tizerindeki etkisini incelemek amaciyla, C6 glioma hiicreleri TSA’ nin farkli
konsantrasyonlar1 olan 5, 10, 25, 50, 100, 200 ng/ml ile 24 ve 48 saat boyunca kiiltiire
edilmistir. TSA’nin C6 glioma hiicre soyunun canliligi iizerindeki etkisi doza ve siireye
bagl olarak farklilik géstermesine karsin, maksimum oldiriicti etki 48 saatte 100
ng/ml’lik dozda gozlenmis ve hiicre canliliginda meydana gelen bu azalma istatistiksel

olarak anlaml diizeyde gerceklesmistir.

Kontrol grubunda C6 glioma hiicrelerinin 24 ve 48 saat sonunda saglikli bir sekilde

cogaldig1 gézlenmistir.

5 ng/ml konsantrasyonda uygulanan TSA, hiicre sayisinda kontrole gore 24 (Kontrol:
100, 5 ng/ml TSA: 117.15 + 8.6) ve 48 saatte (Kontrol: 100, 5 ng/ml TSA: 145.74 +
29.33) artma meydana getirmis ve meydana gelen bu artma istatistiksel olarak anlamli

diizeyde gerceklesmistir (p<0.01) (Sekil 4.1).

TSA, 10 ng/ml konsantrasyonda uygulandiginda hiicre sayisinin kontrole gore 24 saatte
(Kontrol: 100, 10 ng/ml TSA: 104.12 + 5.13) artt1g1, 48 saatte (Kontrol: 100, 10 ng/ml
TSA: 86.43 + 13.15) azaldig1 goriilmiistiir. 24 ve 48 saatte gozlenen artmanin Ve

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmustir (Sekil 4.1).
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TSA, 25 ng/ml konsantrasyonda uygulandiginda hiicre sayisinin kontrole gore 24
(Kontrol: 100, 25 ng/ml TSA: 125.61 + 13.65) ve 48 saatte (Kontrol: 100, 25 ng/ml
TSA: 118.58 + 13.89) arttigi gorillmiistiir. 24 saatte gozlenen artmanin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.01) (Sekil 4.1).

TSA, 50 ng/ml konsantrasyonda uygulandiginda hiicre sayisinin kontrole gore 24 saatte
(Kontrol: 100, 50 ng/ml TSA: 127.28 + 9.83) artt1g1, 48 saatte (Kontrol: 100, 50 ng/ml
TSA: 98.81 + 8.22) azaldig1 goriilmistiir. 24 saatte gbzlenen artmanin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.01) (Sekil 4.1).

TSA, 100 ng/ml konsantrasyonda uygulandiginda hiicre sayisinin kontrole gore 24
saatte (Kontrol: 100, 100 ng/ml TSA: 115.26 + 11.99) artt1g1, 48 saatte (Kontrol: 100,
100 ng/ml TSA: 52.58 + 3.56) azaldig1 goriilmiistiir. 48 saatte gozlenen azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.01) (Sekil 4.1).

TSA, 200 ng/ml konsantrasyonda uygulandiginda hiicre sayisinin kontrole gore 24
saatte (Kontrol: 100, 200 ng/ml TSA: 110.37 + 10.78) arttig1, 48 saatte (Kontrol: 100,
200 ng/ml TSA: 63.26 + 5.32) azaldigi goriilmistiir. Her iki zaman aralikliginda
gozlenen artma ve azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir (p<0.01)

(Sekil 4.1).
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A
C6 Glioma Hiicrelerinde TSA Doza Bagh Hiicre % Sagkalimi-24 Saat
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Sekil 4.1: TSA’nin konsantrasyon ve zamana bagli olarak C6 glioma hiicrelerinin sagkalimi
tizerindeki etkisi. Deney gruplarindaki veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade
edilmistir. p degerleri kontrole gére hesaplanmisgtir (**p<0.01).

4.1.2.VPA’ya Ait Hiicre Canlhlik Testi Bulgular:

VPA’nin sicandan elde edilen C6 glioma hiicre soyu canliligi iizerindeki etkisini
incelemek amaciyla, C6 glioma hiicreleri VPA’nin farkli konsantrasyonlar1 (0.1, 0.5, 1,
3, 5, 10 mM) ile 24 ve 48 saat boyunca kiiltiire edilmistir. VPA’nin C6 glioma hiicre
soyunun canliligr tizerindeki etkisi doza ve siireye bagl olarak farklilik gdstermesine
karsin, en fazla oldiriicii etki 48 saatte 10 mM’lik dozda goézlenmis ve hiicre
canliliginda meydana gelen bu azalma istatistiksel olarak anlamli diizeyde

gerceklesmistir.

Kontrol grubunda C6 glioma hiicrelerinin 24 ve 48 saat sonunda saglikli bir sekilde

cogaldig1 gézlenmistir.
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VPA, 0.1 mM konsantrasyonda uygulandiginda, hiicre sayisinda kontrole gore 24
(Kontrol: 100, 0.1 mM VPA: 78.70 + 13.29) ve 48 saatlik (Kontrol: 100, 0.1 mM VPA:
93.58 + 5.1) zaman araliklarinda azalma meydana getirdigi goriilmistiir. 24 saatte
gerceklesen azalma istatistiksel olarak anlamli diizeyde gerceklesmistir (p<0.05) (Sekil
4.2).

VPA, 0.5 mM konsantrasyonda uygulandiginda hiicre sayisinda kontrole gore 24 saatte
(Kontrol: 100, 0.5 mM VPA: 106.18 + 11.18) ise artma 48 saatte (Kontrol: 100, 0.5 mM
VPA: 6527 + 6.84) azalma, goriilmistir. 48 saatte meydana gelen artmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05) (Sekil 4.2).

VPA, 1 mM konsantrasyonda uygulandiginda hiicre sayisinda kontrole gore 24
(Kontrol: 100, 1 mM VPA: 69.92 + 5.44) ve 48 saatlik zaman (Kontrol: 100, 1 mM
VPA: 62.31 + 4.52) araliklarinda azalma goriilmistiir. 24 ve 48 saate meydana gelen

azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir (p<0.05) (Sekil 4.2).

VPA, 3 mM konsantrasyonda uygulandiginda hiicre sayisinda kontrole gore 24 saatte
(Kontrol: 100, 3 mM VPA: 153.95 + 24.51) artma, 48 saatte (Kontrol: 100, 3 mM VPA:
60.45 + 7.18) ise azalma goriilmiistiir. 24 saatte gerceklesen artma ve 48 saatte
gerceklesen azalma istatistiksel olarak anlamli diizeyde ger¢eklesmistir (p<0.05) (Sekil
4.2).

VPA, 5 mM konsantrasyonda uygulandiginda hiicre sayisinda kontrole goére 24
(Kontrol: 100, 5 mM VPA: 96.54 + 4.95) ve 48 saatlik (Kontrol: 100, 5 mM VPA:
52.86 + 8.28) zaman araliklarinin her ikisinde azalma goriilmistir. 48 saatte
gerceklesen azalma istatistiksel olarak anlamli diizeyde gerceklesmistir (p<0.05) (Sekil
4.2).

VPA, 10 mM konsantrasyonda uygulandiginda hiicre sayisinda kontrole gore 24
(Kontrol: 100, 10 mM VPA: 62.58 + 2.5) ve 48 saatte (Kontrol: 100, 10 mM VPA:
41.47 £ 0.49) azalma gorilmistir. Her iki zaman araliginda da meydana gelen

azalmalar istatistiksel olarak anlamli diizeyde gerceklesmistir (p<0.05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: VPA’nin konsantrasyon ve zamana bagli olarak C6 glioma hiicrelerinin sagkalimi
tizerindeki etkisi. Deney gruplarindaki veriler ortalama =+ standart hata (SEM) olarak ifade
edilmistir. p degerleri kontrole gore hesaplanmistir (*p<0.05).

4.1.3. NGF’ye Ait Hiicre Canlilik Testi Bulgular:

NGF’nin sigandan elde edilen C6 glioma hiicre soyu canliligi iizerindeki etkisini
incelemek amaciyla, C6 glioma hiicreleri NGF’nin farkli konsantrasyonlar1 olan 10, 50,
100, 200 ng/ml ile 24 ve 48 saat boyunca kiiltiire edilmistir. NGF’nin C6 glioma
soyunun canliligi iizerindeki etkisi doza ve siireye bagl olarak farklilik gdstermesine
karsin, en fazla oOldiriici etki 48 saatte 100 ng/ml’lik dozda goézlenmis ve hiicre
canliliginda meydana gelen bu azalma

gerceklesmistir.

Kontrol grubunda C6 glioma hiicrelerinin 24 ve 48 saat sonunda saglikli bir sekilde

cogaldig1 gézlenmistir.

istatistiksel olarak anlamli diizeyde
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NGF, 10 ng/ml konsantrasyonda uygulandiginda, hiicre sayisinda kontrole gore 24
(Kontrol: 100, 10 ng/ml NGF: 109.22 + 9.81) ve 48 saatte (Kontrol: 100, 10 ng/ml
NGF: 100.84 + 10.07) artma gorildi. Her iki zaman araliginda da hiicre sayisinda
meydana degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde ger¢eklesmemistir
(p>0.05) (Sekil 4.3).

NGF, 50 ng/ml konsantrasyonda uygulandiginda, hiicre sayisinda kontrole gore 24
saatte (Kontrol: 100, 50 ng/ml NGF: 116.61 + 13.91) artma, 48 saatte (Kontrol: 100, 50
ng/ml NGF: 71.77 + 4.58) azalma goriilmiistiir. 24 ve 48 saatte, hiicre sayisinda
gozlenen degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde gergeklesmemistir
(p<0.05, p<0.001) (Sekil 4.3).

NGF, 100 ng/ml konsantrasyonda uygulandiginda, hiicre sayisinin kontrole gore 24
saatte (Kontrol: 100, 100 ng/ml NGF: 128.97 + 4.16) artt1g1, 48 saatte (Kontrol: 100,
100 ng/ml NGF: 66.98 + 6.19) azaldig1 goriilmiistiir. 24 ve 48 saatte gozlenen degisimin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05, p<0.01, p<0.001) (Sekil 4.3).

NGF, 200 ng/ml konsantrasyonda uygulandiginda, hiicre sayisinin kontrole gore 24
saatte (Kontrol: 100, 200 ng/ml NGF: 186.98 + 18.57) artt1g1, 48 saatte (Kontrol: 100,
200 ng/ml NGF: 70.41 + 4.33) azaldig1 goriilmiigtiir. Her iki zaman araliginda da
gozlenen degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05, p<0.01)
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: NGF’nin konsantrasyon ve zamana bagli olarak C6 glioma hiicrelerinin sagkalimi
tizerindeki etkisi. Deney gruplarindaki veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade
edilmistir. p degerleri kontrole gore hesaplanmistir ( *p<0.05, **p<0.01,*** p<0.001).

4.1.4. TSA, VPA ve NGF’nin ikili (VPA+TSA) ve Ucli (VPA+TSA+NGF)
Kombinasyonlar Halinde Uygulandigt C6 Glioma Hiicre Soyuna Ait Hiicre
Canhilik Testi Bulgular:

Sigandan elde C6 glioma hiicreleri tizerindeki, sitotoksik etkiyi incelemek amaciyla,
VPA, TSA ve NGF tek basina, ikili (VPA+TSA) ve tgli (VPA+TSA+NGF)
kombinasyonlari ile en etkin olduklar1 dozlarda, (10mM, 100 ng/ml, 100 ng/ml) 48 saat
boyunca kiiltiire edilmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda tiim deney gruplarinda hiicre
canliliginda azalma (VPA: 46.41 + 251, TSA: 54.69 + 1.86, NGF: 64.31 + 3.18,
VPA+TSA: 40.13 + 1.96, VPA+TSA+NGF: 33.79 + 1.39) meydana gelmesine karsin
en fazla oldiiriicii etki VPA+TSA+NGF’nin iiclii kombinasyon halinde uygulandigi
deney grubunda gdzlenmis ve hiicre canlilifinda meydana gelen bu azalma istatistiksel

olarak anlamli diizeyde gergeklesmistir (p<0.05) (Sekil 4.4).
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C6 Glioma Hucrelerinde VPA, TSA NGF VPA+TSA VPA+TSA+NGF Doza Bagl Hiicre
% Sagkalimi - 48 Saat
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Sekil 4.4: VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’ nin konsantrasyon ve zamana bagli
olarak C6 glioma hiicrelerinin sagkalimi {izerindeki etkisi. Farkli deney gruplarindan elde
edilen veriler ortalama =+ standart hata (SEM) olarak ifade edilmistir. p degerleri kontrole gére
hesaplanmustir (*p<0.05).

4.1.5. Bromodeoksiiiridin (BrdU) ile Hiicre Cogalmasi Analizine Ait Bulgular

VPA, TSA ve NGF’nin tekli, ikili (VPA+TSA) ve igli (VPA+TSA+NGF)
kombinasyonu ile en etkin olduklart dozda (10mM, 100 ng/ml, 100 ng/ml) 48 saat
boyunca kiiltiirii yapilan C6 glioma hiicrelerinde bulunan béliinen hiicre miktarini
belirlemek amaciyla yapilan BrdU Elisa testi sonunda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
tim deney gruplarinda hiicre ¢ogalmasinda azalma (VPA: 46.37 + 6.71, TSA: 64.64 +
5.41, NGF: 76.49 + 6.34, VPA+TSA: 44.18 + 9.04, VPA+TSA+NGF: 35.09 + 5.57)
goriilmistiir.  Hiicre  c¢ogalmasinda  meydana  gelen  maksimum  azalma
VPA+TSA+NGF nin iiclii kombinasyon halinde verildigi deney grubunda gdzlenmis
ve hiicre ¢cogalmasinda meydana gelen bu azalma istatistiksel olarak anlamli diizeyde
gerceklesmistir (p<0.05) (Sekil 4.5).
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C6 Glioma Hcrelerinde VPA, TSANGF VPA+TSA VPA+TSA+NGF Doza Bagh Hiicre
% Proliferasyonu - 48 Saat
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Sekil 4.5: VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’ nin konsantrasyon ve zamana bagli
olarak C6 glioma hiicrelerinin hiicre ¢ogalmasi iizerindeki etkisi. Farkli deney gruplarindan
elde edilen veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edilmistir. p degerleri kontrole

gore hesaplanmigtir (*p<0.05).

4.1.6. Apoptotik Hiicre Oliimii Analizine Ait Bulgular

VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’nin farkli dozlarina 48 saat maruz
birakilan C6 glioma hiicrelerinde meydana gelen apoptozdaki katli artist belirlemek
amaciyla gergeklestirilen deneyler sonucunda tiim deney gruplarinda artis gézlenmistir
(VPA: 2.20 + 1.06, TSA: 1.90 + 0.64, NGF: 0.95 =+ 0.31, VPA+TSA: 2.41 + 0.34,
VPA+TSA+NGF: 2.96 + 1.01). C6 glioma hiicrelerinde meydana gelen apoptozdaki
kath artis, en fazla VPA+TSA+NGF’nin ii¢lii kombinasyon halinde verildigi deney
grubunda gozlenmis ve bu artig istatistiksel olarak anlamli diizeyde gergeklesmistir

(p<0.05) (Sekil 4.6).
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C6 Glioma Hucrelerinde VPA, TSA NGF,VPA+TSA VPA+TSA+NGF Doza Bagli
Meydana Gelen Apoptozdaki Katl Artis - 48 Saat
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Sekil 4.6: VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’ nin konsantrasyon ve zamana bagli
olarak C6 glioma hiicrelerinde meydana getirdigi apoptozdaki katli artis miktar1. Farkli deney
gruplarindan elde edilen veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edilmistir. p
degerleri kontrole gore hesaplanmigtir (*p<0.05).

4.1.7. NGF Miktar1 Analizine Ait Bulgular

VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’ye maruz birakilmig C6 glioma hiicre
soyuna ait farkli deney gruplarindaki NGF miktarin1 saptamak amaciyla tasarlanan
deneyden elde edilen veriler sonucunda, kontrol ve NGF grubunda, NGF miktarinin
arttig1 ve en fazla artisin NGF grubunda meydana geldigi gozlenmistir (Kontrol: 4.93 +
6.60, NGF: 42.28 + 2.10). Kontrol ve NGF deney grubunda NGF miktarinda meydana
gelen artig istatistiksel olarak anlamli diizeyde gerceklesmemistir (p>0.05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7: NGF standart grafigi
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Sekil 4.8: VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGEF’ nin farkli dozlarina maruz kalmis
C6 glioma hiicrelerine ait NGF miktari. Farkli deney gruplarindan elde edilen veriler ortalama
+ standart hata (SEM) olarak ifade edilmistir. Gruplar arasinda anlamli bir istatistiksel
saptanmamugtir (p>0.05).
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4.2. MiIKROSKOBIiK BULGULAR

% TrkA" ve % Kaspaz 3"/ p75" C6 glioma hiicrelerinin sayisini belirlemek amaciyla
kullanilan mikroskobik yontemlerin sonunda elde edilen veriler mikroskobik bulgular

baslig altinda degerlendirilmistir.

4.2.1. TrkA Immiinofloresan Isaretleme Teknigine Ait Bulgular

VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’ nin farkli dozlarina 48 saat maruz
birakilan TrkA® C6 glioma hiicrelerini belirlemek amaciyla uygulanan immunfloresan
isaretleme teknigi sonucunda, tiim deney gruplarinda TrkA® hiicreler (Kontrol : 3.13
+ 0.323625 VPA: 1.59 + 0.144, TSA: 1.90 £ 0.23, NGF: 3.98 + 0.75, VPA+TSA: 2.11
+ 0.18, VPA+TSA+NGF: 3.75 + 0.36) gdzlenmistir. % TrkA® C6 glioma hiicreleri en
fazla NGF’nin tek basina uygulandigi deney grubunda goézlenmis, ancak bu artis
istatistiksel olarak anlamli diizeyde gergeklesmemistir (Sekil 4.9).

C6 Glioma Hucreleri-48 Saat

% TrkA" C6 Glioma Hiicreleri

x
K<Y
VPA 10 mM ; TSA 100ng/ml; NGF 100 ng/ml

Sekil 4.9: VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’ ye 48 saat maruz kalmig C6 glioma
hiicrelerinin % TrkA" oranlari. Farkli deney gruplarindan elde edilen veriler ortalama + standart
hata (SEM) olarak ifade edilmistir (*p<0.05).
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VPA+TSA+NGF

Sekil 4.10: VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGEF’ye 48 saat maruz kalmis deney
gruplarma ait TrkA® C6 Glioma hiicreleri (yesil,—) goriilmektedir. X 200
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4.2.2. Kaspaz-3/p75" "R ikili immiinofloresan isaretleme Teknigine Ait Bulgular
VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’nin farkli dozlarina 48 saat maruz
birakilan Kaspaz-3*/P75N™"* (€6 glioma hiicrelerini belirlemek amaciyla uygulanan
ikili immunfloresan isaretleme teknigi sonucunda, tiim deney gruplarinda Kaspaz-
3*/P75N™* hiicreler ( Kontrol : 2,07+ 0.53 VPA: 4.2 + 0.96, TSA: 3.31 + 0.24, NGF:
5.56 + 0.36, VPA+TSA: 5.13 = 1.02, VPA+TSA+NGF: 6.41 + 0.60) gozlenmistir. %
Kaspaz-3"/P75N™"*  C6 glioma hiicreleri en fazla VPA+TSA+NGF’nin iiclii
kombinasyon halinde uygulandigi deney grubunda gozlenmis ve bu artis istatiksel
olarak anlamli diizeyde ger¢eklesmistir (p<0.05) (Sekil 4.11).

C6 Glioma Hucreleri-48 Saat

% Kaspaz 3'/p75" C6 Glioma Hiicreleri
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VPA 10 mM ; TSA 100ng/ml; NGF 100 ng/ml

Sekil 4.11: VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGEFye 48 saat maruz kalmig C6 glioma
hiicrelerinin % Kaspaz-3*/P75"™* oranlar1. Farkli deney gruplarindan elde edilen veriler
ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edildi (*p<0.05).
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VPA+TSA

VPA+TSA+NGF

Sekil 4.12: VPA, TSA, NGF, VPA+TSA, VPA+TSA+NGF’ye 48 saat maruz kalmis deney
gruplarina ait P75N™"* (yesil), Kaspaz-3* (kirmizi) ve Kaspaz-3*/P75N™™*  (sari—) C6 glioma
hiicreleri goriilmektedir. X 200
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinyada ve Tiirkiye’de norodejeneratif hastaliklar ve beyin tiimdriine sahip insan sayisi
her gecen giin artmasina karsin, merkezi sinir sistemine ait bu hastaliklara karsi heniiz
kesin bir tedavi yontemi gelistirilememistir (Sleiman, 2009). Bu durum bilim adamlarini
farkli arayiglara yoneltmistir. Klinikte kullanilan mevcut terdpatik ajanlar segici
Ozellikte olmadiklar1 i¢in, hastalikli hiicreler lizerinde meydana getirdikleri sitotoksik
etkiyi normal hiicreler tizerinde de meydana getirerek, istenmeyen sonuglar dogmasina
neden olmaktadir. Gliniimiizde, merkezi sinir sistemi hastaliklariin tedavisi igin
yapilan arastirmalarda, geleneksel tedavi yaklasimlarinin disina ¢ikilarak, daha 6zgiin
bir yontem olan “hedefleme” tedavisi lizerinde yogunlagsmaya baslanilmistir. Cesitli
sinyal iletimi yolaklari, biiylime faktorleri ve bunlarin reseptorleri, hiicre dongiisii
diizenleyicileri ve apoptoz siirecinde gorev alan cesitli diizenleyici molekiiller secili
hedefleri bulunan, yeni tedavi yaklasimlarinin temel odak noktalarint olusturmaktadir
(Kansu, 2005).

Son zamanlarda, gerek malignant hiicrelerde kromatin yapisinin hiicre ¢ogalmasi ve
sagkalimi ile baglantili sinyal yolaklarinda gorev aldigina dair verilerin artmasi gerekse
norodejeneratif hastaliklarda kromatinin yapisinda degisikliklerin meydana geldiginin
ortaya ¢ikmasi, kromatini bahsi gecen hastaliklarin tedavisi igin kullanilacak bir hedef
haline getirmistir (Marks ve dig., 2001). Beyin tiimorii ve ndrodejeneratif hastaliklarda
meydana geldigi gozlenen epigenetik olaylarin bagini DNA metilasyonu ve histon
asetilasyonu ¢ekmektedir. 1960’11 yillarin basindan giliniimiize kadar yapilan ¢aligsmalar
asetillenmis histonlarin  kromatini transkripsiyonel olarak aktif, deasetillenmis
histonlarin ise kromatini transkripsiyonel olarak inaktif hale getirdigini ortaya
koymustur. Histonlara asetil gruplarinin eklenmesi ya da asetil gruplarinin
uzaklastirilmast HAT ve HDAC’ler olarak adlandirilan iki enzim ailesi tarafindan
gerceklestirilmektedir. Histonlarda meydana gelen ve gen diizenlenmesine etki eden
epigenetik degisiklikler, merkezi sinir sistemine ait gesitli ndrodejeneratif hastaliklarin
(AD, PD ve felg) ve primer beyin tiimoriiniin ortaya ¢ikmasinda aktif rol oynar.
Histonlarin, hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda oynadigi rol anlasildikga, HDAC lerin
engellenmesiyle hastaliklarin Onlenecegi diisiincesi, HDAC’lerin bu fonksiyonlarimi

engelleyecek ilaclarin tasarimina ve dogal kimyasallarin arastirilmasina yol agmistir
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(Yoo ve dig., 2006). Histon deasetilaz inhibitorleri, histon ve histon olmayan
proteinlerin islevlerini ve dolayisiyla gen transkripsiyonunu diizenleyerek histon
asetilasyonunu arttiran ve bu yolla kromatinin daha agik bir yapiya kazanmasina neden
olan ¢esitli ajanlardir. Bu molekiillerin, histon ve histon olmayan proteinler {lizerinde
etki gostererek, hiicre biiylimesini durdurdugu, apoptozu ve farklilasmayi arttirdigi ve
yeni damar olusumunu durdurdugu in vitro ve in vivo calismalarda gosterilmistir
(Magner ve dig., 2000; Qian ve dig., 2006). Bu ¢alismada iki farkli histon desaetilaz
inhibitorii olan TSA ve VPA ile calisiimistir.

VPA, uzun yillar bipolar hastaliklar ve epilepsi tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
ilag iken, sonradan HDAC inhibitorii oldugunun kesfedilmesiyle dikkatleri {izerine
cekmis ve farkli amaclar i¢in kullanilmaya baslanmistir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda, VPA’nin bir¢ok kanser hiicre soyunda ¢ogalmay: inhibe ettigi, farklilagsmay1
diizenledigi; bunun yani sira timoér yayilimi ve anjiyojenez iizerine etkileri oldugu

bildirilmistir (Xia ve dig., 2006).

VPA’nin, insan endometriyal stromal kanser hiicrelerine 3 mM’lik doz ve 16 saatlik
stirede uygulandiginda, hiicre dongiisiiniin durmasini ve p21 ekspresyonunu tetikledigi (Wu
ve Guo, 2007), C6 glioma hiicrelerinde 2 mM’lik dozda ve 24 saatlik siirede
uygulandiginda gliyal fibriler asidik protein (GFAP) geninin ekspresyonunu tesvik ettigi
(Morita ve dig., 2009), BDNF (Fukumoto ve dig., 2001) ve GDNF (Fukumoto ve dig.,
2001) gibi norotrofinlerin ekspresyonunu degistirdigi, kronik olarak uygulandiginda kiiltiirii
yapilan noronlart oksidatif strese karsi korudugu (Wang ve dig., 2003), ¢esitli insan 16semi
hiicre soylarinda apoptozu tetikledigi (Kawagoe ve dig., 2002), benzer dozlarda
uygulandiginda si¢an serebral kortikal ndronlarini kendiliginden meydana gelen 6liime karst
korudugu ve bu nodronlarin yasam siiresini uzattigi (Jeong ve dig., 2003), terdpatik
dozlarinin C6 glioma hiicrelerinde ve si¢an beyninde aktivator protein-1’in (AP-1) DNA’ya
baglanma aktivetesini arttirdigit (Chen ve dig.,1997), noral progenitdr hiicrelerin
farklilagsmasini tetikledigi (Hsieh ve dig., 2004), néroblastoma hiicre soylarinda ndronal
belirteclerin ekspresyonunu arttirdign ve inflamasyonun artmasini tesvik ettigi (Yuan ve
dig., 2001; Stockhausen ve dig., 2005), dopaminerjik ndronlart nérotoksisiteden korudugu
(Peng ve dig., 2005) ve bazi durumlarda noronal hiicre 6liimiinii tesvik ettigi (Jin ve dig.,
2005) ve prostat kanser hiicre soyu olan LNCaP hiicrelerinin in vitro modelinde apoptozu
tetikledigi (Thelen ve dig., 2004), buna karsin SHSY-5Y noroblastoma hiicrelerinde
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apoptozu baskiladigr ve koruyucu bir etki sergiledigi (Pan ve dig., 2005), endoteliyal
hiicrelerde hiicre dis1 sinyallerle diizenlenen kinaz 1/2 (ERK 1/2) aktivasyonunu tetikledigi
ve apoptozu engelledigi (Michaelis ve dig., 2006), oksidatif stresle baglantili olarak glioma
hiicrelerinde (U87 MG, SF295 ve T98G) otofajiyi tetikledigi (Fu ve dig., 2010), C6 glioma
hiicrelerini endoplazmik retikulumda meydana gelen strese bagli olarak tetiklenen hiicre
Olimiine karst korudugu (Bown ve dig., 2000) degisik c¢alismalarda bildirilmistir.
Calismamizda VPA’nin 10 mM’lik dozunun 48 saatte C6 glioma hiicrelerinin ¢gogalmasini

azaltip, hiicreleri apoptoza gotiirdiigli gézlenmistir.

TSA baslangigta anti-fungal antibiyotik olarak, daha sonra ise 6zgiin bir HDAC
inhibitorii olarak tanimlanmistir (Tsuji ve dig., 1976). HDAC’leri inhibe etme &zelligi
oldugu kesfedildikten sonra, TSA’nin in vitro olarak ¢esitli kanser hiicre soylarinda
hiicre ¢ogalmasini engelledigi ve apoptozu tetikledigi bildirilmistir. TSA, eritrolésemi
hiicrelerinde giiclii bir sekilde hiicre farklilasmasini tetiklemekte (Yoshida ve dig.,
1987), kolon kanseri hiicre soyunda iyonize radyasyonun  sitotoksik etkisini
gliclendirmekte (Biade ve dig., 2001), insan glioblastoma hiicre soyu U251 MG’den
VEGF salinimini engellemekte (Sawa ve dig., 2002), insan glioma hiicrelerinde 40
ng/ml dozda ve 48 saatlik siirede uygulandiginda (T98G, A172, U-87 MG, U118 MG,
U373MG) p21WAF/Cipl ve gelsolin tetiklendigi zaman glioma hiicre ¢ogalmasini
%50’den fazla Dbaskilayabilmekte (Kamitani ve dig., 2002), hepatoma hiicrelerinde
cogalmay1 engellemekte ve apoptotik programlar: tetiklemekte (Herold ve dig., 2002),
insan kafa (HN-3) ve boyun (HN-9) kanseri hiicre soylarinda iyonize radyasyonun
sitotoksik etkisini giiglendirmekte (Kim ve dig., 2004), insan endometriyal stromal
hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini baskilamakta (Krikun ve dig., 2004), p21 WAFICIPI
aracilifiyla idrar kesesi kanseri hiicrelerinin biiylimesini engellemekte ve hiicre
dongiisiinii G1 fazinda durdurmakta (Zhang ve dig., 2006), insan SGC-7901 gastrik
kanseri hiicre soyunda kaspaz-bagimsiz yolla apoptozu tetiklemektedir (Wu ve dig.,
2007). Hsu ve arkadaslar1 (2011) C6 glioma hiicre soyu ftizerinde yaptiklari bir
calismada, TSA’nin apoptotik hiicre Oliimiinii tetikledigini  bildirmislerdir.
Calismamizda TSA’nin 100 ng/ml’lik dozunun 48 saatte C6 glioma hiicrelerinin

cogalmasini azaltip, hiicreleri apoptoza gotiirdiigli gozlenmistir.
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NGF, biiyiime faktorlerinin ndrotrofin sinifina ait en iyi tanimlanmis {iyelerinden bir
tanesidir (Levi-Montalcini ve dig., 1996). Normal kosullar altinda NGF yetiskin
beyninde agirlikli olarak noéronal hiicrelerde iiretilir ve bu hiicrelerden salinir (Ayer ve
dig., 1988). Baz1 patolojik durumlarda reaktif olan astrogliyal hiicreler, astrositoma ve
glioblastoma gibi gliyal tiimor hiicreleri de NGF {iretir ve ¢evre dokuya salar (Bakhit
ve dig., 1991; Arendt ve dig., 1995). C6 glioma hiicreleri hem astrosit hem de
oligodendrositlerin 6zelliklerini gosteren karma bir hiicre soyu olup, glial hiicre
fonksiyonunu ¢alismak igin oldukga iyi bir modeldir (Kumar ve dig., 1984; Vielkind ve
dig., 1990; Vernadakis ve dig., 1991).

NGF ve NGF reseptorlerinin ekspresyonu, bu hiicre soyunda, in vivo ve in vitro olarak
iyi belirlenmistir (Kumar ve dig., 1990; Zanellato ve dig., 1994; Tornatore ve dig.,
1997). NGF’nin, in vivo’da C6 glioma hiicre soyunun biiyiimesini inhibe ettigi (Kimura
ve dig., 2002), 9L glioma, PC12 feokromositoma ve C6 glioma hiicre soylarinda serum
yoksunlugunda hiicre sagkalimini azalttigi (Kniipfer ve Arendt, 2001), insan norojenik
tiimdr hiicre soylarinin biiyiimesini engelledigi (Yaeger ve dig., 1991), insan karaciger
kanser hiicre soyunda klonal biiyliimeyi tesvik ettigi (Oelmann ve dig.,1999), C6 glioma
hiicrelerini etanol tetikli hiicre Oliimiinden korudugu (Kim ve dig., 1999) c¢esitli
caligmalarda bildirilmistir.

NGF, hiicre yiizeyinde bulunan iki farkli reseptor p75™'~

ve TrkA araciligi ile etkisini
gosterebilir. NGF ve reseptorlerinin (p75-TrkA) hiicre cogalmasi ve Oliimiindeki
muhtemel rolleri insan glioblastoma hiicre soylarinda gosterilmistir. NGF’nin insan
glioblastoma hiicre soylarinda serum yoklugunda, bu hiicre soyunda ¢ogaltic1 bir etkisi
oldugu ve bu etkinin TrkA aracilifiyla meydana geldigi (Singer ve dig., 1999)
bildirilmesine karsin, bagka bir arastirma grubu NGF muamelesinin C6 glioma
hiicrelerinin sayisin1  serumsuz medyumda giicli bir sekilde azalttigini ortaya
koymuslardir (Watanebe ve dig., 1999). Diger bir NGF reseptorii olan p75’in ise,
glioblastoma hiicre soylarinda baskin bir sekilde eksprese edildiginde, serumsuz
medyumda kontrolle kiyaslandiginda, hiicre ¢ogalmasinin daha az oldugu bildirilmistir.

Calismamizda NGF’nin 100 ng/ml’lik dozunun 48 saatte C6 glioma hiicrelerinin

cogalmasini azaltip, hiicreleri apoptoza gotiirdiigli gézlenmistir.



63

VPA ve TSA tek baslarina uygulandiklarinda, C6 glioma hiicre soyu da dahil olmak
tizere g¢esitli kanser hiicre soylarinda (néroblastoma, meme, glioma, prostat)
antiproliferatif ve apoptotik etkisi oldugu ortaya konulmus ancak bu iki HDAC
inhibitorti daha 6nce higbir ¢alismada ikili (VPA+TSA) ve igli (VPA+TSA+NGF)
kombinasyonlar halinde uygulanmamistir. Bu ¢alisma, VPA ve TSA olarak adlandirilan
iki histon deasetilaz inhibitoriiniin C6 glioma hiicre soyunun g¢ogalmasi, hiicre
sagkalimi ve apoptotik hiicre 6liimii iizerindeki etkisini belirlemek ve bu etkinin iyi
karakterize edilmis bir biiylime faktorii olan NGF tarafindan etkilenip

etkilenmeyecegini ortaya koymak i¢in tasarlanmistir.

Bu amagla, dnce sigan beyninden elde edilen kanser hiicre soyu C6 glioma hiicreleri
VPA, TSA ve NGF’ye tek basma farkli doz ve siirelerde maruz birakilmistir. VPA,
TSA ve NGF’ye ait farkli deney gruplarindan elde edilen hiicre sagkalim verileri goz
ontinde bulunduruldugunda, en az sagkalimin meydana geldigi doz ve siirelerin VPA
icin 10 mM-48 saat, TSA i¢in 100 ng/ml-48 saat ve NGF i¢in 100 ng/ml -48 saat oldugu
tespit edilmistir. VPA, TSA ve NGF etkin dozlar1 belirlendikten sonra, tek tek (VPA,
TSA, NGF), ikili (VPA+TSA) ve iicli (VPA+TSA+NGF) kombinasyonlar halinde en
etkin olduklari siire olan 48 saatte C6 glioma hiicrelerine uygulanmis, degerlendirme
asamasindan sonra hiicre sagkaliminda en fazla azalmanin meydana geldigi deney

gruplart soyle siralanmistir: VPA+TSA+NGF, VPA+TSA, VPA, TSA, NGF.

Etkin olduklar1 dozlar belirlendikten sonra VPA, TSA ve NGF’nin tekli, ikili
(VPA+TSA) ve i¢lii (VPA+TSA+NGF) kombinasyonlarinin 48 saatte C6 glioma hiicre
cogalmasi ilizerinde meydana getirecegi etki saptanmak istenmistir. Bahsi gecen farkli
deney gruplarina ait hiicre ¢ogalma oranlar1 degerlendirildiginde, tiim deney gruplarinda
azalma meydana geldigi gézlenmis ve ¢ogalma oranlarinin en az oldugu gruplar soyle
siralanmistir: VPA+TSA+NGF, VPA+TSA, VPA, TSA, NGF. Wu ve arkadaslar
(2007), insan endometriyal stromal hiicre soyu iizerinde yaptiklari ¢alismada, VPA ve
TSA’nin birbirinden bagimsiz olarak p21 ekspresyonunu arttirdigini ve hiicre
dongiisiiniin durmasin tetikledigini ortaya koymus bu veri de VPA ve TSA’nin hiicre
dongiisti iizerinde benzer sonuglar meydana getirdigini dislindiirmiistiir. VPA+TSA
deney grubuna ait hiicre ¢ogalma oranmin, VPA ve TSA’nin tek tek uygulandigi deney

grubuna ait hiicre ¢ogalma oranlarindan, daha az olmasi bu iki ilacin C6 glioma hiicre
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soyunda da benzer etkiler meydana getirmis olabilecegini diisiindiirmiis, ancak bu
calisgmamizda hiicre dongiisii analizi ve gen ekspresyon calismasi yapilmadigindan
kesin bir yargiya varilamamistir. Buna karsin C6 glioma hiicrelerine ait farkli deney
gruplarinin  hiicre sagkalim ve hiicre c¢ogalma oranlarina ait veriler birbiri ile
kiyaslanmis ve hem hiicre sagkaliminda hem de hiicre ¢ogalma oranlarinda meydana

gelen azalma arasinda bir paralellik oldugu diistinilmiistiir.

VPA, TSA ve NGF’nin tekli, ikili (VPA+TSA) ve {gli (VPA+TSA+NGF)
kombinasyonu ile 48 saat muamele edildikten sonra, hiicre sagkalimi ve ¢ogalmasi
tizerinde azalma gozlenen gruplarda meydana gelen hiicre 6liimiiniin apotozla baglantili
olup olmadig1 belirlenmek istenmistir. Bu amagcla tasarlanan deneylerin sonuglar
degerlendirildiginde, tiim deney gruplarinda apoptozda katli artis meydana geldigi
gozlenmistir. TSA’nin tek basina uygulandigi deney grubunda meydana gelen
apoptozdaki artis, Hsu ve arkadaglarinin (2011) C6 glioma hiicre soyu iizerinde
apoptozla ilgili yaptiklari ¢alisma sonucu ile paralellik gostermistir. VPA+TSA ikili
kombinasyonunun C6 glioma hiicrelerinde meydana getirdigi apoptozdaki katli artigin
VPA ya da TSA’nin tek basina uygulandigi deney grubundan daha fazla olmasi, bu iki
HDAC inhibitériinlin birbirinin etkisini azaltmadigini, aksine C6 glioma hiicrelerinin

apoptotik 6liimii iizerinde sinerjik etki gosterdigini diisiindiirmiistiir.

VPA, TSA ve NGF’nin tekli, ikili (VPA+TSA) ve Tg¢li (VPA+TSA+NGF)
kombinasyonu ile 48 saat muamele edilmis C6 glioma hiicre soyuna ait farkli deney
gruplarindaki NGF protein miktarin1  belirlemek amaciyla kurgulanan, deney
sonuglarindan elde edilen verilere gore, VPA, TSA ve VPA+TSA+NGF’ye ait deney
gruplarinda NGF proteinine rastlanmamis, buna karsin kontrol ve NGF deney grubunda
NGF miktar1 belirlenebilmistir. Literatiirde TSA’nin NGF proteinin {iiretimi iizerinde
herhangi bir etkiye sahip olup olmadigina dair bir bilgi bulunmamaktadir. Buna karsin,
C6 glioma hiicre soyunda, VPA’nin BDNF (0.5, 1, 3 ve 5 mM-48 saat) ve GDNF
mRNA (1, 3 ve 5mM-48 saat) ekspresyonunu arttirdigina ve artiglarin anlamli
bulunduguna dair veriler bulunmaktadir (Castro ve dig., 2005). Bu verilerden yola
cikildiginda, VPA’nin C6 glioma hiicre soyunda norotrofin ailesinin bagka bir iiyesi
olan NGF firetimini de tetikleyebilecegi ongoriisiinde bulunulabilir. Ancak VPA, TSA,
VPA+TSA, VPA+TSA+NGEF’ye ait deney gruplarmin sonuglari degerlendirildiginde,
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VPA ve TSA’nin hem tek tek hem de ikili kombinasyon halinde uygulandiginda, NGF

tiretimini engelledigi tespit edilmistir.

NGF’nin tek basina uygulandigi deney grubundaki NGF miktarinin kontrol grubundaki
NGF protein miktarindan daha fazla oldugunu gézlenmistir. Calismamizdan elde edilen
bu veri, NGF muamelesine maruz kalan C6 glioma hiicrelerinde NGF saliniminin tesvik
edildigini 6ne siiren ¢alisma (Kumar ve dig., 1990; Zanellato, 1994) sonucu ile
paralellik gostermekte, ancak uygulanan doz ve siirelerin farklilik gostermesi
bakimindan bu calismadan ayrilmaktadir. VPA, TSA ve NGF’nin tekli, ikili
(VPA+TSA) ve t¢li (VPA+TSA+NGF) kombinasyonu ile 48 saat muamele edilmis,
yiiksek affiniteli NGF reseptorii olan TrkA’nin varligini gostermek iizere tasarlanan
calismanin  tim deney gruplarinda TrkA varligi saptanmistir. Kontrol, NGF ve
VPA+TSA+NGF’ye ait deney gruplarindaki TrkA miktarinin VPA ve TSA’ya ait
deney gruplarinda bulunan TrkA miktarindan daha fazla oldugu gozlenmistir.
Calismamizdan elde edilen bu veri NGF protein miktar1 verileri ile beraber
degerlendirildiginde, NGF muamelesinin hem NGF hem de NGF yiiksek affiniteli

reseptorlii TrkA’nin liretimini tesvik ettigi agik bir sekilde gozlenir.

Apoptotik yolakta is goren molekiillerden bir ya da birkaginin aktivitesinin gosterilmesi
ile bu oOlim tipini meydana getiren hiicresel mekanizma acia c¢ikarilabilir.
Calismamizda bahsi gegen mekanizmay1 agiga ¢ikarmak i¢in, apoptotik siirecte rol alan
en onemli molekiillerden biri olan kaspaz 3 se¢ilmistir. TNF reseptor ailesinin bir liyesi

olarak tammlanan p75""T%

nin noronal hiicre soylarinda Trk reseptorleri ekprese
edilmediginde, NGF tarafindan tetiklenen hiicre dliimiine aracilik ettigi gosterilmistir
(Rabizadeh ve dig., 1993). Bir diger ¢alismada (Weis ve dig., 2002) ise NGF’nin C6
glioma hiicre soyunun biiylimesi iizerinde meydana getirdigi negatif etkinin
gerceklesmesi i¢in p75™ " ’in bazal seviyede bulunmasi gerektigi bildirilmistir. Tiim bu
veriler goz Oniinde bulunduruldugunda, C6 glioma hiicre soyunda meydana gelen

apoptotik hiicre Sliimiiniin p75™' "

ile olan baglantis1 ortaya konmak istenmis, bu
nedenle kaspaz 3 ve p75" " *nin varligi ayni hiicrede gosterilmek istenmistir. Bu amagla
tasarlanan deney gruplarindan elde edilen veriler degerlendirildiginde, kaspaz
3/p75NTR’yi beraber bulunduran hiicreleri en fazla barindiran deney gruplari soyle

siralanmistir: VPA+TSA+NGF, NGF, VPA+TSA, VPA, TSA ve Kontrol.
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Calismamiz boyunca yapilan tiim deneylerin sonuglar1 degerlendirildiginde, C6 glioma
hiicre soyu iizerinde antiproliferatif ve apoptotik etkinin en fazla meydana geldigi
deney grubunun VPA, TSA ve NGF’nin tglii kombinasyon (VPA+TSA+NGF) halinde
uygulandigr grup oldugu goézlenmistir. Bu gozlem, akla antiproliferatif ve apoptotik
etkinin VPA, TSA ve NGF arasindaki hangi etkilesimden kaynaklandigi sorusunu
getirmistir. HDACT’larinin ¢ok yonlii hiicresel etkilerinin arkasinda yatan mekanizmalar
heniliz tam olarak aciklik kazanamamistir. Buna karsin mezenkimal kok hiicrelerde
(MSC) yapilan ¢aligmalar, HDAC inhibitorleri ile muamele edilen hiicrelerin DNA
hasarina karsi daha duyarli bir hale geldigini ortaya koymustur (Giovanni ve dig.,
2010). Bu olgu DNA tamirine katilan genlerin diizenlenmesinin dogrudan bir sonucu

olabilir.

Transkripsiyonel modelin yani sira histon olmayan proteinlerin asetilasyonun da
HDAC inhibitorlerinin aktivitesi i¢in 6nemli oldugu goriilmektedir. Bu yolak HDAC
inhibitorleri ile muamele edilmis MSC’de DNA hasar tamirinin bozulmasina katilmis
olabilir (Giovanni ve dig., 2010) VPA+TSA+NGF deney gruplarinin Kaspaz 3/p75 N7
sonuglart degerlendirildiginde benzer bir mekanizmanin burada da is gordiigi
diistiniilebilir. Soyle ki, NGF, C6 glioma hiicre soyu iizerindeki apoptotik etkisini,
diisiik affiniteli reseptorii p75 N'° araciligiyla meydana getirir. NGF’nin p75 VXye
baglanmasi ile aktiflegsen apoptotik yolakta kaspaz 3 aktifleserek, DNA’y1 180-200 baz
ciftlik fragmentlere ayirir. Kaspaz 3’lin substratlar1 arasinda histonlarin etrafin1 saran
DNA da bulunmaktadir. Kaspaz 3 tarafindan kesilmis DNA’nin tamiri HDAC
inhibitorlerinin aracilik ettigi bir mekanizma tarafindan engellenir. Bu nedenle,
VPA+TSA+NGF deney grubunda, NGF ile tetiklenen apoptotik siirecin HDAC
inhibitorleri olan VPA ve TSA tarafindan da desteklendigi one siiriilebilir. Bu 6ngorii

en fazla apoptotik etkinin neden VPA+TSA+NGF deney gruplarinda meydana geldigini
aciklar niteliktedir.
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Sonuglar:
1. VPA, TSA ve NGF’nin tekli, ikili (VPA+TSA) ve iicli (VPA+TSA+NGF)
kombinasyonu C6 glioma hiicrelerine 48 saat uygulandiginda hiicre sagkalim

oraninin azaldig1 gézlenmistir.

2. VPA, TSA ve NGF'nin tekli, ikili (VPA+TSA) ve iicli (VPA+TSA+NGF)
kombinasyonu C6 glioma hiicrelerine 48 saat uygulandiginda, hiicre

proliferasyon oraninin azaldigi gozlenmistir.

3. VPA, TSA ve NGF’nin tekli, ikili (VPA+TSA) ve tgli (VPA+TSA+NGF)
kombinasyonu C6 glioma hiicrelerine 48 saat uygulandiginda, apoptoz oraninda
artis meydana geldigi gozlenmistir. Calismamizda VPA+TSA+NGF iicli
kombinasyonunun hiicre 6liimii {izerinde, diger deney gruplarindan neden daha
fazla etkili olduguna dair 6ngoériide bulunulmasina karsin, kesin bir yargiya
varilamamustir. ileride bu alanda yapilacak benzer calismalarda, apoptoz
stirecinde rol alan sinyal yolaklarinin daha detayli ¢alisilmasi ile, bu konu tam

olarak agikliga kavusturulabilir.

4. VPA, TSA ve NGFnin tekli, ikili (VPA+TSA) ve iiclii (VPA+TSA+NGF)
kombinasyonu 48 saat uygulandigi, C6 glioma hiicrelerine ait deney gruplarinin
hepsinde TrkA reseptoriiniin varligi saptanmis, NGF araciligi ile meydana gelen

apoptotik hiicre oliimiine p75NTR ’

nin aracilik ettigi gézlenmistir. Calismamizda
NGF reseptorlerinin  varligi farkli deney gruplarinda gosterilmis, ancak
reseptorlerin ayni deney grubunda hangi oranda eksprese edildigini ortaya
koymay1r amaglayan ortak bir ekspresyon calismasi yapilmamis, bu nedenle

NGF muamelesi ile tetiklenen apototik siirecte TrkA/ p75N™"

etkilesiminin
roliine dair bir 6ngoriide bulunulmamstir. Ileride bu konuda yapilacak benzer
caligmalarda, NGF reseptolerinin ekspresyon oraninin ve sinyal yolaklarinin
HDAC inhitorlerinin muamelesi ile etkilenip etkilenmedigini ortaya koyan daha

detayli ¢alisilmalar ile bu soruya cevap bulmak miimkiin olacaktir.



68

5. Tim bu veriler goz 6niinde bulunduruldugunda, HDAC inhibitérleri ile NGF
kombinasyonunun, C6 glioma hiicre soyu iizerinde meydana getirdigi apoptotik
hiicre Oliimiiniin, birgcok norodejeneratif hastaligin ve glial kokenli beyin

kanserinin tedavisinde kullanilacak terapotik ajanlar olabilecegi one siiriilebilir.
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