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DNA METILTRANSFERAZ iNHIBiTORU RG108 VE HISTON
DEASETILAZ iNHIBITORU TRIKOSTATIN A’NIN NORIT
GELISIMINDE EPIGENETIK ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

OZET

Norodejeneratif hastaliklarin ndropatolojisi genel olarak, beynin spesifik
bolgelerindeki spesifik ndronlarin  kaybi1 veya atrofisi ile iliskilendirilir.
Rejenerasyonun olmayisi; hasarli noronlar 6liimii, rejenerasyon kapasitesindeki
diisiis, biiyiimeyi destekleyen norotrofik faktorlerin eksikligi, rejenerasyon ve
bliylimeyi engelleyici santral sinir sistemi ortami1 gibi nedenlerden
kaynaklanmaktadir. Norojenezin baslica morfolojik karakteristigi, akson uzamasi
ve dendrit dallanmasinin takip ettigi norit gelisimidir. Noritojenik maddeler,
noronal hiicrelerdeki norit gelisimini stimiile edebilme yetenekleri nedeniyle
noronal hasarlarin tedavisinde umut vadetmektedir. Susturulmus genlerin
aktivasyonu, kromatinin yeniden diizenlenmesi ve transkripsiyon gibi hiicresel
mekanizmalar iizerine etkili ve kii¢clik molekiillii epigenetik ila¢larin, norotrofik
faktorler ile kombinasyonu, ndronal hasarlarda alternatif bir yaklagimdir.

Bu caligmada, iki yeni epigenetik ilag olan, bir histon deasetilaz inhibitorii
Trikostatin A ve bir DNA metiltransferaz inhibitorii RG108’in PC-12 Adh hiicre
hatt1 {izerindeki noronal farklilasma ve ndrit gelisimi T{zerine etkilerini
karsilastrmak amaglanmustir.  Iki ilacin  sitotoksisitesi MTT ydntemiyle
belirlenmistir. Hiicre farklilagsmasi, migrasyon ve invazyon analizleri i¢in Gergek
Zamanlh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) kullanilmistir. Hiicre migrasyonu
verileri morfolojik olarak da test edilmistir. Norit gelisimi sonrasinda hiicrelerdeki
Matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2) miktari, ELIZA teknigiyle 6l¢iilmiistiir. Son
olarak, norit gelisimi immiinofloresan boyalar yardimiyla fotograflanmis ve PC-12
Adh hiicre hatt1 norit analizi yapilmistir.

Deney sonuglarina gore, hem Trikostatin A hem de RG108’1n, sinir biiyiime faktori
ile kombine halde, PC-12 Adh hiicre hattinda noronal farklilasma ve norit
gelisimini indiikleyici etkileri bulunmustur. Hiicre farklilasmasi, migrasyon,
invazyon ve norit gelisimi {izerine Trikostatin A, RG108’den daha etkili
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: noroplastisite, norit gelisimi, epigenetik, Trikostatin A,
RG108



COMPARISON OF THE EPIGENETIC EFFECTS ON NEURITE
OUTGROWTH OF A HISTONE DEACETYLASE INHIBITOR
TRICHOSTATIN A AND A DNA METHYLTRANSFERASE INHIBITOR
RG108

ABSTRACT

Neuropathological characteristics of neurodegenerative disorders are atrophy or
loss of specific neurons in the specific brain areas. The lack of regeneration is due
to a combination of factors: death of injured neurons, reduced capacity of
regeneration, lack of necessary trophic molecules to support growth, and the
presence of an environment hostile for any growth line. Neuritogenic substances
hold the promise of therapeutic efficacy in the treatment of neuronal injuries by the
virtue of their ability to stimulate outgrowth of neurites from neuronal cells. Despite
of their positive effects, administration of neurotrophic factors also has some
disadvantages like, negligible entry through the blood brain barrier and
destabilization by peripheral peptidases. Small-molecule products like epigenetic
drugs, which can activate silenced genes, regulate chromatin remodelling and
transcription, for eliciting neuritogenic activity or in combination with neurotrophic
substances is currently been focused as an alternative approach.

In this study, we aimed to compare the neurotrophic effects of two new epigenetic
drugs on PC-12 Adh cell line, which are a histone deacetylase inhibitior
Trichostatin A and a DNA methyltransferase inhibitor RG108. Cytotoxic effects of
this drugs were determined by MTT assay. Cell differentiation, migration and
invasion analysis were evaluated by real time cell analysis (RTCA DP) system
according to changing in cell index values. Migration was also corroborated with
morphological analysis. Matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) amounts during
neurite outgrowth was measured by ELISA technique. Finally, neurite outgrowth
was observed with immunofluorescence staining and determined by neurite
outgrowth analysis on PC-12 Adh cell line.

Our results show that both Trichostatin A and RG108 have inducing effects on
neuronal differentiation and neurite outgrowth in PC-12 Adh cell line in a
combination with nerve growth factor. We found Trichostatin A more effective than
RG108 on inducing cell differentiation, migration, invasion and neurite outgrowth.

Keywords: neuroplasticity, neurite outgrowth, epigenetics, Trichostatin A, RG108
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GIRIS VE AMAC

Giinlimiizde insanlarm yasam siiresinin giderek artmasiyla birlikte nérodejeneratif
hastaliklarin goriilme siklig1 da artis gostermektedir. Buna karsin bu hastaliklarin
etkin bir tedavisi ne yazik ki bulunmamaktadir. Néronlarin akson gelisimindeki
intrinsik kapasitesi gelisimle birlikte azalmaktadir. Noritojenik etkilere sahip
bilesikler, noronal hiicrelerde norit gelisimi indiikleyebilme yetenekleri nedeniyle
noronal hasarlarin tedavisinde umut vadetmektedir.

Norit gelisimi sayesinde, santral sinir sistemi hasarlarinda, normal ndronal
fonksiyonun ve sinirsel aglarin tekrar eski haline donebilmesi miimkiindiir. Bu
nedenle, norotrofik faktér kullanimi ndronal rejenerasyonun Onemli bir
basamagidir. Fakat norotrofik faktorlerin kullanimini kisitlayan bazi dezavantajlar
bulunmaktadir. Bu dezavantajlardan en 6nemlisi, norotrofik faktorlerin kan beyin
bariyerini gegememeleridir. Bir diger dezavantaj ise periferal peptidazlar tarafindan
hizla yikilmalaridir. Bu nedenle, nérit gelisimini indiikleyici etkinlige sahip ya da
norotrofik bilegenlerle kombine halde uygulanabilen bilesenlerin kullanimi, santral
sinir sistemi hasarlarinda alternatif bir yaklagimdir.

Noropatolojik siireclerde, histonlarin hiicresel asetilasyon homeoztazisinin
bozulmasi son yillarda dikkat ¢ekmistir (Hahnen ve ark., 2008). Pek ¢ok ¢alisma
ozellikle, nérodejenerasyonun asir1 histon deasetilasyonu ile sonuglanan histon
asetiltransferaz aktivitesindeki genel diisiis ile iliskili oldugunu gostermektedir (Jin
ve ark., 2011; Rouaux ve ark., 2003). Kiiciik molekiillii bir histon deasetilaz
inhibitérii olan Trikostatin A’nin, ¢esitli kanser hiicrelerini apoptoz yolagina
gotiiriirken, noronal kdk hiicrelerde ise, transkripsiyon faktorlerini tetikleyerek
noronal canlilig1 artirdigina dair pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Xu ve ark., 2007;
Kim ve ark., 2007; Schwechter ve ark., 2007; Hao ve ark., 2004; Jeone ve ark.,
2003).

Histon deasetilaz inhibitorleri gibi epigenetik mekanizmalar tizerine etkili bir diger
grup ise DNA metiltransferaz inhibitorleridir. RG108, sitotoksik ve genotoksik
etkisi olmayan fakat oldukgea etkili yeni bir DNA metiltransferaz | (DNMT1) enzim
inhibitoridiir (Brueckner ve ark., 2005). DNMTL1 enziminin katalitik alan1 g6z
oniinde bulundurularak tasarlanmis bir molekiildiir. Norodejeneratif hastaliklarda
DNA metilasyonu anomalileri de gectigimiz yillarda olduk¢a dikkat ¢ekmeye
baglamistir. DNA metilasyonundaki degisimler, norodejeneratif hastaliklarin
nedenlerinden biridir. Norodejenerasyon siirecinde, DNA metilasyonu ile aktif
genler inaktive edilmektedir. Inaktive edilen genlerin, kii¢iik molekiilli DNMT
inhibitorleri ile tekrar aktif hale doniistiiriilmesi miimkiin olmaktadir.

Biz de bu calismamizda DNA ve kromatin sekillenmesi iizerinde epigenetik
mekanizmalarda 6nemli rolii olan ve kanser tedavisinde denenmekte olan histon
deasetilaz inhibitorii Trikostatin A ve DNA metiltransferaz inhibitéri RG108’in
PC-12 Adh hiicrelerinde norit gelisimi tizerine olan etkilerini arastirmayi
amagcladik.



KAYNAK BILGISI
SiNiR SISTEMi

Sinir sistemi, canlilarin i¢ ve dis ¢evresi arasindaki uyumu saglayan, bilgi toplayan
ve bu bilgiyi isleyen, olusan sinyallerin viicut icerisinde iletimini saglayan,
organlarin ve kaslarm aktivitelerini diizenleyen karmasik bir sistemdir. Sinir sistemi
fonksiyonel agidan serebrospinal sinir sistemi ve otonom sinir sistemi olmak {izere
ikiye ayrilir(http-1). Santral sinir sistemini beyin ve omurilik; periferik sinir
sistemini ise istemli hareketi kontrol eden motor ndronlar, istemsiz olaylar1 kontrol
eden sempatik ve parasempatik sinir sisteminden olusmaktadir (Sekil 1 ve 2)
(Guyton, 2001).
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Sekil 1. Sinir Sisteminin Yapisal Ve Anatomik Ac¢idan Simflandirilmasi (Brunton ve ark.,
2009)
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Sekil 2. Sinir Sisteminin Somatosensoriyel Ekseni (Guyton, 2001)
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Santral Sinir Sistemi

Santral sinir sisteminin iki onemli bolim olan, beyin (cerebrum) ve omurilik
(medulla spinalis) meydana getirir. Bu heriki boliim birbirleri ile siki bir
fonksiyonel ve yapisal iliski icindedirler.

Beyin (Cerebrum)

Beyin, hiicrelerarast norotransmisyon mekanizmalar1 ile kendinin ve diger
ndronlarin aktivitelerini dinamik ve karmasik bir sekilde diizenleyen, birbiriyle
yakindan iligkili birgcok ndronal sistemin bilesiminden olusmaktadir (Brunton ve
ark., 2009). Beyin (cerebrum) santral sinir sisteminin kraniale dogru ileri derecede
gelismis bir boliimiidiir.

Embryolojik bakimdan ele alindiginda beyin ii¢ 6nemli boliime ayrilarak incelenir:

e Prosensefalon (6nbeyin)
e Mezencefalon (orta beyin)
e Rombensefalon (arka beyin)

Ileriki donemlerde prosencephalondan beyin yarim kiireleri telensefalon ile
diensefalon (arabeyin) adi verilen 6nemli kisimlar meydana gelir. Beyin yarim
kiirelerinde 6nemli beyin loblar1 olusur. Bu yarimkiireler esas itibariyle beyaz ve
gri cevherden meydana gelmislerdir. Beyaz cevher, yapmnin i¢inde yer alir. Gri
kisim ise bir kabuk seklinde beyaz boliimii disaridan kusatir (http-1). Kabuk
seklindeki bu gri cevhere serebral korteks denir. Kortikal alanlar, bilgiyi primer
kortikal duyusal bolgedan daha yiiksek kortikal fonksiyonlara (6rn. hafiza ve biling)
dogru isleyen “birlesim alanlar1” olarak tanimlanmaktadir (Brunton ve ark., 2009).

Medulla Spinalis (omurilik)

Medulla spinalis, medulla oblongata’dan baslayarak canalis vertebralis igerisinde
kaudale dogru uzanan santral sinir sistemi kismudir (Taner, 2013). Sinir hiicresi ve
yolaklar agisindan zengin bu kitlenin i¢cinde deri, kaslar, eklemler ve organlardan
gelen duyusal enformasyonu koordine eden yapilar lokal olarak motor néronlar ve
daha {ist merkezlerden sinyalleri alan veya buralara génderen primer duyusal
“beke¢i” noronlardir (Brunton ve ark., 2009). Servikal, torakal, lumbal ve sakral
olmak {izere anatomik boliimlere ayrilmistir (Taner, 2013). Enine yapilan bir
kesitte, medulla spinalis i¢inde yer alan gri cevher ile, bu yapiy1 ¢evreden kusatan
beyaz cevher goriilir. Ortada yer alan gri cevher, kanatlar1 ac¢ik bir kelebek
goriinimiindedir. Kanatlarin 6n ¢ikintilar1 6n boynuz (cornu anterior), arka
cikintilar1 ise arka boynuz (cornu posterior) admni alir. On boynuzlarda bulunan
hiicrelerden motor sinirler ayrilirlar ve bunlar spinal sinirlerin 6n koklerini
olustururlar (efferent sinirler). Arka boynuzlarda bulunan hiicrelere ise, disaridan
alman duyular1 getiren sinirler uzanirlar (afferent sinirler). Fakat arka kokler,
medulla spinalis i¢ine dahil olmadan 6nce siskin bir yapiya (ganglion) ugrarlar ve
sonra omurilige devam ederler (http-2).

Periferik sinir sistemi

Periferik sinir sistemini, santral sinir sisteminin disina ¢ikan aksonlarm olusturdugu
periferik sinirler ile santral sinir sisteminin disinda noronlarin toplu olarak
bulundugu ganglion ad1 verilen yapilar olusturur. Medulla spinalisten ¢ikan otuz bir



cift spinal sinir ile beyin ve beyin sapindan ¢ikan on iki ¢ift kranial sinir ve bunlarin
dallar1 periferik sinirleri olusturur (Taner, 2013).

Otonom Sinir Sistemi

Sinir sisteminin viicudun viseral fonksiyonlarmni hizli bir sekilde kontrol eden
kismina otonom sinir sistemi denir. Bu sistem arteryel basing, gastrointestinal
motilite ve sekresyon, mesane bosalmasi, terleme, viicut 1sis1 ve diger bir ¢ok
aktivitenin kontroliine yardim eder. Ayrica bu aktivitelerden bazilarin1 tamamen,
bazilarini da kismen kontrol eder (Guyton ve Hall, 2001). Istek dis1 ¢alisan otonom
sinir sisteminin merkezi hipotalamustur. Baslica medulla spinalis, beyin sap1 ve
hipotalamusta lokalize olan merkezler tarafindan aktive edilir. Otonom sinir sistemi
sempatik ve parasempatik olmak iizere iki kisimda incelenir. Ancak baz1 yazarlar
gastrointestinal sistemi inerve eden enterik sinir sistemini de otonom sinir sistemi
icerisinde smiflamaktadirlar (Taner, 2013).

Sempatik Sinir Sistemi

Sempatik sinirler, omurilikte T-1 ve L-2 segmentleri arasindan kaynaklanirlar ve
buradan ilk 6nce sempatik zincire ve daha sonra sempatik sinirler tarafindan
uyarilan doku ve organlara gegerler (Guyton ve Hall, 2001). Her ganglion, digeri
ile bir ara uzant1 vasitasiyle (rami intergangliare) birlesir. Ayrica omurilikteki
sempatik merkezlerden kalkan ve disariya uzanan lifler de bu ganglionlara
baglanirlar (rami communicantes). Bdylece ortaya ¢ikan aga "Truncus
sympathicus" adi verilir. Ganglionlardan ayrilan potsganglionik sempatik lifler,
ilgili organ veya bolgelere degisik sekillerde uzanirlar. Ya kan damarlari ¢evresinde
bir ag yaparak devam ederler, ya da komsu spinal sinirlerin yapis1 i¢inde uzanirlar.
Karin boslugunda meydana gelmis olan Plexus coeliacus, sempatik liflerin 6nemli
bir sinir agidir (http-2).

Parasempatik Sinir Sistemi

Parasempatik sinir sistemine ait presinaptik néronlar beyin sakindaki bazi kranial
sinir niikleuslar1 ile medulla spinalisin S2, S3 ve S4 segmentlerindeki nuclei
parasympathici sacrales’te bulunur (Taner, 2013). Parasempatik sistem liflerinin,
truncus simpaticus ile higbir iliskisi yoktur. Bu liflerin baslangi¢ merkezleri ya
beyindedir ya da omuriligin alt kisimlarinda bulunur. Lifler tek baslarina sinir
olusturmazlar. Bunlarda da, pre-ve postganglionik bir yapilagsma goriiliir. lgili
ganglionlar1 merkezden oldukca uzaktadir. Dolayist ile parasempatik liflerin
preganglionik kismi uzun, postganglionik boliimii ise kisadir. Bu durum sempatik
liflerde tam tersidir (http-2).

Fonksiyonel agidan, sempatik ve parasempatik sistemlerin organlar lizerindeki
etkileri birbirlerine terstir. Ornegin; parasempatik sistem, gastrointestinal sistemin
caligmasini hizlandirir, kalp atim hizin1 ve solunum sayisini yavaslatir, periferik
damarlarda vazodilatasyona yol acar; sempatik sistemi ise tam tersi etki eder.
Birbirine zit etkili bu iki sistem bir denge i¢inde ¢alisarak organizmanin i¢ ve dis
ortamdaki degisikliklere adapte olmasmi saglayan viseral fonksiyonlar1 yerine
getirir (Taner, 2013).



Santral Sinir Sistemi Hiicreleri

Santral sinir sisteminde, bilginin islenmesinden ve transferinden sorumlu esas {inite
ndronlardir. Davranigsal ve homeostatik islevlerinin temeli hiyerarsik bigimde
organize edilmis ndronal devreler ve aglarin birlikte ¢alismasina dayanir. Bu
fonksiyonlar kompleks bir sistemin birlestirici unsurlaridir (http-3).

Merkezi sinir sistemi primitif ektodermden geligir. Sinir sisteminin gelismesi
sirasinda basit bir disk seklinde ve epitel yapisinda olan noral plak, silindir seklini
alarak noral tiip olusumunu saglar. Bu olay norilasyon olarak bilinir. Noral tiip,
karmagik sinir sistemine farklilagir. Noral tiip olusumu sirasinda néral plagin 6zel
bir bolgesinden olusan noral krest, noral tiipten ve yiizeyel ektodermden ayrilir.
Geligimin ileriki sathalarinda noral krest, periferik sinir sistemine ait gangliyonlar1
olusturan ndronlar1 ve diger boliimlerini meydana getirir (Kierszenbaum, 2006).

Miyelin, aksonun ¢evresini saran ve onu koruyan bir kiliftir. Santral sinir sisteminde
oligodendrositlerin membranindan, periferik sinir sisteminde ise Schwann hiicre
membranindan olusur. Miyelin, aksonu korumanin yanisira sinyal iletimini
hizlandirir ve kaybini 6nler. Miyelin kilif akson boyunca segmentler bigiminde
bulunur. Ranvier bogumu denen yerlerde miyelin kilifi yoktur ve bu akimin
“saltatory” denen sigrayici sekilde hizli olmasina yol agar. Bir oligodendrosit bir
cok aksonun gevresinde ¢ok sayida internodal miyelin segmenti olusturur. Schwann
hiicresi ise bir aksonun g¢evresinde bir tek internodal miyelin segmenti olusturur
(Sekil 3) (Akyildiz ve Sav, 2004).
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Sekil 3. Noronun Yapisi (http-4)
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Sekil 4. Sinir Sistemi Hiicreleri (Allen ve Bares, 2009)

Santral sinir sistemindeki hiicreler iki genis grupta toplanir: bunlar bilgiyi isleyen
noronlar ve noronlara mekanik ve metabolik destek saglayan glia hiicreleridir
(Brunton ve ark., 2009). Noronlar duyularin algilanmasi, motor ve emosyonel
cevaplarin olusturulmasi, 6grenme ve hafiza gibi fonksiyonlarin yerine
getirilmesini saglayan hiicrelerdir. Glia hiicreleri, sinir sistemi i¢in 6zellesmis bag
dokusu hiicreleri olarak kabul edilebilir ve sinir dokusuna metabolik ve yapisal
destek saglarlar, glia hiicrelerinin uyarilabilme 6zellikleri yoktur ve iki gruba
ayrilirlar; mikroglia ve makroglia. Mikroglialar esasen makrofajlardan gelisirler ve
santral sinir sistemindeki hasar gérmiis bolgelerdeki hiicresel artiklar1 fagosite
ederler. Makroglialar ise, santral sinir sisteminde astrositler, oligodendrositler ve
ependim hiicrelerinden olusurlar. Astrositler, néronlarin beslenmesi ve kan-beyin
bariyerinin olusmasindan sorumludur. Ayrica santral sinir sistemini distan sararak
glial membran (Membrana limitans glialis) isimli koruyucu bir tabaka olustururlar.
Oligodendrositlerin uzantilar1 aksonlar1 saran miyelin kiliflarmi yapar, ayrica
birkac miyelinsiz aksonu bir arada sararak ndrolemma adi verilen bir kilif olusturur
(Sekil 4). Ependim hiicreleri, santral sinir sistemindeki kavitelerin duvarimi déseyen
epitel tabakasini olusturur (Taner, 2013).

Norodejeneratif Hastahklar

Sinir bilimin babasi olarak kabul edilen Ramon y Cajal 1928 yilinda “Akson ve
dendritlerin biiyiime ve rejenerasyon kaynaklar1 geri doniigsiiz olarak kurudugunda
gelisme sonlanir. Yetiskinlerin merkezlerinde sinir yollar1 sabit, degismez ve
sonlandirilmistir. Higbir sey rejenere edilememektedir, her sey 6lmek zorundadir.
Bu sert hiikkmii degistirmek yalnizca gelecegin bilimiyle miimkiindiir.” Demistir
(Teter ve Ashford, 2002). Eskiden sinaps sayilarinda azalmanin yani sira néronlarin
kendilerini yenileme yeteneklerinin de kaybolduguna ve yeni ndronlarin

olugsmadigina inanilirken bugiin bu diisiincenin tam aksi kanitlanmistir (Kotan ve
ark., 2009).



Ana noronlarin kayb1 olmadan, secilimli olarak akson, dendrit, akson ve dendrit
dallar1 ve sinapslarin eliminasyonu santral sinir sisteminin normal gelisimi sirasinda
oldugu kadar, yetiskinlerde hastalik veya hasara cevap olarak da meydana
gelmektedir (Luo ve O’Leary, 2009). Norodejeneratif hastaliklar, sinir hiicrelerinin
Oliimii veya progresif dejenerasyonuyla sonuglanan tedavi edilemeyen ve hastanin
yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen hastaliklardir. Hareket bozukluklarina
(ataksi) veya zihinsel igleyis problemlerine (demans) neden olurlar (http-5).

Basglica norodejeneratif hastaliklar; iskemik beyin hasari, Alzheimer, Parkinson,
Huntington ve ndrodejeneratif prion hastaliklaridir (Rang ve ark., 2011). Alzheimer
hastalig1 Maynert’in bazal ¢cekirdegindeki kolinerjik ndronlarin, Parkinson hastaligi
ise substantia nigra’daki dopaminerjik néronlarm kaybiyla karakterizedir (Finkel
ve ark., 2009). Alzheimer, Parkinson ve Creutzfeld-Jakob hastaliklar1 yanlig
katlanmis proteinlerin santral sinir sisteminde agregasyonu ve birikimini igeren
ortak bir patogenetik mekanizmaya sahiptir (Skovronsky ve ark., 2006). Alzheimer
ve Parkinson hastalig1 karakteristik protein agregasyonlariyla belirlenebilmektedir
ve giderek genetik ve cevresel faktorlerden kaynaklanan sinaptik bozukluklar
olarak kabul gormektedir (Schaefers ve Teuchert-Noodt, 2013). Giiniimiizde
insanlarin yasam siiresinin giderek artmasiyla (60 yasin iizerinde), ayni oranda
norodejeneratif hastaliklarin goriilme sikligi da artis gostermektedir. Buna karsin
bu hastaliklarin etkin bir tedavisi ne yazik ki bulunmamaktadir (Haigang ve Zhilian,
2012).

Norodejeneratif Hastaliklarin Patofizyolojisi

Noronal fonksiyon bozukluklar1 mutlaka noronal hiicre 6liimii sonucunda
olugsmayabilir (Sekil 5). Sinaptik kayip, uzun siireli potansiyalizasyon veya hastalik
patolojisine bagli olarak néronal sinyalizasyonun kesilmesinden kaynaklanabilirler
(Bredesen ve ark., 2002). Noronal strese bagli oksidatif iiriinlerin zamanla birikmesi
hiicre 6liimiine neden olur, bu nedenle yaslanma noérodejeneratif hastaliklarda
etkendir. Ancak normal yaslanma sirasinda norodejeneratif hastaliklarda goriilen
yiiksek seviyedeki noronal Oliimiin aksine, goreceli olarak daha diisilk noronal
kayip vardir (Yankner ve ark., 2008). Sinir hiicresi siddetli akson hasarini takiben
Wallerian dejenerasyonuna ugrar. Hasarli bélgenin distal ucunda bir lezyon olusur
ve aksonal yapi bozularak kopar. Memelilerde santral sinir sistemi aksonlari,
periferik sinir sisteminden farkli olarak hasar1 takiben spontan olarak kendilerini
yenileyemezler (Kim ve ark., 2003; Fournier ve ark., 2001). Periferik sinir
sistemindeki Schwann hiicreleri, fagositler ve makrofajlar hasarli aksonun
etrafindaki pargalanmis akson ve onu saran miyelin kilifin distal kismin1 etkili bir
sekilde ortadan kaldirirlar, norotrofik faktor salimmiyla birlikte akson
rejenerasyonu hizlica gercgeklesir. Pargalanmig yapilar periferik sinir sisteminden
farkli olarak santral sinir sisteminde etkin bir sekilde ortamdan
uzaklastirilamamaktadir (Purves ve ark., 2001).

Santral sinir sisteminde rejenerasyonun gergeklesmemesinin nedenleri;

1) Hasarli néronlarin 6limd,

2) Eriskin néronlarin hasar sonras1 biiylime kapasitelerinin diisiik olmas,
3) Biiylimeyi destekleyecek faktorlerin eksikligi ve

4) Biiylimeyi engelleyici ¢evre sartlarinin bulunmasi olarak 6zetlenebilir

(Woolf, 2003).
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Apoptoz kalorili diyet)
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aliim
Glial hiicre disfonksiyonu | *
Tropik faktérlerin hasan Norodejeneratif hastaliklarin
Pro-inflamatuvar ajanlar klinik ekspresyonu

Sekil 5. Norodejeneratif Siirecler (1) Norodejeneratif Hastaliklarin Olusum Siirecinde Etkili
Olan Cevresel Risk Faktorleriyle Etkilesim Halindeki Genetik Risk Faktorleri Ve Genetik
Mutasyonlarin Ozeti (2) Protein Agregasyonu Ve ileri Asamalarda Noéronal Oliime Yol A¢an
Olas1 Mekanizmalar (3) Kabul Edilmis Noroproteksiyon Stratejileri (Nieoullon, 2011)

Akut hiicre hasari, patolojik olarak hiicre sismesi, vakuolizasyon ve lizis ile
tanimlanan ve ayni zamanda hiicrede asir1 Ca*? birikmesi ve membran hasariyla da
alakali nekroza girmesine neden olur. Nekrotik hiicreler tipik olarak etraflarindaki
dokulara hiicre igerigini sagarlar ve inflamatuvar cevabmn baglamasina neden
olurlar. Pek ¢ok ndrodejeneratif bozuklugun sebebi kronik inflamasyondur (Rang
ve ark., 2011).

Hiicreler ayn1 zamanda yasam siiresince gelisim, immiin regiilasyon ve doku
degisikligi gibi pek cok siireg i¢in gerekli olan apoptoz ya da programli hiicre 6liimii
araciligiyla da olebilirler. Apoptoz da nekroz gibi, hem inme ve kafa travmasi gibi
akut norodejeneratif hastaliklarda hem de Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi
kronik hastaliklarda goriillmektedir (Okouchi wve ark., 2007). Hiicreyi
ndrodejenerasyona gdtiiren siiregler olarak nekroz ve apoptoz arasindaki ayrim
kesin degildir, eksitotoksisite ya da oksidatif stres bazen hiicreyi nekrozla dogrudan
oldiirmek icin yeterli olabilmektedir, eger bu faktorler ¢cok yogun degilse hiicre
apoptoz yolagma girebilir (Rang ve ark., 2011).

Alzheimer Hastalig

[lerleyen kortikal demans hastaligidir. Konusma, hafiza, gorme ve duygu ve kisilik
tizerine etkilidir. Alzheimer hastalarinin (AH) %5’ini olusturan genetik gegisli
Alzheimer hastalarinda, presenilin-1 ve -2’de B-amiloid prekiirsor protein (3BAPP)
gen mutasyonu gosterilmistir (Kierszenbaum, 2006). Presenilin-1 ve -2 tarafindan
aktive edilen y-sekretaz enzimi 40 amino asitlik bir parga olan B-amiloid peptidi
olusturur. Ancak bu gende olusan mutasyonlar sonucu vy-Sekretaz enzim
aktivitesinde bir artma goriiliir ve bunun sonucu olarak 42 amino asitlik B-amiloid
peptid olusur. Uzun B-amiloid peptid, diffiiz plaklar halinde agrege olur ve bunlar



yogun noritik plaklara doniisir (Oztiirk ve Karan, 2009). Bu plaklar Ca*?
regiilasyonunu bozarak komsu noronlarin olimiine neden olur. Mikroglia ve
astrositler amiloid plaklarin etrafinda toplanir, dejenere olmus sinir hiicre uzantilar1
da amiloid plag1 sararak norit plagi olustururlar (Kierszenbaum, 2006). Noritik plak
olustuktan sonra, inflamasyon, eksitotoksisite ve muhtemelen apoptozisten olusan
sekonder kaskad, ek hasar olugmasina aracilik eder (Oztiirk ve Karan, 2009).

Alzheimer hastaligindaki kognitif kotiilesmenin ciddiyeti amiloid depozisyonundan
cok norofibriler ynmak miktari ile koreledir. Norofibriler yumaklarin temel bileseni
hiperfosforile ‘tau’proteinidir. AH patogenezinde hiperaktif kinazlar ve/veya
hipoaktif fosfatazlar, tau proteininin hiperfosforilizasyonuna yol acarak
mikrotiibiillere baglanma yetenegini bozarlar (Oztiirk ve Karan, 2009). Bdylece tau
ciftleri sitoplazmada birikerek néronun islevini bozarlar (Kierszenbaum, 2006).

Apolipoprotein €4, uzun B-amiloid peptidin ortadan kaldirilmasmi engellemektedir.
Kolesterol tasinmasinda gorevli bir protein olan Apolipoprotein Ee4 alleli
normallerde %16 pozitif iken, Alzheimer hastaligi olanlarda bu oranmn %35-50
dolaylarinda pozitif oldugu saptanmistir. Dolayisiyla bu alleli tasiyanlarin bir
kisminim hastaliga yatkin oldugu sdylenebilir (Selekler, 2010).

Parkinson Hastalig

Parkinson hastaligi (PH) genellikle 50-60 yaslar1 arasinda baslayan, yavas
progressif seyirli, kronik bir hastaliktir. Hipokinetik hastaliklar(yavas istemli
hareketlerde bozukluklar) i¢in prototip tablo olup, parkinsonien motor bulgular yani
tremor, rijidite, bradikinezi, akinezi ve postiiral anormallikler ile karakterizedir
(Ertan, 2005). Bu hastalikta substantia nigradaki dopaminerjik néronlarda kayip
gozlenmektedir (Kierszenbaum, 2006). Parkinson hastaliginin baska parkinsonizm
tablolarindan klinik olarak ayirt edilmesine yardimci olan diger ozellikleri ise,
parkinsonien bulgularin asimetrisi, belirgin istirahat tremoru, levodopa ile klinik
olarak anlamli yanitin varligi ve hastaligin erken evresinde denge problemlerinin
az ya da hi¢ olmamasidir (Cakmur, 2009).

Amiyotrofik Lateral Skleroz

Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) esas olarak serebral korteks, beyin sap1 ve spinal
korddaki motor noronlar1 etkileyen progresif seyirli ndrodejeneratif bir hastaliktir.
Baslangicta bir ekstremitede goriilen hafif siddette baslayan gii¢c kayb1 ve ilerleyen
zamanda ciddi felg durumu, yutma ve solunum bozukluklar: ile seyreder. Jean-
Martin Charcot tarafindan 1874 yilinda tanimlanan bu hastalik adini gri cevher
(amyotrofi) ile beyaz cevheri (lateral skleroz) es zamanli tutmasindan almistir (Ulug
ve ark., 2008). ALS vakalarmnin %5-10’u ailesel gecislidir. Stiperoksit dismutaz 1
(SOD1) genindeki mutasyonlarm bu vakalarin  %20’sini  olusturdugu
diistiniilmektedir. SOD1, toksik olan siiperoksit radikallerini hidrojen peroksit ve
oksijene doniistiirmek i¢in bakira gereksinim duyan bir enzimdir. Mutant SOD1°de,
ara filamanlarin (NF-L, NF-M ve NF-H) diizenlenme bozukluklar1, mitokondriyon
anormallikleri ve motor ndronlarin apoptoza gitmesi gibi toksik etkileri ile kendini
gostermektedir (Kierszenbaum, 2006).



ALS’nin patogenezinde otoimmiinitenin de rolii olabilecegi disiiniilmektedir.
Santral sinir sisteminin ana eksitatér ndromediatorii olan glutamatin, anormal
artmus aktivitesine bagli geligsen hiicre liimii olarak 6zetlenebilecek eksitotoksisite,
yavas gelisen norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde de rol oynamaktadir
(Ulug ve ark., 2008). Sporadik ALS olan hastalarda voltaj gecirgenligi olan Ca*?
kanallarma kars1 gelisen antikorlarin etkisiyle, intraseliiler Ca*? iyon dengesinin
bozulmasi sonu motor néronlarda dejenerasyon goriiliir (Kierszenbaum, 2006).
NORIT GELISIMI

Nororejenerasyon, noronlarin endojen olarak korunmasi, noroplastisite ve norit
biliylimesini kapsayan bir kavramdir (Enciu ve ark., 2011). Norojenezin baslica
morfolojik karakteristigi, norit gelisimini takip eden akson ve dendritlerin
dallanmasidir (Kiryushko ve ark., 2004). Norit olusumu ve sekillenmesi temel
olarak sinir sistemi gelisimi ve patogenezi ile iliskilendirilmektedir (Hagg, 2009).

Hasarli beyindeki noronal ve sinaptik aglarin onariminin beyin fonksiyonlariin
iyilesmesinde gerekli oldugu one siiriilmiistiir (Tohda ve ark., 2005).

Norit uzamasimi gostermek igin cesitli in vitro modeller mevcuttur. Bu modeller
genel olarak iki grupta toplanabilir: (1) norit gelisiminin ¢esitli biiylime faktorleri
sayesinde indiiklenebildigi noroepitel orijinli hiicre hatlar1 (PC12 hiicreleri,
noroblastoma hiicreleri v.b.) (2) rodent ndronlarindan elde edilen primer kiiltiirler.
Embriyonik rat hipokampal noronlar bu grubun en iyi tanimlanmis ve en ¢ok
kullanilan c¢esitidir. Primer kiiltir modelinde noéronal farklilasmanin c¢esitli
basamaklar1 gozlenebilir (Da Silva ve Dotti, 2002).

Norit gelisimi, ndronlarin gelisimi sirasinda hedeflerine ulagsmak i¢in olusturduklar1
c¢ikintilarin bir ag haline gelmesi ve bunun sonucunda ndronal baglantilarin
olugmas1 olarak agiklanabilen bir siiregtir. Biitiin gelismekte olan noritler, distal
uclarinda, filopodia ve lamelliopodia tasiyan ¢ok hareketli uzantilar olan biiyiime
konileri ile sonlanirlar. Bu biiyiime konileri noériti hedefine dogru yonlendirir
(Mingorance-Le Meur ve ark., 2009). Pathfinding (yol bulma) olarak adlandirilan
bu siire¢, embriyoda aksonlarin uygun yolu izleyerek kendisine uygun sinaptik
partneri bulmasi olarak agiklanabilir.

Biiylime konisi, aksonun ucunda morfolojik olarak c¢esitli bolgelere ayrilmis
(kirmiz1 gizgiler), genisletilmis, hareketli bir yapidir (Sekil 6). Aksonda,
mikrotiibiiller(yesil ¢izgiler) MAP’ler(mikrotiibiil ile iligkili proteinler) tarafindan
(mor noktalar) paralel demetler seklinde organize edilmistir, ancak C-bdlgesinde
fasikiile halleri bozulur ve tek tek T-bolgesine ve P-bolgesine dogru uzarlar.
Boylece filopodiada F-aktin demetlerinin (siyah c¢izgiler) yaninda hizalanmis
olurlar. P-bdlgesinde, filopodiadaki F-aktin, P-bolgesinden geriye dogru paralel
demetler seklinde organize olarak ve kisa filamentler seklinde koparak T-bolgesini
sonlandirir. P-bolgesi lamelliopodiasindaki F-aktin, dendritik aglar1 olusturan
demetler halinde organize olur. T-bdlgesinde ve C-bdlgesinin periferinde, F-aktin
ve miyozin II’den olusan, aktin yaylar1 denilen (mavi ¢izgiler) paralel olmayan bir
sekilde bulunur. Aktin yaylari, C-bolgesinde basing kuvveti olusturarak
baglanmamis mikrotiibiilleri tutar ve bodylece biiylime konisine mikrotiibiil
baglanmasini kolaylastirir (Geraldo ve Gordon-Weeks, 2009).
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Aktin yaylan =
Mikrotiibiil

Sekil 6. Noronda Biiyiime Konisinin Hiicre iskeleti Organizasyonu (Geraldo Ve Gordon-
Weeks, 2009)

Norit gelisimi 6nce baglangi¢ ¢ikintilarmin olusumu (norit indiiksiyonu) ile baslar;
daha sonra bu ¢ikimtilar primer noritlere doniisiir (filizlenme); ve son olarak akson
ve dendritler ayirt edilebilir hale gelir (polarizasyon). n vitro ndronal farklilasma
genellikle norojenik ligandlarin reseptore baglanmasi sonucunda tetiklenir.
Baglanma sonrasinda, ¢esitli intraseliiler sinyal yolaklar1 aktive olur ve bu
aktivasyon hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi ve ndrit olusumu ile sonuglanir.
Sinyalizasyon siireglerinin aktivasyon acgisindan onemli oldugu fakat norit
gelisimini indiiklemek i¢in yeterli olmadig1 da agiklanmistir (Kiryushko ve ark.,
2004).

Biiylime konilerindeki mikrotiibiil dinamigini dogrudan kontrol eden ve kinazlarin
yer aldigi cesitli sinyal yolaklar1 tanimlanmistir. Bu yolaklarin pek c¢ogunda
serin/treonin kinaz GSK3 (glikojen sentaz kinaz 3) biiyiik rol oynamaktadir. GSK3;
APC (adenomatous polyposis coli), MAP1B (microtubule-associated protein 1B),
CRMP (collapse response mediator protein) ve CLASP’larin (cytoplasmic linker
associated protein 1) dahil oldugu ¢esitli MAP’leri fosforile eder. GSK3, yapisal
olarak aktiftir ve norotropinler tarafindan stimiile edilenlerin de dahil oldugu ¢esitli
biiylime konisi klavuz yolaklar1 tarafindan inhibisyonu mikrotiibiil ve F-aktin
dinamiklerinde degisimlere yol agar (Purro ve ark, 2008).

Dinamik ve stabil mikrotiibiiller arasindaki denge, Slit’in Robo reseptoriine,
norotropin NGF’nin (sinir biiylime faktor)) TrkA (tirozin kinaz A reseptoril)
reseptoriine ve Wnt ligandinin Frizzled (Frz) ve ko-reseptorii diisiik densiteli
lipoprotein reseptor-iliskili protein (LRP) reseptoriine baglanmasi gibi sinyal
yolaklarmin da dahil oldugu biiyiime konisine dnderlik eden yolaklar tarafindan
diizenlenir (Sekil 7). Abl ve GSK3 gibi kinazlarin aktivitesiyle, bu yolaklar
mikrotiibiillere dogrudan baglanan mikrotiibiille iliskili proteinler (MAP) ile
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birleserek MAP’lerin dinamik kararsizligini degistirir. Mikrotiibiil stabilitesindeki
lokalize degisiklikler, mikrotiibiillerin F-aktin ile etkilesimlerini diizenler ve akson

biiyiimesi ve biiyiime konisi olusumunu kontrol eder (Geraldo ve Gordon-Weeks,
2009).

Ligand Slit NTF WIt
Reseptdr Robo T"HA\ ‘}z-"LFtF'
Kinaz _&E.I GSK3

? /

W / \

MAP CLASP — CLASP  APC—APC-FMAP1B — MAP1B-P

aktif |nakt|f /

F-aktin + dlnamlk mikrotibiller g— stabil mikrotiibtller

akson blylimesi, biyime konisi

. . L ) biyime konisi duraklamasi
yin degistirmesi

Sekil 7. Biiyiime Konilerindeki intraseliiler Sinyal Yolaklarimn Hiicre iskeletiyle Birlesimi
(Purro ve ark., 2008)

Norit Gelisimini Kontrol Eden Faktorler

Norit olusumu ve yonlendirilmesi ekstraseliiler alandan bir dizi sinyalin alinmasi
ile gerceklestirilir. Bu sinyaller pozitif (permisif), negatif (inhibitér ya da
baskilayici) ya da klavuz (biiyiime konisinin ilerlemesine rehberlik eden) sekilde
olabilir (Sekil 8). Her sinyal ya diger hiicrelerin yiizeyinden veya ekstraseliiler
matriksten, ya da difiiz olabilen sekresyon faktorlerinden dogar (Goodman, 1996).

Marit Gelisimini Kontrol Eden Faktdrler

Permisif inhibitér Yanlendirici
CEPGE Semaforinler
ESM ile iligkili CAMs Nérotrofik ~ MNGZ2 Efrinler
i = Netrinler

HB-GAM M-cadherin Faktirler MAG Sl
Lamininler Ll-zilesi NGF MNoso itler
Tenasin MCAM BDMF
Fibronektin Aksonin-1 GDMNF
Heparansilfatlar kontaktin MT-2
Hyalironat NT-2

Sekil 8. Omurgal Sinir Sisteminde Norit Biiyiimesini Kontrol Eden Faktorler (Kiryushko ve
ark., 2004)
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Pozitif Sinyaller
Ekstraseliiler Matriks Ile Iliskili Norit Promotorleri

Ekstraseliiler matriks, hiicre adhezyonu ve migrasyonu gibi olaylarda hiicre iskeleti
gibi gorev yapmasmin yani swra ekstraseliller matriks reseptorleri ya da bu
reseptorlere etki eden biiyiime faktorleri ve sitokinler ile ayn1 zamanda bu olaylar1
diizenleyen kompleks bir yapidir (Zagris, 2001). Olgunlasma asamasindaki
ndritlerin yonlendirilmesi ekstraseliiler matrikste yer alan heparin baglayici
biiylime ile iliskili molekiil (HB-GAM), yapiskan glikoproteinler (laminin, tenasin,
fibronektin) ve glikozaminler (hyaliironat, heparan siilfatlar) gibi molekiiller
tarafindan gergeklestirilir. Biitiin bu faktorler gelismekte olan beyinde yogun bir
sekilde salgilanir ve norojenezi indiikler. Ekstraseliiler matriks proteinleri
tarafindan indiiklenen ndrit biiylimesi, hem ekstraseliiler matriksle hiicresel
adhezyonun diizenlenmesi hem de intraseliiler sinyal kaskatlarini harekete geciren
hiicre yiizeyindeki reseptorlerin aktivasyonu sonucunda gergeklesir (Kiryushko ve
ark., 2004).

Norotrofik Faktorler

Norotropinler olarak da adlandirilan norotrofik faktorler, néronal ve nodronal
olmayan hiicrelerde proliferasyon, farklilagsma, hayatta kalma ve 6liimii etkileyen
bir polipeptit ailesidir (Kim ve ark., 2004). Norotrofinler, sinir biiyiime faktorii
(NGF), beyin-tiirevli norotrofik faktor (BDNF), norotrofin-3 (NT-3) ve norotrofin-
4/5 (NT-4/5) olmak tizere 4 tipten olusur.

Sinir bliyiime faktorii (NGF):

Biyolojik olarak aktif olan NGF, dimer yapida 13-kDa’luk polipeptit zincirlerinden
olusur. Her zincirde zincirler aras1 3 distlfit kopriisii bulunur. NGF geni insanda 1.
kromozomda yer alir. NGF’iin bilinen iki reseptorii vardir. Bunlar; tirozin kinaz A
reseptorii (TrkA) ve p75NTR’dir (Gigante ve ark., 2003). NGF, TrkA reseptoriine
baglandiginda Trk sinyali olarak adlandirilan bir dizi olay baslar. Bu olaylar
arasinda kinaz aktivasyonuyla sonuglanan tirozinlerin transfosforilasyonu ve
reseptor dimerizasyonunu takip eden aktivasyon dongiisiiniin digindaki tirozinlerin
otofosforilasyonunu da yer alir. Yardimci proteinlerin  aktivasyonu ve
fosforilasyonu takiben reseptdr-bagimsiz sinyal yolaklar1 (Ras), fosfoinositid 3-
kinaz (PI3), fosfolipaz C kinaz (PKC) yolagindan olusan bir sinyal kaskadi aktive
olur (Sofronview ve ark., 2001).

Beyin-tiirevli norotrofik faktér (BDNF):

Insan BDNF’ii ¢esitli promotdrlerle iliskili 7 adet kodlanmayan ekzondan ve olgun
BDNF proteinlerini sifreleyen bir adet kodlayici ekzondan olusur (Liu ve ark.,
2005). BDNF proteinin amino asit yapisi, NGF, NT-3 ve NT-4/5 ile %50 benzerdir.
Insan BDNF’inin beyinde ve noronal olmayan dokularda ifade diizeyi olduk¢a
yliksektir (Pruunsild ve ark., 2007). BDNF spesifik reseptorii TrkB’ye (Tirozin
kinaz B reseptorii) baglanir ancak selektif olmayan baglanmayanlar da
goriilmektedir (Thoenen, 1995). Ligand ile indiiklenen reseptor dimerizasyonu
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kinaz aktivasyonu ile sonug¢lanir, takiben reseptor otofosforilasyonu ile intraseliiler
hedef proteinler (PLC-yl (fosfolipaz C), p85 (P1-3 kinazin katalitik olmayan
altiinitesi) ve Shc (SH2-tastyan sekans)) i¢in spesifik baglanma bolgeleri olusur. Bu
hedef proteinler de SH2 araciligiyla aktive olmus reseptore baglanirlar (Patapoutian
and Reichardt, 2001). Bu olay Ras-MAP kinaz (mitogen-activated protein) ve c-
AMP (siklik AMP) baglayici protein (CREB) gibi ¢esitli intraseliiler kaskatlarin
aktivasyonuyla sonuglanir (Patapoutian and Reichardt, 2001, Segal, 2003).

Norotrofin-3 (NT-3):

NT-3, hem noral krestten tiiretilmis periferal sinir sistemi, hem de santral sinir
sisteminin gelisiminde rol oynayan norotrofin ailesinin bir tiyesidir (Chalazonitis,
2004). TrkC (tirozin kinaz C) ve kemokin reseptorlerine afinitesi oldukga yiiksektir
ancak TrkA ve TrkB’ye diisiik afinite gosterir (Chen ve ark., 2013). Diger
norotrofinler gibi tersiyer katlanma ve sistein diigiimleri igeren bir yapiya sahiptir.
Insan NT-3’iinii kodlayan gen 12. kromozomda yer alr. NT-3 mRNA’sinin
dagilimi1 ve noronal yapilardaki biyolojik aktivitesi NT-3’ii NGF ve BDNF’den
kesin bir sekilde ayirmaktadir (Dhobale, 2014).

Norotrofin-4/5:

NT-4/5 Xenopus’tan molekiiler olarak klonlanmustir. 6 sistein rezidiisii ve 2. ve 3.
sisteinleri arasinda 7 amino asit eklentisi tasir (Ip ve ark., 1992). Insanda NT-4/5"1
kodlayan gen 19. kromozomda yer alir. BDNF ile %95 oraninda ayni amino asit
sekansini tasir ve ndrotrofin ailesinin kesilmis prekiirsor alanimi tasiyan tek
iyesidir. NT-4/5’in TrkB reseptoriine baglanmasini takiben beyin gelisimi
sirasinda noral tlipte norojenez baslar ve daha sonraki gelisme asamalarinda
farklilagsmay1 diizenler (Bartkowska ve ark., 2010).

Hiicre Adezyon Molekiilleri (CAMS)

Santral sinir sistemindeki aksonal hedefleme ve spesifik sinaptik birlesimlerin,
bliylime konilerinin adezyonundaki degisimlerle gerceklestigi uzun yillardir
bilinmektedir (Sperry, 1963). Hiicre adezyon molekiilleri, hem hiicre adezyonunu
mekanik olarak kontrol eden hem de ndrit biiylimesi gibi yanitlarla sonuglanan
intraseliiler sinyal kaskatlarmi harekete gecirebilen genis bir protein ailesidir.
Santral sinir sisteminde yer alan hiicre adezyon molekiilleri; N-cadherin, 2 adet 1g-
CAMs, L1, ve noronal adezyon molekiiliidiir. Santral ve periferik sinir sistemindeki
biitiin hiicre adezyon molekiilleri, noronal hiicre migrasyonu, miyelinasyon, ndrit
gelisimi ve aksonal yonlendirme sirasinda ifade edilirler (Kiryushko ve ark., 2004).

Inhibitor Sinyaller

Sinir sistemi, ndrit gelisimi, aksonal biiylime ve dallanmanin yani sira, sinir aginin
olgunlagmasi sirasinda noronal sinyallere de ihtiya¢ duyar. Daha 6nce anlatildig:
gibi periferal sinir sisteminin aksine, santral sinir sistemi hasara, ¢esitli ekstraseliiler
matriks proteinlerinin ve membranla iligkili molekiillerin gorev yaptig1 reaktif
gliozis ve gliyal yara iyilesmesi seklinde cevap verir (Fawcett ve Asher, 1999) .
Hasarli akson tam olarak eski haline donemez ve ortadan kaldirilmast gerekir.
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Kondroitin siilfat proteoglikanlar1 (CSPG), miyelinle iliskili glikoproteinler (MAG)
ve Nogo-A bu sinyaller arasinda yer alir. CSPG’ler glial hiicreler tarafindan hem
santral sinir sistemi geligimi sirasinda hem de hasar sirasinda iiretilir ve hiicre
adezyon molekiillerini inhibe ederek norit biiylimesini durdururlar (Bovolenta ve
Fernaud-Espinosa, 2000) MAG, nérotropin reseptorii p75 ile (Yamashita ve ark.,
2002), Nogo-A ise Rho GTPaz’lar ile etkilesime gegerek, biiyiime konisi ile iligkili
GAP-43 (growth associated protein) gibi proteinlerin ifadesini inhibe eder (Ng ve
Tang, 2002).

Noronal Gelisime Klavuzluk Eden (Yonlendirici) Molekiiller

Akson ve dendritler, rejenerasyon ve gelisme sirasinda oldukga kat1 bir disiplin
icerisinde hareket ederler. Biiylime konileri olarak adlandirilan oldukca hassas ve
hareketli bir yap1 tarafindan yonlendirilirler. Biiylime konisinin periferinde yer alan
uzun ¢ikintilar olan filopodia F-aktin demetlerinden olusur. Aktin polimerizasyonu
ve filamentin ters yone akimi arasindaki iliskiye baglh olarak F-aktin demetleri uzar
ya da kisalir (Mallavarapu ve Mitchison, 1999). En iyi karakterize edilmis klavuz
molekiiller; semaforin, efrin, netrin ve slitlerdir.

Norit Gelisiminde Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2)’nin Rolii

Matriks metalloproteinazlar Zn*? bagimli bir endopeptidaz ailesidir (Ould-Yahoui
ve ark., 2013). Ekstraseliiler matriks, organizmalara yapisal destek olmasinin yani
sira, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve migrasyonu ile yapisma, doku
morfogenezi gibi pek ¢ok biyolojik aktivitede rol oynayan, ekstraseliiler matriks
proteinleri ve proteoglikanlar1 da igeren karmasik bir yapidir. Ekstraseliiler
matriksin sentezi, par¢alanmasi ve yeniden yapilanmasi sirasinda MMP’lar aktifrol
oynar. MMP’lar ekstraseliiler matriksi pargalayabilme 6zelligine sahiptirler. Tim
MMP’lar proenzim olarak fibroblastlar, osteoblastlar, kondrositler, endotel

hiicreleri, makrofajlar, notrofiller gibi hiicrelerden salgilanirlar (Apakkan ve ark.,
2001).

Santral sinir sistemi gelisimi sirasinda, hiicre migrasyonu, norit gelisimi ve sinaptik
plastisite gibi olaylarda MMP-2 6nemli rol oynar (Galko ve Tessier-Lavigne, 2000;
Webber ve ark., 2002). MMP-2, biiyiime konisinde yer alir ve ndrit gelisimi
sirasinda, santral sinir sisteminin ekstraseliiler matriks proteinleri arasinda yer alan
kondrotitin siilfat proteoglikanlarini (CSPGs) proteolitik olarak pargalar (Hayashita
ve ark., 2001). CSPG’lar aksonal dallanma ve hiicresel migrasyonu inhibe eden
astrositler tarafindan tretilirler. Santral sinir sisteminde hasar ya da dejenerasyon
sonrasinda, inhibitdr ozellikteki CSPG salinimi artar (Ferguson ve Muir, 2000).
Periferik sinir sisteminde, rejenerasyonu destekleyici, permisif ortam sayesinde
hasar sonrasinda, akson rejenerasyonu kisa siirede gerceklesmektedir. Santral sinir
sisteminde ise CSPG gibi inhibitor proteinler glial yara olusum siireclerine katilir
ve hasar bolgesindeki aksonal rejenerasyon dnlenir.

MMP’lar, birgok biyoaktif molekiiliin salmimin saglayarak hiicre davraniglarmi
kontrol eden anahtar enzimlerdendir (Zhang ve ark., 2007). Proteolitik-aracili
salinimla ekstraseliiller matrikste tutulmus olan biiyiime ve anjiyojenik faktorlerin
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hareketliligini MMP’lerin saglayabilecegi diistiniilmektedir (Chang ve Werb,
2001). Alternatif olarak norotrofik etkilerini, norotrofik faktor aktivitesini
diizenleyerek gosterirler. Buna kanit olarak, bazit MMP’larin, BDNF ve NGF gibi
norotrofik faktorlerin inaktif formlar1 iizerindeki proteolitik siireclerde etkili
olmalar1 ve aktif formlarma doniismelerini saglamalar1 gosterilebilir (Lee ve ark.,
2001). Bu nedenle, MMP’lar hiicrenin fizyolojik ve patolojik durumlarda
migrasyonu gibi temel fonksiyonlarin siirdiiriilebilmesi i¢in esansiyeldir. Sinir
sisteminde, fizyolojik ve patolojik doku modellemesi sirasinda hiicre hareketliligini
MMP’lerin sagladigma dair kanitlar giderek ¢ogalmaktadir (Ould-Yahoui ve ark.,
2013).

EPIiGENETIK

1942 yilinda Biyolog Conrad Waddington, epigenetigi ‘“fenotipleri meydana
getiren genler ve onlarin irlinler1 arasindaki nedensel etkilesimleri arastiran
biyolojinin bir dali” olarak tanimladi (Waddington, 2012). Epigenetik, mevcut
DNA sekansinin Otesinde faaliyet gosteren bir olgu olmakla birlikte, DNA
sekansinda yer alan temel bilgiler epigenetik elemanlarin organizasyonunda 6nemli
rol oynar. Bu nedenle, 6zellikle CpG adalar1 gibi DNA dizisinde tekrar edilen
elemanlar kromatin organizasyonunun oldugu kadar epigenetik isleyisin de
fonksiyonel bilesenleridir. Epigenetik mekanizmalar; DNA dizisinde bir degisim
icermeyen ve hiicre dongiisii boyunca gergeklesen kalitsal degisikliklerdir.
Epigenetik degisiklikler; genetik modifikasyonlardan farkli olarak geri
dontisebilme potansiyellerine sahip olma, genomda yakindaki bir diger gen
grubunu etkileyebilme ve cevre ile modifiye edilebilme gibi ortak 6zelliklere
sahiptirler (Egger ve ark., 2004). Cesitli histon proteinleri ve histon olmayan
proteinler, genomu paketleyen dinamik proteinlerdir. ATP’yi yeniden diizenleyen
faktorler kadar bu proteinlerin ve DNA’nin katyonik modifikasyonlar1 da
epigenetik bilginin saklanmasina, siirdiiriilmesine ve yayilmasima katkida bulunur.
Cesitli evrimsel yollarin bir sonucu olarak bu DNA ve protein elemanlari, spesifik
sinyal cevaplarin1 ve genom fonksiyonunu kolaylastiracak yonde kademeli bir
sekilde karmasikliga dogru evrimlesmistir (Kumari ve ark., 2013).

Molekiiler biyolojinin gelisimiyle birlikte epigenetik terimi gen ifadesinde, DNA
dizisini degistirmeden, kalitsal ve potansiyel olarak geri doniistimlii sekilde ortaya
cikan degisiklikler seklinde yeniden tanimlanmustir (Sigalotti ve ark., 2010). Bu
olaym molekiiler temeli karmasik bir olaydir ve belli genlerin aktivasyonunun ne
zaman ve nasil olacagni belirler (Izmirli, 2013).

Epigenetik mekanizmalarin depresyon, sizofreni, madde bagimliligi, bilissel islev
bozukluklar1 gibi hastaliklarda ve ndrogenezis, ndronal plastisite, 6§renme ve
bellekte rol oynadigina dair ¢ok sayida delil bulunmaktadir (Erol ve ark., 2010).

Gen ifadesi temel olarak iki mekanizmayla diizenlenmektedir (Jiang ve ark., 2004):
1. Dolayli Yoldan Gen Ifadesini Kontrol Eden Mekanizmalar:

Transkripsiyonu aktive eden ve baskilayan proteinlerin aktivitelerinin
diizenlenmesi, yani post-transkripsiyonel mekanizmalar1 6zellikle de nonkoding
RNA’nn (siRNA, miRNA vb.) mRNA’y1 etkileyerek protein sentezini
engellemesini igerir.
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2. Dogrudan Gen Ifadesini Kontrol Eden Mekanizmalar:

DNA ve kromatinde meydana gelen kovalent modifikasyonlardir (epigenetik
kontrol) (Holliday, 2006).

Kanser ve pek c¢ok diger hastalikta, genetik degisikliklerle uyum iginde g¢aligan
epigenetik mekanizmalar, histon modifikasyonlarin1 degistirerek transkripsiyonel
kontrolin  bozulmasina neden olabilir. Genetik degisikliklerin aksine,
transkripsiyonel kontroliin epigenetiksel ~mekanizmalari, DNA dizisinin
biitiinliiglindeki bir degisiklikten bagimsiz olarak gen ekspresyonundaki
degisimleri icerir (Jones ve Baylin, 2002). Hiicre biiylimesi, proliferasyon,
farklilasma, DNA onarimi, hiicre dongiisiiniin kontrolii ve apoptoz gibi pek c¢ok
hiicresel islem epigenetik bozukluklardan etkilenir. Bu nedenle, terapdtik agidan,
geri donilisiimlii epigenetik degisimleri hedeflemek, daha stabil haldeki genetik
mutasyonlar1 hedeflemekten daha cazip bir yontem olabilir. Baz1 kanserler belirgin
histon modifikasyon profilleri gosterirler. Bazi ¢aligmalar, spesifik histon
modifikasyonlarinin kanser prognozu i¢in isaret¢i olabilecegini (Kurdistani, 2007),
hatta niiks olasiligim1 6ngdrebilmemiz icin kullanilabilecegini godstermistir
(Seligson ve ark., 2005).

Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar ii¢ ana baslikta toplanmaktadir:

1. DNA metilasyonu,

2. Histon modifikasyonlari,

3. RNA ile indiiklenen sessizlesme (RNA-induced silencing) (Sekil 9) (Egger ve

ark., 2004).

. epreasar Post-translasyonel

Histon histon \

r—j madifikasyonlan Transkripsi

v2a | b2z psiyon

" T . * seviyelerinde
_o>C < D deéigimi
DNA @@ —— DNA metilasyonu /
Kromozom Niikleozom Aktivatdr ve inhibitér Epigenetik

komplekslerin birlesimi modifikasyonlar

Sekil 9. Epigenetik Modifikasyonlarin Transkripsiyon ile Iliskisi (Shukla ve ark., 2008)
DNA Metilasyonu

Epigenetik modifikasyonlarin en stabil formu, gen ekspresyonunun baskilanmasma
katkida bulunan DNA metilasyonudur (Bird, 2002). Memeli genomunda en yaygin
olarak goriilen epigenetik modifikasyondur. Omurgali DNA’sindaki C-G baz
ciftlerinin %70’ten fazlasi metillenmis durumdadir (Erol ve ark., 2010). S-adenozil
metiyonindeki (SAM) metil grubunun, guaninden (G) dnce yerlesmis sitozine (C)
transferi ile katalizlenerek 5-metil sitozin (5SmC)’in olusumunu igermektedir (Bird,
1986). Sitozin metilasyonu yapisal ve fonksiyonel olarak birbirinden ayrilan DNA
metiltransferaz enzimleriDNMTs) tarafindan katalizlenir (DNMT1, DNMT3A,
DNMT3B) (Bird, 2002; Miranda ve Jones, 2007; Greenberg ve ark., 1986; Laird,
2003). Metilasyona hedef olan CG dizileri tim genom igerisinde esit olarak
dagilmamistir ve baslica CpG adalarinda, orta uzunluktaki rDNA (ribozomal
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DNA) tekrar dizilerinde, sentromerik tekrar dizilerinde ve satellit tekrar dizileri
icerisinde bulunmaktadir (Gardiner-Garden ve Frommer, 1987). Modifiye edilmis
histonlar gibi metillenmis CpG niikleotidleri de transkripsiyonel baskilayicilari
caligtirarak ya da transkripsiyonel aktivatorlerin baglanmasimi engelleyerek gen
ekspresyonunu diizenlerler (Miranda ve Jones, 2007; Greenberg ve ark., 1986). Bu
metillenmenin canlidan canliya ve dokudan dokuya gore degistigi bilinmektedir.
Metillenmenin dokuya 6zgii olmast nedeniyle, metillenme bir kere gerceklesince o
dokunun biitiin hiicrelerine aktarilir (Liileyap, 2008).

DNA metillenmesi, DNA’nin yapisinda bazi degisikliklere yol agarak bir grup metil
CpG baglanma proteininin(MeCPs) tanima bolgesini olusturur. Bu bolgelere metil-
CpG baglanma domaini(MBD) ile baglanan birgok transkripsiyon repressorii
vardir. Bu proteinlerden biri olan MeCP2, Sin3a/HDAC(histon deasetilaz) olarak
tanimlanan bir histon modifiye edici kompleksin bilesenleri arasindadir. MeCP2,
tek bir metillenmis CpG c¢iftine baglanabilen bir MBD’ye ve transkripsiyon
baskilayan bir TRD (transcription repressor domain) domainine sahiptir. DNA
metillenmesinin, dolaysiz olarak gen ifadesini etkiledigi modelde, metillenme
sonucu olusan tanima bdlgelerindeki histonlarin deasetilasyonunun, gen ifadesini
baskilayan bir kromatin yapisina yol actigi 6ne stiriilmistiir (http-6).

Genomda tekrar dizilerinin ve transpozonlarin bulundugu heterokromatinin CpG
bolgelerinde metilasyon orami yiiksek goriilmekte, bu sayede transkripsiyon
baskilanmakta ve transpozonlarin genom icerisindeki hareketi engellenerek
kromozomun kararli halde kalmasi saglanmaktadir (Egger ve ark., 2004;
Robertson, 2005). DNA metilasyonu en sik ¢alisilan epigenetik mekanizma olup,
embriyonik gelisim, transkripsiyon, kromatin yapisi, X-kromozom inaktivasyonu,
genomik “imprinting”in diizenlenmesi ve kromatin kararliliginin korunmasinda
fonksiyon gormektedir (Robertson, 2005). DNA metilasyonunun transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasmi engelleyerek veya metilli DNA’ya baglanan protein
kompleksleri sayesinde kromatin yapisini degistirerek genlerin ifadesini baskiladigi
diistiniilmektedir (Bora ve Yurter, 2007). Genlerin promotor bdlgelerindeki
metilasyon seviyesinin diisiikk olmasi genin aktifligi ile iliskilidir.

DNA Metiltransferazlar

DNA metilasyonu, dkaryotlarda epigenetik regiilasyonun anahtar mekanizmasidir.
DNA metiltransferazlar, memeli DNA’sinda CG diniikleotidleri arasindaki sitozin
kalntilarinda 5. karbonun metilasyonunu ve devamliligini saglar. Genomik
metilasyon kaliplar1 en az iki gelisim periyoduyla olusur; bunlar yaygin gelisme
potansiyeli olan germ hiicreleri ve preimplantasyon donemindeki embriyolardir.
Daha sonra farklilagmis somatik hiicrelerdeki uygun DNA metilasyon kaliplarinin
kalitimiyla onarim mekanizmalar1 saglanir (Reik ve ark., 2001). Buna ek olarak,
memeli DNA metilasyonu pluripotensi siirdiirmek, X-kromozom inaktivasyonu ve
genetik imprintingde kritik rol oynar (Bird, 2002). Ayrica DNA metilasyonu
kromozom stabilitesini saglamak i¢in transpozonlar1 susturarak genom
biitlinliigiinii korur (Goll & Bestor, 2005; Howard ve ark.,2008). Anormal DNA
metilasyonu, kanser de dahil pek cok patoloji icin en iyi karakterize edilmis
epigenetik Ozelliktir (Robertson, 2005). Kanser hiicreleri, spesifik promotorlerin
hipermetilasyonuyla olabilecegi gibi, genel ve gen-spesifik DNA metilasyon
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kaybiyla da karakterizedirler (Jones & Baylin, 2007; Portela & Esteller, 2010).
Ayrica DNA metiltransferazlarin bozulmus ekspresyonunun, prostat, kolorektal,
meme ve hepatomalar dahil olmak iizere cesitli insan kanser tiplerinde rol oynadigi
(Miremadi ve ark., 2007) ve DNA metiltransferaz bozukluklarinin embriyonik fare
Oliimiine yol agtigi da (Li ve ark., 1992) bildirilmistir.

DNA metiltransferazlar, memeli genomlarinda S-adenozilmetiyonin’den sitozine
bir metil grubunun transferine aracilik eden tek enzim olarak bilinmektedir (Goll &
Bestor, 2005). Enzimatik olarak aktif olan 3 DNA metiltransferaz vardir. Bunlar
DNMTI1, DNMT3A ve DNMT3B’dir. Bu enzimlerle iligkili olarak Kkatalitik
aktiviteden yoksun, diizenleyici DNMT3L enzimi de bulunmaktadir (Sekil 10).
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Sekil 10. DNA Metiltransferaz Enzimleri (Denis ve ark., 2011)

Metillenmis sitozin rezidiileri genellikle bir guanin niikleotidine bitisiktir, sonug
olarak iki metillenmis sitozin rezidiisii karsit DNA ipliklerinde c¢apraz sekilde
durmaktadir. DNMT enzim ailesinin degisik iiyeleri, metil gruplarinin DNA
dizisine ilk kez yerlestirilmesi sirasinda gérev yapan de novo DNMT’lar, ya da
metillenmis bir DNA dizisinin replikasyonundan sonra yeni zincire metilasyonu
kopyalayan DNMT’lar olarak gorev yaparlar (Phillips, 2008).

DNA Metiltransferaz inhibitorleri
Niikleozid DNMT Inhibitorleri

[k sentezlenen DNMT inhibitorii olan 5-azasitidin, sitidin niikleozidinin basit bir
tirevidir ve ilk kez 40 yildan uzun bir siire 6nce tanimlanmistir. Sonraki yillarda
demetilaz aktivitesinin, hiicresel farklilasmay1 etkilemesinden kaynaklandigi
kesfedilmistir (Jones ve Tyler, 1980).

5-azasitidin, DNA ile birlesik hale gelen bir niikleozid inhibitoridir. DNA
metiltransferazlar, DNA’daki hem sitozin rezidiilerini hem de 5-azasitozin
rezidiilerini metillerler. Bununla birlikte, 5-azasitozin ara bir kovalent reaksiyon
olusmasini onler, bu da DNA metiltransferazin kovalent protein-DNA birlesimi
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seklinde kalip inaktive olmasimi saglar. Bunun sonucu olarak, hiicresel DNA
metiltransferaz hizla tiiketilir, ve es zamanl olarak genomik DNA devam eden
DNA replikasyonu sonucu demetile edilmeye devam eder. 5-azasitidin bir riboz
niikleotitidir, bu nedenle DNA’ya katilabilmesi i¢in deoksiriboniikleozid trifosfata
doniismesi gerekmektedir. Bu nedenle tiim 5-azasitidin, deoksiriboniikleozid
trifosfata doniismeden once bir kismi RNA’ya da katilmaktadir. Bu da ribozom
biyogenezi gibi c¢esitli RNA fonksiyonlarini etkilemektedir ve sonucunda
demetilasyondan bagimsiz hiicresel sonuglar dogmaktadir (Sekil 11) (Momparler
ve ark., 1984).
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Sekil 11. DNMT Inhibitorleri Ve Inhibitor Mekanizmalar1 (Lyko ve Brown, 2005)

Diger bir DNA metiltransferaz inhibitorii olan 5-aza-2’-deoksisitidin (Desitabin),
5-azasitidinin deoksiriboz analogudur. Bu bilesik, deoksi formu olusturmadan
dogrudan DNA’ya katilabilmektedir. Bu nedenle desitabin 5-azasitidine gére daha
spesifik ve toksisitesi daha azdir. Desitabin ve 5-azasitidin; 5. pozisyondaki karbon
atomunun bir nitrojen atomuyla yer degistirdigi ve bir riboz ya da deoksiriboza
baglandig: iki sitidin analogudur (Constantinides ve ark, 1977, Constantinides ve
ark., 1978). Bu analoglar hiicreye hCNT1 (human concentrative nucleoside
transporter) tarafindan tagindiktan sonra, fosforilasyona ugrarlar ve trifosforile
aktif formlarma doniisiirler. Riboz analoglart hem RNA hem de DNAya katilirken,
deoksiriboz analoglar1 sadece DNA’ya katilir. Bu bilesiklerin aktif hale ge¢cmesi
i¢in hiicre siklusunun S fazindaki (replikasyon) genoma katilmalar1 gerekmektedir.
Bu nedenle 6zellikle hizli boliinen kanser hiicrelerine karsi oldukca spesifiktirler
(Momparler, 2005). Sitozin analoglar1 DNA’ya katildiklarmda DNMT lar
tarafindan tanmirlar ve normal sitozinler gibi enzimin katalitik sisteini ve sitozin
analoglarinin 6. pozisyonu arasinda kovalent bir bag olustururlar. Ancak, sitozinin
aksine p-eliminasyon reaksiyonu 5. pozisyondaki nitrojen atomu nedeniyle
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gerceklesemez ve boylece geri doniissiiz bir kovalent kompleks olusur (Santi ve
ark., 1984). Boylece enzimin proteazomal degradasyonu gergeklesir (Yang ve ark.,
2010). Ayn1 mekanizma 5-fluoro-2’-deoksisitidin i¢in de gegerlidir. Desitabin,
DNA metilasyonunu daha iyi oranda inhibe etmekte ve deneysel modellerde daha
iyi antitimor aktivite gostermektedir(Momparler ve ark., 1984).

Niikleozid DNMT inhibitorlerine son olarak katilan diger bir bilesik ise 5-
azasitidinin farkli bir tiirevi olan zebularindir (Zhou ve ark, 2002). Cesitli kimyasal
modifikasyonlardan sonra diger sitozin analoglari gibi zebularin de DNA ile
birlesmektedir. 5-azasitidin ve desitabinden daha stabil bir bilesiktir ve bu nedenle
daha az toksiktir. Oral yoldan alman zebularinin farelerde farkedilir demetilasyona
yol agtig1 ve tiimor bitylimesini inhibe ettigi kaydedilmistir (Cheng ve ark., 2003).

Sonug olarak, birinci kusak DNMT inhibitorleri olarak da bilinen, sitozin analogu
olan bu bilesiklerin sitotoksisitesi terapdtik ajanlar olarak kullanimlarini
smirlamaktadir. Bununla birlikte, epimutasyonlar1 tersine cevirmekte yararlar
gozetilerek risklerinin azaltilip verimlerinin artirilmasi i¢in daha fazla klinik
calisma gerekmektedir.

Niikleozid Olmayan DNMT Inhibitorleri

Niikleozid olmayan bagska bilesikler de DNA metiltransferaz aktivitesini inhibe
edebilmektedir. Bu bilesikler DNMT aktivitesini dogrudan bloke etmekte ve
enzimin kovalent tutulumundan dogan sitotoksisiteyi gostermemektedir.

(-)-epigallokatesin-3-gallat (EGCG), yesil ¢ayin ana polifenol bileseni olan bir
niikleozid olmayan DNMT inhibitoriidir. EGCG pek ¢ok biyolojik yolagi
etkilemektedir (Moyers ve Kumar, 2004). Protein ekstraktlarinda ve insan kanser
hiicre hatlarinda DNMT aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir(Fanz ve ark.,2003).
Ancak, EGCG pargalanmasi1 6nemli miktarda giiclii bir okside edici ajan olan
hidrojen peroksit a¢iga ¢ikmasina neden olur. DNA metiltransferazlarin ve diger
proteinlerin oksidasyonu bu bilesigin hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksisitesinin
nedeni olabilecegi agiklanmistir (Nakagawa ve ark., 2004).

Niikleozid olmayan DNMT inhibitorleri pek iyi karakterize edilememis {i¢ ilave
grup daha icermektedir. Bu gruplardan ilki, 4-aminobenzoik asit tiirevleridir.
Antiaritmik bir ilag olan prokainamid ve lokal anestetik olan prokain, hiicresel
analizlerde (Lin ve ark., 2001) ve fare xenograft tiimorlerinde demetilleyici aktivite
gostermistir (Villar-Galea ve ark., 2003). Prokain, CpG’nin yogun oldugu dizilerde
baglanarak DNMT’larin DNA’ya baglanmasini énlemektedir (Lin ve ark., 2001).
Fakat prokainin bu etkisine 100-500 uM gibi yiiksek konsantrasyonlarda
ulagilmaktadir ve test edilen biitiin hiicre hatlarinda etkinlik goriilememistir (Nieto
ve ark., 2004). Pseudoceratina purpurea siingerinden elde edilen psammaplinler
hem DNMT hem de HDAC aktivitesini inhibe etmektedir, ancak inhibisyon
mekanizmalarinin agiga kavusturulmasi gerekmektedir (Pina ve ark., 2003). Bir
diger DNMT inhibitor grubu ise hairpin looplar1 ve MG98 gibi spesifik kars1 zincir
oligoniikleotidlerdir. Hairpin looplari, fare eritrolosemi hiicrelerinde DNMT
enziminin yarigmali substrati olarak kullanilmistir ve insan HT29 kolon karsinoma
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hiicrelerinde az miktarda indiiklenen p16 timor supresor geninin indiiklenmesini
saglamistr.

RG108(N-ftalil-I-triptofan)

Niikleozid olmayan DNMT inhibitdrlerinden biri olan RG108’in kesfi sirasinda,
hiicrelerde  DNA metilasyonu kaliplarinin  kalitimint  saglayan replikasyon
mekanizmas1 ile iligkili DNMT1 enziminin katalitik alani, bakteriyel
metiltransferazlarin (M. Hhal, M. Haelll) ve insan TRDMT1’in kristal yapisi
incelenerek 3 boyutlu bir sekilde belirlenmistir (Siedlecki ve ark., 2003). Daha
sonra bu model kii¢iik-molekiil veritabaninda (NCI veritabani) in silico tarama igin
kullanilarak kimyasal formiilii 2-(1,3-diokso-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)-3-(1H-
indol-3-il)propanoik asit olan RG108, bir DNMT inhibitdr aday1 olarak secilmistir
(Gaudet ve ark., 2003).
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Sekil 12. RG108’in DNMT1’in Aktif Bolgesine Baglanma Sekli (Takayoshi ve ark., 2010)

Bilgisayar ortaminda yapilan bu ¢alismada 6ngoriildiigii iizere ftalimidin karbonili
ve karboksilat anyonu arjinin 1310 ve 1308 ile hidrojen bagi yaptiktan sonra
DNMT1 enziminin aktif bolgesindeki sistein 1226 grubunun yaninda konumlanir
(Sekil 12). Boylece RG108’in karbonil grubu 6. pozisyondaki sitozinle ayni
seviyede yer alarak katalitik sisteindeki tiyolat ile sitozin arasinda kovalent bir bag
olusmasini engelleyerek substratin enzimin katalitik cebine baglanmasmi engeller
(Suzuki ve ark., 2010).

RG108, in vitro ortamda HCT116 ve NALM6 (losemi) hiicrelerinde 100 uM
konsantrasyonda M. Sssl ve insan DNA metilasyonunu inhibe etmistir. Ayrica,
HCT116 hiicre hattinda promotdr metilasyonu tarafindan baskilanan P16'NK4 ve
TIMP3 gibi tiimor baskilayic1 genleri reaktive ettigi kanitlanmistir. RG108 ile
muamele edilmis hiicrelerin genomundaki bisiilfit doniisiimlerinin ardindan yapilan
sekans analizinde, bu promotoér genlerin demetilasyona ugradigi gosterilmistir. Bu
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calismada ayrica diger DNMT inhibitorlerinden farkli olarak RG108 ne sitotoksik
ne de genotoksik etki gostermistir (Stresemann ve ark., 2006).

Shoumei ve arkadaslariin 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, hiicre ya da dokuya
Ozgl farklilagmada epigenetik yeniden programlamanin roliiniin anlasilabilmesi
icin PC-12 hiicrelerinin NGF ile indiiklenerek noronal hiicrelere doniisiimiinde
DNA metiltransferazlarin rolii arastirilmistir. Bu ¢alismada farklilasma sirasinda
DNMTI1 ve DNMT3a enzim seviyelerinin oldukca azaldigi, DNMT3b’nin ise
arttig1 bulunmustur (Shoumei ve ark., 2005).

1997 yilinda Stephan ve Kilpatrick tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, helix-loop-
helix proteinlerinden olan Id1, Id2 ve Id3’iin NGF ile indiiklenen farklilagsma
sirasinda inhibe edildigi, bir DNMT inhibitorii olan 5-azasitidin’in ise 1d1, 2 ve
3’lin gen ekspresyonunu artirdigi, bu nedenle NGF ile indiiklenen farklilagsmay1
inhibe ettigi sdylenmistir (Stephan ve Kilpatrick, 1997).

Miller ve Sweat tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada, siganlarda korku
sartlanmasi egitiminden sonra hipokampal DNMT mRNA ekspresyonunda artis
goriilmiistiir. Hipokampiisiin CA1 bolgesindeki DNMT ’larin 5-aza-deoksisititin ve
zebularine ile inhibisyonundan sonra donma davranisinin belirgin 6lgiide azaldigi
bu nedenle DNMT larin anilarin bir araya getirilmesinde gerekli oldugunu 6ne
stirmiistiir. DNA metilasyonunun bellek baskilayic1 gen olan PP1’in susturulmasini
onledigi distiniilmiistiir. Ancak korku sartlanmasi bazi reelin gibi spesifik genlerin
metilasyonunda artisa da neden olmustur. Reelin, noronal migrasyon ve
noroplastisite sirasinda yiiksek miktarda ifade edilen hiicre-hiicre kontrollerinden
sorumlu bir ekstraseliiler matriks glikoproteinidir (Weeber ve ark., 2002;
D’arcangelo, 2005). Bu verilere gore bellek formasyonu ve noroplastisite sirasinda
DNA’nin metilasyon siire¢lerinin olduk¢a dinamik oldugu s6ylenebilir (Miller ve
Sweat, 2007).

Hidroksi-metillenmis sitozin rezidiilerinin kesfinin ardindan DNA’nmn epigenetik
kontroliiniin ve bu roliin néroplastisite {izerine etkilerinin anlasilmasi daha da
karmagiklasmistir. Hidroksi-metillenmis sitozin rezidiilerinin aktif genler ile iliskili
oldugu disiintilmektedir (Tahiliani ve ark., 2009). Biitiin bu verilere dayanarak
DNA demetilasyonunun beyin ve ndroplastisite iizerine etkilerinin agikliga
kavusturulmasi gerekmektedir.

Histon Modifikasyonlari

Histonlar, 6karyotik hiicrelerin ¢ekirdeginde yer alan ve DNA’nin niiklezomlar
halinde paketlenmesini saglayan, lizin ve arjinince zengin olan bazik proteinlerdir.
Histon proteinlerinin bazik amino-terminal uglar1 nilkleozomdan ¢ikintilar yapar ve
bir takim posttranslasyonel modifikasyonlara ugrayabilir. H2A, H2B, H3 ve H4
histon proteinleri niikleozomun c¢ekirdek bdliimiinde yer almaktadirlar.
Niikleozomlar, iki H3-H4 dimeri ve iki H2A-H2B dimerinin birlesmesiyle olusan
oktamerik yapidaki proteinlerdir ve bu dimerler birbirlerine H1 histonlar1
araciligiyla baglanirlarlar (Sekil 13) (Campos ve Reinberg, 2009).

Histon modifikasyonlari, H3 ve H4 histonlar1 ile H2A ve H2B histonlariin ana
govdesinin N-terminal uglarinda gergeklesmektedir. Bu histonlarin amino asit
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artiklari asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon, ADP-ribozilasyon ve
sumoylasyon ile kovalent bir sekilde modifiye edilebilmektedirler (Shukla ve ark.,
2008).

Histonlar, basit kimyasal modifikasyonlarla DNA’nin baglanma ve diger
diizenleyici faktorlerin DNA ile etkilesebilme ozelliklerini degistirerek, gen
aktivasyonunda da degisimine yol agmaktadirlar. Bu kovalent modifikasyonlarimn,
kromatinin ¢esitli evrelerde kompaktlasmasi ve kivrilmasina yol acarak
transkripsiyonel mekanizmalar1 etkiledigi diistiniilmektedir. Transkripsiyonel
acidan, mikroskobik incelemede az yogun (6kromatin) olarak goriilen kromatin
bolgelerin yiiksek oranda aktif, cok yogun (heterokromatin) bolgelerin ise sessiz
oldugu gozlenmistir. Histon modifikasyonlari, histon asetil transferazlar ve histon
deasetilazlar gibi 6zgiil enzimler araciligiyla yiritiilmektedir (Cairns, 2009).

Baglayict DNA

Nikleozom

ic DNA

1.8 turns

!/
6

lBaélayla ’
T0A ! DNA , Nilkleozom "bead"
8 histon melekdld
+ 146 DNA nukleotit ¢ifti

Sekil 13. Niikleozomun Yapisi (http-7, http-8)
Histon Asetilasyonu

Histon asetilasyonu ilk olarak 1964 yilinda Allfrey ve arkadaslari tarafindan
aciklanmustir (Allfrey ve ark., 1964). Daha sonra, lizin asetilasyonun birbirine zit
sekilde calisan iki enzim ailesi olan histon asetiltransferazlar (HATS) ve histon
deasetilazlar (HDACS) tarafindan dinamik bigimde diizenlendigi gosterilmistir.

Histon asetiltransferazlar, asetil CoA’y1 kofaktor olarak kullanir ve bir asetil
grubunun lizinin -amino yan zincirine transferini katalizler. Boylece lizinin pozitif
yiikii notralize edilmis olur ve histonlar ile DNA arasindaki etkilesimler zayiflar
(Xhemalce ve ark., 2011). iki tip histon asetiltransferaz enzimi vardir. Bunlar tip A
ve tip B smifidir. Tip B enzimleri, genellikle sitoplazmada bulunur ve heniiz
kromatin yapisina katilmamis serbest histonlar1 asetiller. Tip A enzimleri, tip B
smifindan daha ¢esitli bir smiftir ve GNAT, MYST ve CBP/p300 aileleri olmak
tizere ii¢ grupta toplanabilir (28).

Histon Deasetilaz Enzimleri

Histon deasetilazlar, histonlar ve diger proteinlerde ve transkripsiyon gibi temel
hiicresel aktivitelerde protein asetilasyonu homeostazisinde anahtar rol oynarlar.
Bozukluklarin genis bir kismi protein asetilasyon seviyelerindeki dengesizlikler ve
transkripsiyonel iglevsizlikler ile iligkilidir. Cesitli histon deasetilaz inhibitdrleri ile
bu bozukluklarin tedavisi ndrodejeneratif hastaliklarda umut vadeden yeni bir
yaklasimdir. Ayrica histon deasetilaz inhibitorlerinin néroprotektif, norotrofik ve
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antiinflamatuvar Ozelliklerinin; ndrolojik performansi artirict ve 6grenme/bellek
tizerine etkileri oldugu bilinmektedir (De Maw ve ark., 2009).

Histon deasetilaz enzimleri, lizin asetilasyonunu tersine ¢evirerek yeniden pozitif
yiilk kazanmalarin1 saglar. Bu olay lokal kromatin mimarisini giighii bir sekilde
stabilize eder bu nedenle histon deasetilazlar cogunlukla transkripsiyonel
baskilayicilardir. Histon deasetilaz enzimleri; maya scRpd3 ve scHdal ile yakmlik
gosteren enzimleri tasiyan smif I ve II, maya scSir2 homologu olan sirtuinler olarak
bilinen sinif III, ve sadece HDAC11’den olusan sinif IV olmak iizere 4 smiftan
olusmaktadir. Diger iki sinifin aksine smif III HDAC enzimleri kofaktor olarak
NAD+’e ihtiya¢ duymaktadir. HDAC’lar genel olarak diisiik substrat spesifitesi
gostermektedir. Tek bir enzim histonlar {izerindeki pek ¢ok alami deasetile
edebilmektedir (Matsuyama, 2002).

Kromatinle iliskili histon proteinlerinin asetilasyon ve deasetilasyonu, néronlar da
dahil olmak tizere hiicrelerdeki transkripsiyon ve diger fonksiyonlarin epigenetik
kontroliinde ¢ok Onemli bir role sahiptir (Mai ve ark., 2005; Kazantsev ve
Thompson, 2008). Protein asetilasyonu, kromatinin yeniden yapilanmasi (Devile
ve Spencer, 1999; Bhaumik ve ark., 2007), transkripsiyonun diizenlenmesi,
mikrotiibiil dinamikleri ve intraseliiler transport (Hubbert ve ark., 2002;
Matsuyama, 2002), metabolizma ve yaslanma (Michan ve Sinclair, 2007) dahil
olmak tizere pek ¢ok hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde gorev alan 6nemli bir
post-transkripsiyonel modifikasyondur. Spesifik lizin rezidiilerine bir asetil
grubunun kovalent baglanmasi sonucu gerceklesen modifikasyon pek ¢ok protein
ve protein kompleksinin biyolojik fonksiyonun diizenlenmesini saglar (Kim ve ark.,
2006; Gregoire ve ark., 2007). Hiicrelerde protein asetilasyonu dinamiktir ve
yapisal olarak birbirine antagonistik olan iki enzim sinif tarafindan siirdiiriiliir:
bunlar protein asetilazlar ve deasetilazlardir (Kouzarides, 2007). Histon
asetiltransferazlar (HAT) ve histon deasetilazlar(HDAC), histon proteinlerinin lizin
(K) rezidiilerinde, sirayla, asetilasyon ve deasetilasyonunu katalize ederler. HAT ve
HDAC arasindaki bu etkilesim, histon asetilasyon seviyesinin dengesini
degistirerek kromatinin yapisini yeniden diizenler (De Maw ve ark., 2009).

Genel olarak, histon kuyruk proteinlerinin asetilasyonundaki artis, ac¢ilmis ve
gevsemis kromatin yapisiyla sonuglanir. Boylelikle spesifik gen promotorleriyle
transkripsiyon faktorlerinin etkilesimi artar ve gen ekspresyonu aktive olur. HDAC,
genellikle gen ekspresyonunun susturulmasinda represor transkripsiyonel
kompleks olarak gorev alir ve histon protein deasetilasyonu yoluyla kromatinin
sikigik hale gelmesini saglar. Benzer sekilde, HDAC inhibisyonu da kromatin
gevsemesi ve gen ekspresyonu yoluyla artmis histon asetilasyonu yoniinde dengeyi
saglar (De Maw ve ark., 2009). Ornegin; transkripsiyonu baskilanmis kromatin
(heterokromatin), sikisik sekilde paketlenmistir, hipoasetile haldedir ve genellikle
H3 tizerindeki 9. lizin ve H4 {izerindeki 20. lizin metillenmis durumdadir (Schotta
ve ark., 2004). Fakat transkripsiyonel olarak aktif kromatinde (6kromatin), H3
tizerindeki 9., ve 14. lizin hiperasetile haldedir, H3 tlizerindeki 4. ve 79. lizin ise
metillenmistir (Sekil 14) (Strahl ve ark., 1999; Liang ve ark., 2004).
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Sekil 14. Histon Modifikasyonlarimin Birbirleriyle etkilesimleri (Pozitif etkilesimler oklarla,
negatif etkilesimler diiz cizgilerle gosterilmistir) (Bannister ve Kouzarides, 2011)

Histon Deasetilaz Enzimlerinin Siniflandiriimast

HDAC siiperailesi, maya histon deasetilaz enzim homolojilerine gore dort ana
gruptan olugsmaktadir: sinif I, Ila ve IIb, IV ve yapisal olarak farklilik gosteren sinif
I11 (Marks ve Dokmanovic, 2005; Carey ve La Thangue, 2006).

Smif I ve sinif I HDAC, 6zellikle korunmus katalitik alanlar1 yoniinden yapisal
olarak benzerlik gosteren Zn*? bagiml deasetilazlardir (Thiagalingam ve ark.,
2003; Wang ve ark., 2004). Simif  HDAC, yaygin olarak eksprese edilen HDACI,
HDAC2, HDAC3 ve kasa spesifik HDACS8’i kapsar. HDAC1 ve HDAC2
cogunlukla niikleusta lokalize olmustur, HDAC3 ise niikleus ve sitoplazma
arasinda gidip gelir. Bu {i¢ deasetilaz da protein sekanslarinda niikleer lokalizasyon
sinyali tasirlar. HDAC3, ek olarak niikleer eksport sinyali de tasir (Yang ve ark.,
2002). HDAC1 ve HDAC2’nin bileseni oldugu ii¢ transkripsiyonel kompleks
SIN3A, NuRD ve CoREST olarak adlandirilmistir. Bu kompleksler, gen
promotorlerinde DNA baglayict protein olarak gorev yaparlar ve genel

transkripsiyonel regiilasyondan ¢ok gen spesifik regiilasyondan sorumludurlar
(Laherty ve ark., 1997; Wen ve ark., 2000).

Smif I[Ta HDAC, 6zellikle kalp ve kaslarda dokuya 6zgii ekspresyon kaliplari igeren
dort tiyeden olusur: HDAC4, HDACS5, HDAC7 ve HDAC9 (Martin ve ark., 2007;
Majdzadeh ve ark., 2008). Bu proteinler, HDAC3, miyosit artirict faktér 2(MEF2),
NCOR2/SMRT represor kompleksi ve 14-3-3 proteinleri ile etkilesimleri
diizenleyen yaklasik 600 amino asit iceren uzamis amino terminal alanini takip eden
Zn*? igeren katalitik alana sahiptirler (Butler ve Bates, 2006). HDAC9’un katalitik
alan icermeyen bir amino terminal ekleme varyanti olan MITR, HDAC4 ve
HDACS heterokromatin protein 1(HP1) ile etkilesir. HP1, histonlar1 metillenmis
lizinleri tantyan bir adaptor proteindir ve histon metiltransferazlar tarafindan
yapilan transkripsiyonel represyonu diizenlerler (Zhang ve ark., 2002). HDACA4,
HDACS5, HDAC7 ve MITR, niikleus ve sitoplazma arasinda gidip gelirken,
HDAC9 tamamen niikleus iginde lokalize olmustur (Petrie ve ark., 2003).
Sitoplazmada tutulum, 6zellikle HDAC’in fosforile formuna baglanan 14-3-3
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proteinleri tarafindan gerceklestirilir ve niikleusa giris Onlenir. Ancak, protein
defosforilasyonuyla giris meydana gelir (Grozinger ve Schreiber, 2000).

Smif IIb HDAC, HDAC6 ve HDAC10’dan olugsur. HDAC6’nin yapist oldukca
farkhidir. Birbirinden bagimsiz iki katalitik alan ve bir karboksi terminal Zn*2-finger
ubikitin baglama alani igerir (Bertos ve ark., 2001). HDACS6, sitoplazmada -
tiibiilini deasetiller ve mikrotiibiil stabilitesini degistirir (Hubbert ve ark., 2002;
Matsuyama ve ark., 2002). HDAC10’un yapist HDAC9’a benzer fakat 2. katalitik
alani icermez (Tong ve ark., 2002). HDAC10, HDACS3 ile kompleks olusturmus
halde bulunmustur ancak bu deasetilazin fonksiyonlari tam olarak bilinmemektedir
(Kazantsev ve Thompson, 2008).

Smif IV enzimi olan HDACI11, smif I ve smif II deasetilazlardan yapisal olarak
farklidir. HDAC11 genellikle niikleusta lokalize olmustur, ancak dncelikle sitozolik
HDACE6 ile birlikte ¢okelir (Gao ve ark., 2002). Bu deasetilazin fonksiyonu tam
olarak bilinmemekle beraber, fare beynindeki bolgeye spesifik ve gelisimsel
ekspresyon modelleri incelenmistir. Insanlarda HDAC11 ekspresyonu, beyin, kalp,
kaslar ve bobrekleri igeren birkag organla smirhidir. HDACI1 baskin olarak
gelismis oligodendrosit ve noronlarda ifade edilir (Liu ve ark., 2008).

Smif III deasetilazlar ya da diger adiyla sirtuinler, yapisal ve fonksiyonel olarak
diger HDAC’lardan farkhidir. Adimi tomurcuklanan mayadan ilk kez tanimlanan
silent information regulator 2 (Sir2) geninden alir. Insanda sinif III HDAC’lar yedi
tiyeden olusur (SIRT 1-7). Sirtuinler, mono-ADP-ribozil transferaz (ART) seklinde
hareket edebilen ve/veya NAD+ bagimli deasetilaz (DAC) olarak bulunan, NAD+
bagimli katalitik temel alana sahiptirler. Bu katalitik temel alani sirtuinlerin N- veya
C-terminal zincirleri sarar ve zincirlerin boylar1 sirtuinler arasinda farklilik gosterir
(Bayram ve ligci, 2013). Sirtuinler, deasetilaz ve mono-ADP-transferaz
aktivitelerini igeren katalitik reaksiyonlar sirasindaki NAD+ bagimliliklariyla diger
deasetilaz siniflarindan farklidirlar (Sauve ve ark., 2006). Simuf III deasetilazlar
arasinda en baskin deasetilaz aktivitesini SIRT1, SIRT2, SIRT3 ve SIRTS gosterir
(Gan ve Mucke, 2008). Sirtuinlerin aracilik ettigi deasetilasyon reaksiyonu, protein
substratindaki lizin rezidiilerinin deasetillenmesi sirasinda NAD+’in (Nikotinamid
adenin diniikleotit) pargalanarak nikotinamit ve 2’-O-asetil ADP-riboz
olusturmastyla gerceklesir (Denu, 2005). insan SIRT1’i, maya Sir2 geninin yapisal
analogudur. Maya Sir2 geni, hiicresel metabolizma ve yaslanmay1 diizenler
(Michan ve Sinclair, 2007). SIRT2, hem niikleus hem de sitozolde lokalize
olmustur. Hiicrede pek ¢ok fonksiyonu yerine getirmek i¢in ¢ok sayida proteinle
etkilesir. SIRT1 histonlar iizerindeki tek bir lizin rezidiislinii deasetile eder: 4.
histon iizerinde K16, 3. histon tizerinde K14 ve 1. histon lizerinde K26. Belli lizin
rezidiilerinin deasetillenmesi, b-hiicresi CLL/lenfoma 11A (zinc finger protein)
(bCLL11A) ve p300/CbP-baglantili faktor(pCAF)-miyojenik farklilasma 1
(MYoD1) gibi SIRTI’in bileseni oldugu protein kompleksleri tarafindan
belirleniyor olabilir (Michan ve Sinclair, 2007; Tanno ve ark., 2007). SIRT2, a-
tiibiilin ve mikrotiibiilleri deasetile eden sitozolik bir proteindir (Southwood ve ark.,
2007). Bunun devaminda, SIRT2’nin 4. Histon {izerindeki K16’y1 deasetilleyerek
noronal ¢ekirdeklere lokalizasyonuna aracilik ettigi gosterilmistir (Vaquero, 2006).
SIRT2’ye yapisal olarak en ¢ok benzeyen sirtuin olan SIRT3, mitokondriyal bir
proteindir. SIRT3’{in mitokondriyal lizin asetilasyonunu diizenledigine dair pek
cok veri olmasmna karsin asetil-koA sentetaz (ACS2) SIRT3 substrati olarak
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tanimlanmistir  (Schwer ve ark., 2002; Hallows ve ark., 2006). SIRT5’in
mitokondriyal hiicrei¢i lokalizasyona sahip oldugu bilinse de, bu protein
fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir (Michisita ve ark., 2005). Son olarak,
SIRT6’nin, hedefin 3. Histondaki K9 varsayildigi S fazindaki telomomerik

DNA’nin diizenlenmesinden sorumlu oldugu gosterilmistir (Michisita ve ark.,
2008).

Histon Deasetilaz Inhibitorleri

Histon deasetilaz inhibitorleri HDACH), histon deasetilazlarin aktivitesini inhibe
eden, dogal ya da sentetik, kiiclik molekiillerdir. Enzimatik aktivite benzerliklerine
ragmen, fonksiyon kaybi deneyleriyle histon deasetilaz proteinlerinin gelisim ve
farklilasma sirasinda membranda bireye 6zgii rolleri oldugu bildirilmistir. Buna ek
olarak, HDAC hedeflerine kars1 genis bir 6zgiillige sahip HDAC inhibitorleri,
hedef hiicre tiiriine bagimli olarak oldukga spesifik etkiler gostermistir (Haberland
ve ark., 2009)

Sekil 15. HDAC inhibitorlerinin Etki Mekanizmasi (Haberland ve ark., 2009)

HDACI, DNA ile iligkili proteinlerin asetilasyonunu diizenler ve boylece kromatin
yapisini degistirerek transkripsiyonel aktivitede degisikliklere neden olur (Bolden
ve ark., 2006). Epigenetik olarak indiiklenmis HDACi modifikasyonlari, kok
hiicrenin devreye girmesinin tesviki ve farklilasma ve mineralizasyon siireclerinin
indiiklenmesini i¢eren doku onarim mekanizmalarini tetikleyen yararh etkiler
saglar (Kretsovali ve ark., 2012), ayrica inflamasyonu da diizenler (Sekil 15) (Leoni
ve ark., 2005).

Histon deasetilaz inhibitorleri kimyasal yapilarma gore; hidroksamik asitler(6rn:
vorinostat, panobinostat, belinostat), benzamitler (6rn: SNDX-275, entinostat,
MGCDO0103), kisa zincirli yag asitleri (6rn: sodyum biitirat, valproik asit, AN-9),
siklik peptitler (6rn: romidepsin, apicidin), tiyolatlar, karboksamitler ve
nonhidroksamit asitlerden olusan genis bir bilesenler toplulugudur (Batty ve ark.,
2009). Bu ajanlarin potensi HDAC o6zgiilliigline bagh olarak belirgin Olgiide
degismektedir. Ornegin; kisa zincirli yag asitleri milimolar konsantrasyonunda
aktifken hidroksamit asitler (6rn: belinostat) ve benzamitler (6rn: romidepsin)
diisiik nanomolar konsantrasyonlarda bile etkilidir. Buna ek olarak, vorinostat ve
panobinostat gibi hidroksamit asit HDACT’leri pan-HDACI olarak etki ederken,
digerleri (6rn: MGCDO0103) ilk olarak sinif I HDAC]Iar1 hedef almaktadir (Fournel
ve ark., 2008). Smif I HDACI yani sira, klinik agidan anlamli smif IITb HDACI de
(6rn: tubacin) tanimlanmis ve gelistirilmistir. Bu ajanlar avantaj, teorik olarak, sinif
I HDAC larin inhibisyonundan kaynaklanan konakg1 toksisitesini goreceli olarak
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azaltmaktir. ACY-1215 adh bir ajan, diger hedeflenmis ajanlarla birlikte (6rn:
bortezomib) multipl miyeloma hastaliginda umut vadeden preklinik etkilesimler
gostermistir ve denemeleri devam etmektedir (Santo ve ark., 2012).
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Sekil 16. HDAC inhibitorlerinin Rol Oynadigi Mekanizmalar (Johnstone, 2012 )

HDAC’larm hiicre biliylimesi ve farklilasmasini (Humphrey ve ark., 2008;
Montgomery ve ark., 2009) da iceren pek ¢ok onemli biyolojik siiregte cesitli
transkripsiyon faktorleri ve transkripsiyonel ko-regiilatorler ile olusturdugu
kompleksler araciligiyla yer aldigi gosterilmistir (Sekil 16) (Haberland ve ark.,
2009). HDAC’lar ayrica belirli hedef genlerin aktivitesini azaltan bir baglant1
araciligiyla farklilasma ve kok hiicre yenilenmesini kontrol etmektedir (Hsieh ve
ark., 2004). Kiiciik molekiilliit HDAC inhibitorleri ile HDAC aktivitesinin inhibe
olabilmesi sinir sistemi hastaliklarmim tedavisinde ©Onemli derecede dikkat
cekmektedir. (Cheng ve ark., 2004). Bir ¢alismada, bir HDAC inhibitérii olan
valproik asidin(VPA) hipokampal ndronal progenitér hiicrelerdeki ndronal
farklilagsmay1 artirdigi gosterilmistir. (Hsich ve ark., 2004, Yu ve ark., 2009).
Suberoilanilid hidroksamit asit (SAHA), MS-275 ve M344 gibi diger HDAC
inhibitorler de erigkin Onbeyin prekiirsor hiicrelerinde noronal farklilagsmay1
artirmustir. (Siebzehnrubl ve ark., 2007). Ayrica, sodyum biitirat(SB), embriyonik
kok hiicrelerin yapiskan monokiiltiirde noral hiicrelere farklilagmasini artwrmustir.
(Martino ve ark., 2010) Bunlara ek olarak, SAHA ve SB nérosfer olusumunu
baskilamis ve in vitroda eriskin farede subventricular zone kokenli néronal
prekiirsor hiicrelerin proliferasyonunu hiicre siklusu devamliligini saglayarak
engellemistir (Zhou Ve ark., 2011). Hiicre biiyiimesi ve proliferasyonuna ek olarak,
SB ve VPA 0.1 mM konsantrasyonda retinal gangliyon hiicrelerinin (RGC) hayatta
kalma kapasitesini artirmustir. TSA ise 0.5-1 nM dozlarda etki etmemis, 5 nM
konsantrasyonun iizerinde ise hiicre Oliimiinii artirmistir. Ayrica bu calismada
TSA’nin embriyonik fare ndronal kok hiicrelerinde astrosit farklilagsmasini
azaltarak noronal farklilagmay1 artirdig1 gosterilmistir (Biermann ve ark., 2011).
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Trikostatin A

Trikostatin A(TSA), HDAC inhibitdrlerinin hidroksamat sinifinda yer alan, smif I
ve Il HDAC iizerine etkili, sitostatik ve farklilagtiric1 6zellikler gosteren, antifungal
bir ajandir (Sekil 17). TSA’nin hidroksamit asit grubu araciligiyla histon deasetilaz
enzimlerinin aktif bolgesine bir ¢inko iyonu kenetlemesi ile katalitik reaksiyonu
Onledigi one siirilmistiir. Memeli hiicre kiiltiiriinde pargalanmis hiicre niikleer
ekstraktlarinda, diisiik nanomolar konsantrasyonlarda, kompetitif olmayan, geri
donitigiimli HDAC inhibitor aktivitesi gostermistir (David ve ark., 2001). HDAC
enzim inhibisyonu, transkripsiyon faktorleri ile etkilesimi kolaylastiran promotor
lokuslarin agilmasini saglayan histon asetilasyonunda artisa neden olur. Bu etki pek
cok genin ekspresyonunda artisa sebep olur (Robert ve ark., 2010). TSA hiicre
dongiistinii G1 ve G2 fazinda durdurarak farklilagmay: indiikler ve morfolojik
olarak transformasyona ugramus hiicreleri eski haline dondiiriir (David ve ark.,
2001).

H,c—hll
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Sekil 17. Trikostatin A’min Molekiiler Yapisi

Trikostatin A’nin Noritojenik Etki Mekanizmasi

Noronlarin akson gelisimindeki intrinsik kapasitesi gelisimle birlikte azalmaktadir,
DNA’ya ulasabilme ve kromatin organizasyonu gibi epigenetik faktorler bu
genlerin ifade edilebilirliklerini diizenlemektedir. Bu nedenle, santral sinir sistemi
hasarlarinda potansiyel bir yaklasim olarak rejeneratif gen ifadelerine
odaklanilabilir. Kriippel-benzeri faktorler (KLFs), cAMP yanit elementi baglayici
proteinler (CREB), c-Jun, Smadl, c-EBP (CCAAT-enhancer-binding proteins),
SOX11, STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3), ATF3 (Cyclic
AMP-dependent transcription factor), NFAT (Nuclear factor of activated T-cells)
ve NFIL3 (Nuclear factor, interleukin 3 regulated), aksonal biiyiime ve
rejenerasyonu kontrol eden transkripsiyon faktorlerinden bazilaridir (Sun ve He,
2010; Liu ve ark., 2011; Moore ve Goldberg, 2011). Spesifik bolgelerde
kromatinin, protein ve DNA modifikasyonlar1 ile yeniden modellenmesi, pasif
olarak transkripsiyon faktorlerini ifade eden gen promotorlerine ulasimi
kolaylastirir, aktif olarak ise spesifik transkripsiyon faktorlerini indiikleyen ya da
baskilayan protein komplekslerini tetikler (Stahl ve Allis, 2000).

Noropatolojik stire¢lerde, histonlarin hiicresel asetilasyon homeoztazisinin
bozulmasi son yillarda dikkat ¢ekmistir (Hahnen ve ark., 2008). Pek ¢ok c¢alisma
ozellikle, ndrodejenerasyonun asir1 histon deasetilasyonu ile sonuglanan histon
asetiltransferaz aktivitesindeki (HAT) genel disiis ile iligkili oldugunu
gostermektedir (Jin ve ark., 2011; Rouaux ve ark., 2003). Bu nedenle HDAC
inhibitorlerinin terapdtik etkileri cesitli ndrodejeneratif hastaliklar iizerinde test
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edilmis ve Huntington hastaligi, amiyotrofik lateral sklerozis ve deneysel
otoimmiin ensefalomiyelit modelleri lizerinde basarili sonuglar elde edilmistir.

TSA, potent, spesifik ve iyi karakterize edilmis bir sinif I ve siif II HDACI
olmasmin yani sira, rat hipokampal noral progenitor hiicrelerinde, ndéro 2a
hiicrelerinde ve retinal ganglion hiicre hattt RGC-5 hiicrelerinde farklilagsmay1
indiikledigi ve ndrit gelisimini artirdig1 gosterilmistir (Schwechter ve ark., 2007).
TSA tarafindan indiiklenen kortikal néronal biiyiime ve nérojenez ERK (Hao ve
ark., 2004) ve JNK (Yamauchi ve ark., 2007) yolaginmn aktivasyonunu ve GSK3
regiilasyonunu (Hall ve ark., 2002) icermektedir. TSA, eriskin farede toksik etki
gostermemis ve postnatal embriyonik gelisimi bozmamistir. Hiicre kiiltiiriinde ise
smirli sayida geni inhibe etmistir. Bu genler cogunlukla hiicre siklusu, biiytime ve
apoptoz  genleridir. Bu nedenle kanser tedavisinde kullanilabilirligi
arastirilmaktadir. Ayrica bazi inflamasyon modellerinde proinflamatuvar sitokin ve
mediyatorlerin ekspresyonunu da inhibe etmektedir (Hebbel ve ark., 2010).

TSA, gen ekspresyonunu genel olarak degistirmez, daha ¢ok bellek konsolidasyonu
sirasinda belirli genlerin ekspresyonunu artirir (Vecsey ve ark., 2007). Ayrica sigan
inme modellerinde, noronal sag kalimi artirdigi (Jeong ve ark., 2003) ve
noroproteksiyon sagladigi (Xu ve ark., 2007) gosterilmistir. Bunlara ek olarak, TSA
stirekli sigan iskemi modellerinde p-53, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve
siklooksijenaz 2 up-regiilasyonu araciligiyla olusan iskemide, anti-inflamatuvar
etkileri araciligiyla inhibisyon saglamistir (Kim ve ark., 2007).

Hasan ve arkadaglarmm 2007 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, Sprague-Dawley
cinsi sigcan embriyolarindan 18. giinde toplanarak elde edilen serebral korteks
hiicreleri 1x10° hiicre/cm? yogunlukta ekilmis ve oksijen glikoz yoksunlugu olarak
adlandirilan in vitro iskemi modeli uygulanmistir. Daha sonra 0.25, 0.5, or 1 mM
valproik asit ve 10, 30, or 100 nM TSA ile muamele edilen hiicrelerde, HDAI olan
TSA ve valproik asidin BDNF ekspresyon seviyelerini artirarak norit gelisimini
indiikledigi ve néroproteksiyon sagladigi gosterilmistir(Hasan ve ark., 2013).

Baska bir ¢alismada bir HDAI olan sodyum biitiratin ve trikostatin A’nin PC-12
hiicrelerindeki norit gelisimi iizerine etkisi arastirilmistir. 10 ng/mL NGF ya da 1
pM kolera toksini ile birlikte uygulanan 30 nM TSA ve 0.5 mM sodyum biitiratin
etkileri karsilagtirilmistir. Her iki kombinasyonda da ndrit uzamasinda artis
bulunmustur(Suzuki-Mizushima ve ark., 2002).

Schwechter ve arkadaslar1 tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢aligmada, retinal
gangliyon hiicre hattt olan RGC-5 hiicreleri iizerinde Staurosporine (kinaz
inhibitorii) ve TSA nin norit gelisimi lizerine etkileri arastirilmistir. 500 nM TSA
ya da 316 nM Staurosporine, tek baslarina ya da insiilin (5 pg/mL), forskolin (5
uM), BDNF (50 ng/mL), CNTF (10 ng/mL) ile kombine halde uygulanmistir. 80
hiicre/mm? yogunlukta 24°lii plakalara ekilen RGC-5 hiicreleri 200x biiyiitme ile
cesitli zamanlarda fotograflanmistir. Her konsantrasyon grubu i¢in en uzun ndrite
sahip 3 hiicre se¢ilmistir (bir konsantrasyon grubu i¢in toplamda 18 hiicre). Hiicre
somasinin 3 kat1 biliylikliglindeki uzantilar norit kabul edilerek, her hiicrenin en
uzun ndrit uzunlugu ve somadan uzun noritlerin sayis1 hesaplanmigtir. Daha sonra
istatistiksel analiz yapilmistir. TSA RGC-5 hiicreleri lizerinde ndrit geligimini
artirmustir (Schwechter ve ark., 2007).
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Histonlarin ~ ve  transkripsiyon  faktorlerinin  artmig  asetilasyonunun,
norodejenerasyon hayvan modellerinde ndronlar1 apoptozdan korudugu (Saha ve
Pahan, 2006) ve ndronal farklilagsmay1 indiikledigi (Balasubramaniyan ve ark.,
2006; Schwechter ve ark., 2007) gosterilmistir. Bu olayin mekanizmasi norit/akson
gelisimi ile kismen ayn1 mekanizmaya sahiptir. Cesitli histon asetil transferazlarin
(HAT) yam sira CREB-baglayici protein/p300 (CBP/p300) ve p300-CBP-iliskili
faktor (P/CAF) noronal kontrol ile iligkilidir (Jiang ve ark., 2006; Rouaux ve ark.,
2003). Bu proteinler, transkripsiyon faktorlerini ve histonlar1 asetilleyerek, ndronal
hiicre 6liimiinden korurlar (Saha ve Pahan, 2006; Glozak ve ark., 2005)

Di Giovanni ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan bir calismada, timor
supressoOr pS3 proteininin norit gelisimi ve akson rejenerasyonu icin gerekli oldugu
bildirilmistir. p53 proteini, hiicreler genotoksik strese maruz kaldig1 zaman hiicre
dongiisiinii  durdurur ve apoptotik yolaklar1 tetikler. p53, ndronal apoptozu
indiikledigi yolaktan farkli bir post-translasyonel yolak {izerinden de, norit gelisimi
sirasinda ifadesi artan aktin baglayici koronin 1b ve GTPaz Rabl3 proteinlerinin
ekspresyonunu da diizenlemektedir (Di Giovanni ve ark., 2006) .

Noron benzeri PC-12 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, NGF uygulamasindan
sonra, Brn-3a gibi norona spesifik transkripsiyon faktorleriyle etkilesime gecen
p53, hiicre canliligini saglamaktadir. Hiicre dongiisti iizerindeki ikili etkisinden
dolay1 p53, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda degisken bir role sahiptir (Hudson
ve ark.,, 2005). Spesifik lizinlerin C-terminalindeki p53’in  ndronal
asetilasyonunun, in vivo norit gelisimini ve aksonal biliylimeyi indiikledigi
bildirilmistir (Tedeschi ve ark., 2009; Di Giovanni ve ark., 2006).

Gaub ve arkadaslar1 tarafindan post natal P7 serebellar graniil néronlar1 (CGN)
iizerinde yapilan bir ¢aligmada, sodyum fenil biitirat (PB) ve TSA’nin primer
noronlardaki norit gelisimi lizerine etkileri incelenmistir. TSA 10 ng/mL
konsantrasyonda apoptozu tetiklemis 1 ng/mL konsantrasyonda ise hiicre
canliliginda bir miktar artisa neden olmustur. Daha sonra, immiinositokimya ve
immiinoblotlama yontemleriyle 1 ng/mL TSA dozunun, primer néronlarda histon
hiperasetilasyonunu saglamaya yeterli oldugu kontrol edilmistir. 100 hiicre
iizerinde yapilan dl¢cimde TSA’nin, transkripsiyona bagl bir mekanizma ile norit
gelisimini artirdig1 bulunmustur. Hiperasetilasyon ayrica, biiylime konisi sayisini
ve yiizey alanini artirmistir. Ayrica immiinoblotlama yontemiyle yapilan analiz
sonrasinda TSA’nm, néron gelisimi markerlarindan olan GAP-43 proteininin
ekspresyonunu artirdigi da gdsterilmistir. Ayni sonuglara TSA gibi HDAC I ve II’yi1
inhibe eden PB ile de ulasilmistir. HDAC inhibitorleri tarafindan aracilik edilen
permisif ve permisif olmayan substratlarin transkripsiyonuna bagli olarak artan
ndrit gelisimine, artmis promotdr ve CBP/p300 ve P/CAF gen ekspresyonu eslik
etmistir. CBP/p300 ve P/CAF’liniin birlikte histonlar1 ve p53’iin transkripsiyon
faktoriinii asetilledigi ve bdylece miyelin inhibisyonunun engellenmis oldugu
aciklanmustir (Sekil 18) (Gaub ve ark., 2010).
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Sekil 18. Trikostatin A’nin Norit Gelisimini indiikleme Mekanizmasi (Gaub ve ark., 2010)
Histon Fosforilasyonu

Histon asetilasyonu gibi histon fosforilasyonu da olduk¢a dinamik bir sekilde
ger¢eklesmektedir. Genellikle N-terminal ugtaki serin, treonin ve tirozinler
tizerinde olur. (Xhemalce ve ark., 2011) Modifikasyon diizeyi kinazlar ve
fosfatazlar tarafindan gergeklestirilir ve kontrol edilir (OKi ve ark., 2007).

Bilinen histon kinazlarin hepsi ATP’deki bir fosfat grubunu, hedef amino asit
zincirindeki hidroksil grubuna transfer etmektedir. Boylece histon negatif
yiiklenmekte ve kromatin yapis1 degismektedir. Histon fosforilasyon alanlarinin
biiyiik ¢ogunlugu N-terminal kuyrugunda bulunur fakat ¢ekirdek bolgelerinde de
bu alanlara rastlanmistir. Ornegin; H3Y41 fosforilasyonunun reseptér olmayan
tirozin kinaz JAK?2 tarafindan gergeklestirilmesi gibi. (Dawson ve ark., 2009)

Histon Metilasyonu

Histon metilasyonu lizin ve arjininlerin yan zincirlerinde histon metiltransferazlar
araciligiyla meydana gelir. Asetilasyon ve fosforilasyonun aksine histon
metilasyonu histon proteininin yiikiinii degistirmez. Lizinler; mono-, di- ya da tri-
metilasyona, arjininler ise; mono- ve di- (simetrik ya da asimetrik sekilde)
metilasyona ugrarlar (Xhemalce, 2011). Histon 3’iin kuyrugunda meydana gelen
metilasyonun epigenetik diizenlemede ¢ok dnemli bir rolii vardir. Histon 3 lizin 4
(H3K4) tri-metilasyonu okaryotlarda promotor bolgelerini belirler (Martin ve
Zhang, 2007).
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ADP Ribozilasyonu

Histonlarin glutamat ve arjinin rezidiileri lizerinde mono- ya da poli- ADP
ribozillenmis oldugu bilinmektedir fakat bu modifikasyonun fonksiyonu hakkinda
cok veri bulunmamaktadir. ADP ribozilasyonu geri doniisiimlii  bir
modifikasyondur. Ornegin; histonlarm poli-ADP-ribozilasyonu poli-ADP-riboz
polimeraz (PARP) enzim ailesi tarafindan gergeklestirilir ve poli-ADP-riboz-
glikohidrolaz enzim ailesi tarafindan tersine ¢evrilir. Bu iki enzim ailesi birlikte
poli-ADP ribozillenmis histon seviyelerini kontrol altinda tutar. Histonlarin ADP
ribozilasyonu agik kromatin yapist ile dogru orantilidir (Hassa ve ark., 2006). Bu
verilere ek olarak PARP-1 aktivasyonunun, g¢ekirdekteki histon asetilasyonu
seviyesini artirdigi bildirilmistir (Cohen-Armon ve ark., 2007).

Histonlarin mono-ADP-ribozilasyonu mono-ADP-ribozil transferazlar tarafindan
gergeklestirilir ve linker H1 histonu da dahil olmak {izere 4 ¢ekirdek histonunda da
meydana gelir. Bu modifikasyonlar, DNA hasar1 olustugunda, DNA hasarma
cevaba gotiiren yolaklara 6nemli 6l¢iide dahil olur (Hassa ve ark., 2006).

Ubikitinasyon ve Sumoylasyon

Daha Once anlatilan histon modifikasyonlar1 amino asit yan zincirlerinde kiigiik
molekiiler degisiklikler yaratmaktadir. Ubikitinasyon ise, bu modifikasyonlarin
aksine, daha biiyiik kovalent modifikasyonlar seklinde sonuglanir. Ubikitin, 3
enzimin sirali bir sekilde aktivitesiyle (El-aktivasyon, E2-konjugasyon ve E3-
enzim baglayici) histon lizinlerine baglanan 76 amino asitlik bir polipeptittir
(Hershko ve Ciechanover, 1998). Enzim kompleksleri ubikitinasyon seviyesinin
(mono- ya da poli-ubikitinasyon) yani sira substrat 6zgiilliigiinii de (lizin hedefli)
belirler. Histonlar i¢cin, mono-ubikitinasyon modifikasyonlarla daha iligkili gibi
gozilkkmektedir. H2A ve H2B igerisinde iyi karakterize edilmis 2 adet alan
bulunmaktadir. H2AK119ubl gen susturulmasi ile iliskili (Wang ve ark., 2004),
H2BK123ubl ise transkripsiyonel baslangic ve uzamada 6nemli bir role sahiptir
(Kim ve ark., 2009). Ubikitinasyon biiylik bir modifikasyon olmasina ragmen,
olduk¢a dinamiktir. De-ubikitin enzimi olarak da bilinen izopeptidazlar araciligiyla
geri doniistiiriilebilir ve bu doniisiim gen aktivitesi ve susturulma agisindan da ¢ok
onemlidir.

Sumoylasyon, ubikitinasyonla iliskili bir modifikasyondur. Kiigiik ubikitin benzeri
diizenleyici molekiillerin E1, E2, E3 enzim aktivitesi araciligiyla histon lizinlerine
kovalent baglanmasidir. 4 c¢ekirdek histonunda da goriilmektedir. Sumoylasyon,
asetilasyonu ve ubikitinasyonu antagonize ederek ayni lizin yan zincirinde meydana
gelmelerini Onler (Shijo ve Eisenman, 2003). Sonu¢ olarak, sumoylasyon
baskilayic1 fonksiyonlarla iligkilidir fakat kromatin {izerindeki etkilerini gosteren
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekmektedir.

RNA ile indiiklenen Sessizlesme

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari, kromatin yapisi iizerine etkileri
araciligiyla gen ekspresyonunu diizenlemektedir. Bu modifikasyonlarin aksine,
kiigiik (20-30 nukleotidlik) kodlanmayan RNA’lar gen ekspresyonunu hem
kromatin dilizeyinde hem de post-transkripsiyonel olarak isleyen RNA’nin
sessizlestirilmesi yoluyla diizenlerler. miRNA’lar protein kodlamayan RNA
molekiilleridir ve 22 niikleotid uzunlugunda diziye 6zgiil gen diizenleyicileri olarak
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gen ekspresyonunun kontroliinde rol oynarlar (Chuang ve Jones, 2007). En iyi
bilinen iki RNA sessizlestirme yolagindan biri, kisa miidahaleci RNA’lar
(interfering RNAs) tarafindan diizenlenen RNA enterferansi, digeri ise mikro-
RNA’lar (miRNA) tarafindan diizenlenen, gelisim sirasinda programlanan,
sessizlestirme yolagidir. Bu sekilde, kodlanmayan RNA’lar, hedef genin ifadesini
mRNA’nin post-transkripsiyonel parcalanmasi veya protein ekspresyonunun
translasyonel baskilanmasi ile durdurmaktadir (Sekil 19) (Kim ve ark., 2009).
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Sekil 19. miRNA Etki Mekanizmasi (Winter ve ark., 2009)

Her iki RNA da daha uzun, ¢ift sarmallt RNA 6nciilerinden dicer enzimi araciligi
ile tretilir ve bunlar homolog dizileri susturan ya da ayristiran protein efektor
faktorlerine 6zgiil faktorler olarak islev yaparlar (Moazed, 2009).

miRNA’lar DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 ile transkripsiyonel
olarak diizenlenir. Ayrica, kromatin yapist ve histon modifikasyonunda da rol alan
enzimler araciligiyla epigenetik mekanizmalari etkilerler (Chuang ve Jones, 2007).
Linc-RNA (long intergenic non-coding RNAs) ve X inaktivasyonunu saglayan Xist
(X-inactive specific transcript) gibi uzun kodlanmayan RNA’lar genomik
imprintingin diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir (Ponting ve ark., 2009).
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GERECLER

Kullanilan Kimyasal Maddeler, Ilaclar ve Malzemeler
Hiicre kiiltiirii:

PC-12 Adh Hiicre Hatti (ATCC® CRL-1721.1™)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma, D 5671)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya)

At Serumu (Thermo Scientific)

Penisilin/Streptomisin (Gibco)

Nunc™ Cell Culture Treated EasYFlasks™ (75 cm?) (Thermo Scientific)
Nunc™ Collagen I Coated EasYFlasks™ (25 cm?)

BD BioCoat™ Collagen IV Cellware

10, 100, 1000 ve 5000 ul’lik otomatik pipetor (Eppendorf, Kanada)
10, 200, 1000 pl’lik mikropipet ucu (Greiner bio-one, Amerika)
12 kanall1 otomatik pipet (Axygen, Ingiltere)

50 ml’lik santrifiij tiipleri (Isolab, Almanya)

Cedex Smart Slide (Roche, Almanya)

Sarjh pipetor (Starlab, Almanya)

Tripan mavisi (Roche, Almanya)

Kryotiip (2ml) (Greiner bio-one, Amerika)

Lamel (Isolab, Almanya)

Hiicre kaziyici (Greiner bio-one, Amerika)

Phosphate Buffer Saline (PBS) (Invitrogen, Almanya)

Kontrol ve test maddeleri:

Sinir Biiytime Faktorii-2.5S (NGF) (Sigma-Aldrich, N6009)
Trikostatin A (Selleckchem, S1045)

RG108 (Selleckchem, S2821)

MTT testi:

MTT (Sigma-Aldrich, Almanya)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma—Aldrich, Almanya)

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1 (TPP, Isvicre)

Invazyon, migrasyon ve proliferasyon analizi:

XCELLigence E-plate 96 (Roche, Almanya)

XCELLigence E-plate 16 (Roche, Almanya)

XCELLigence CIM-plate 16 (Roche, Almanya)
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BD Matrigel™ (BD Biosciences)

The Oris™ Cell Migration Assay (Platypus Technologies, CMA5.101)
ELISA analizi:

USCN Life Science Rat MMP 2 kiti (Katalog no: SEA100Ra)
Immiinofloresan boyama:

BD Cytofix/Cytoperm™

Kollajen Tip IV (Sigma-Aldrich) (Katalog no: C5533)

Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich)

Birincil antikor: Anti-beta 111 Tubulin [2G10] antibody (Abcam, ab78078)
Ikincil antikor: Goat anti-mouse IgG H&L (Alexa Fluor®488), (Abcam, ab150113)
Kullanilan Cihazlar

Hiicre Kiiltiirii:

HERAcell 150 Steril CO; inkiibatorii (Thermo Scientific)

Laminer flow kabini (Heal Force)

Masaiistli sogutmali santrifiij (Eppendorf)

Hiicre sayimi i¢in Cedex XS (Innovatis)

Analiz cihazlarr:

Leica DM 300 Inverted mikroskop

Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek)

xCELLigence Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) (Roche)
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YONTEMLER
Deneylerde Kullamlan PC-12 Adh Hiicre Hatti ve Ozellikleri

PC-12 Adh hiicre hatti American Type Culture Collection(ATCC® CRL-
1721.1™)’dan temin edilmistir (Tablo 1). PC12 hiicre hatti, sigan adrenal
medullasindaki kromafin hiicreler ya da sempatik sinir sistemindeki diger
paraganglionik hiicrelerden kdken alan feokromasitoma tiimdrlerinden elde edilir.
PC-12 Adh hiicreleri sinir bitylime faktorii ile muamele edildiginde boliinme durur
ve farklilasma bagslar. Sinir bliylime faktorii (NGF) farklilagmayi, aktin iskeletinin
yeniden dagilimini ve lamellipodia olusumunu tetikleyerek baslatir. Bu 6zellikleri
nedeniyle PC-12 Adh hiicre hatti néronal farklilasmanimn incelenmesi i¢in kullanish
bir sistem modelidir (Rasenick ve Yu, 2006).

Tablo 1. PC-12 Adh Hiicre Hattimin Genel Ozellikleri

Organizma Rattus norvegicus, sican

Doku Bobrekiistii bezi tiimori (Feokromasitoma)

Morfoloji Poligonal

Cinsiyet Erkek

Karyotip 40 kromozom; 38 otozom+XY

Ifade Edilen Genler Katekolaminler; dopamin, norepinefrin

Tiimorijenite New England Deacoess Hospital tiir sicanlarda

Diger Ozellikleri NGF uygulamasindan sonra geri doniistimlii
sekilde noronal fenotip gelistirir.

Kullanilan Arag¢ ve Gere¢lerin Hazirlanmasi
Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu

Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliminyum folyolara sarili
olarak kuru sterilizatorde 180°C’de 2 saat, sivi soliisyonlar ise 121°C, 1.5
atm/Hg’de otoklavda 20 dakika steril edilmistir.

Trikostatin A, RG108 ve NGF Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Toz halindeki Trikostatin A (Trikostatin A (Selleckchem, S1045) ve RG108
(Selleckchem, S2821) dimetilsiilfoksit (DMSO; Sigma) i¢inde ¢dziilerek
Trikostatin A 100 mM ve RG108 200 mM konsantrasyonda olmak tizere ana stok
hazirlanmis ve -20°C’de saklanmistir. Bu stok soliisyondan, her deney dncesinde
besiyeriyle seyreltme islemleri yapilarak farkli caligma konsantrasyonlari
hazirlanmigtir. Trikostatin A ve RG108’in deneylerde kullanilan en yiiksek
konsantrasyonunda DMSO orant % 0.1 oraninda oldugu i¢in kontrol grubuna da
besiyeri i¢inde % 0.1 oraninda DMSO uygulanmustir.
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Liyofilize haldeki NGF (Sigma-Aldrich, N6009) %1 fotal dana serumu igeren PBS
ile sulandirilarak pozitif kontrol gruplarina 100 nM konsantrasyonda seklinde
uygulanmigtir.

Hiicre Kiiltiirii Cahismalar

PC-12 Adh hiicre hatti, %10 Fotal dana serumu, %35 at serumu ve %l
penisilin/streptomisin iceren Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)
biiyiime besiyerinde %70-80 yogunluga ulasana kadar %5 oraninda CO> igeren
37°C’de inkiibe edilmistir.

Yeterli yogunluga ulasan hiicreler, kaziyici yardimiyla pipetaj yapilarak taze
besiyeriyle pasajlandi. Stoklanmak istenen hiicreler ayni sekilde pipetlenerek
besiyeriyle birlikte yarim saat buzda bekletildikten sonra, %10 oraninda DMSO
eklenerek kryotiiplere aktarildi ve -20°C’de 4 saat bekletildi. 4 saatin sonunda -
80°C’deki dondurucuya aktarilarak stoklanmustir.

Hiicrelerin noronal fenotipe farklilasmasini saglamak ve norit uzunluk calismalari
icin hiicreler flasktan kaldirildiktan sonra santrifiijle eski besiyeri atilarak %1 fotal
dana serumu ve %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM farklilasma besiyeri
kullanilarak kollajen IV kapl plakalara ekim yapilmustir.

Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan NGF 100 nM konsantrasyonu, literatiir
taramas1 sonucunda segilen, 50, 100 ve 200 ng/mL konsantrasyonlar1 arasindan,
yapilan 6n ¢aligmalar sonucu belirlenmistir.

Hiicre Sayimlari

PC-12 Adh hiicrelerinin bulundugu, 75cm?’lik flasktaki eski besiyeri pipetlenerek
atilmig ve hiicreler {izerine yeni besiyeri eklenerek bir kaziyict yardimiyla hiicreler
kaldirilmis ve siispansiyon 50ml’lik falkona aktarilmistir. 1200 rpm’ de 5 dakika
santrifiijden sonra, pelet lizerine 1 ml besiyeri eklendi. Bu siispansiyondan alinan
10ul 6rnek, bir lamel tizerinde 10 pl Tripan mavisi ile karistirilarak Cedex Smart
Slide’a aktarilmis ve Cedex XS (Innovatis) cihazi ile 1ml’deki hiicre sayisi
bulunmustur. Deneyde kullanilmak istenen hiicre sayisina uygun olarak besiyeriyle
seyreltmeler yapilmistir.

MTT Yéntemi lle Sitotoksisitenin Belirlenmesi

MTT yontemi ile in vitro kosullarda bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler
kolorimetrik ve kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem canli hiicrelerdeki
saglam mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium halkasini parcalayabilmesi
ozelliginden ileri gelmektedir (Geng ve ark., 2002). Canli hiicreler mitokondriyal
dehidrogenaz enzim aktivitesine sahiptir. Sar1 renkli ve suda ¢0ziinebilen
tetrazolium tuzu (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromiir, MTT),
hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve siiksinat dehidrogenaz enzimi aracilifiyla
tetrazolium halkas1 parcalanir, sar1 renkli MTT boyast suda ¢dziinmeyen koyu
mavi-mor renkli formazan tuzuna indirgenir (Sekil 20).

Bu indirgeme 6zelligi, hiicre canlilig1 6l¢iitiidiir ve boya yogunluguyla canli hiicre
sayis1 korelasyon gosterir (Mosmann, 1983). Olusan formazan kristalleri DMSO ya
da izopropanol gibi uygun bir ¢oziicii ile ¢oziilerek kolorimetrik analiz i¢in uygun
hale getirilir. Sonug¢ olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler
mor renkte boyanir, 0lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler ise
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boyanmaz. Coziinen materyalin optik dansitesi, ¢Oziinmiis olan formazan
miktarinin ~ verdigi absorbansa gore spektrofotometrik olarak  olgiliir.
Spektrofotometrik olarak Slgiilen absorbans degeri yasayan hiicre sayisi ile dogru
orantilidir. Bu yontem daha ¢ok hizli cogalan ve mitokondriyal aktivitesi yiiksek
olan hiicre dizileri i¢in uygundur (Mosmann, 1983; Barile, 1997; Denizot ve Lang,
1986; Horakova ve ark., 2001).
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Sekil 20. Tetrazoliumun Mitokondriyal Rediiktaz Enzimleri Aracihgiyla Formazan Tuzuna
Indirgenmesi (http-9)

Bu indirgeme 6zelligi, hiicre canlilig1 6l¢iitiidiir ve boya yogunluguyla canli hiicre
sayis1 korelasyon gosterir (Mosmann, 1983). Olusan formazan kristalleri DMSO ya
da izopropanol gibi uygun bir ¢oziicii ile ¢oziilerek kolorimetrik analiz i¢in uygun
hale getirilir. Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler
mor renkte boyanir, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler ise
boyanmaz. CoOzlinen materyalin optik dansitesi, ¢oziinmiis olan formazan
miktarmin  verdigi absorbansa gore spektrofotometrik olarak  Olgciiliir.
Spektrofotometrik olarak 6lgiilen absorbans degeri yasayan hiicre sayisi ile dogru
orantilidir. Bu yontem daha ¢ok hizli ¢ogalan ve mitokondriyal aktivitesi yiiksek
olan hiicre dizileri i¢in uygundur (Mosmann, 1983; Barile, 1997; Denizot ve Lang,
1986; Horakova ve ark., 2001).

Metodun Uygulanmast

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) tozu fosfat
tamponu (PBS) i¢inde 1s1iktan korunarak ve steril kosullar altinda ¢oziilmiis ve 5
mg/mL konsantrasyonda stok soliisyon hazirlamistir. PC-12 Adh hiicreleri DMEM
biiyiime besiyeri ortaminda 37°C’ de %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiire edilmistir.
Hiicrelerin  yeterince  ¢ogalpp  cogalmadiginin  ve  hiicre  canliligin
degerlendirilmesinde, sayim yapilarak 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta
3x10° hiicre olacak sekilde besiyeri ortamma ekilmis ve hiicreler plakaya
yapismalar1 i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir. DMSO’da ¢oziilerek
hazirlanmis olan Trikostatin A ve RG108’in 100 mM stok soliisyonlarindan hiicre
kiiltiir besiyeri i¢inde gerekli seyreltmeler yapilarak hazirlanmistir. Kullanilan
konsantrasyonlar su sekildedir:

DMSO (%0.1) kontrol,
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TSA: 200, 100, 10 ve 1 uM; 100 ve 10 nM,
RG108: 200, 100, 10 ve 1 uM; 100 ve 10 nM.

Inkiibasyona birakilan plakalardaki eski besiyeri atilmis ve kuyucuklara taze olarak
hazirlanmig Trikostatin A ve RG108’in ¢alisma konsantrasyonlari, kontrol
grubundaki hiicrelere de % 0.1 oraninda DMSO igeren besiyeri uygulanmistir.
Daha sonra plakalar 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlara birakilmustir. inkiibasyon
stireleri sonunda plakanin i¢indeki besiyeri atilmis ve her bir 96’lik kuyucuktaki
hiicreler tizerine, 100 pL 0.5 mg/mL konsantrasyonda MTT soliisyonu ilave
edilerek hiicreler 4 saat inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda MTT
iceren besiyerleri atilarak, her kuyucuga 100 uL. DMSO konulmustur. Plakalar,
Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader’da 540 ve 570 nm dalga boyunda
absorbans degerleri, her bir konsantrasyon i¢in 8 tekrar(8 kuyucuk) olacak sekilde
okunmustur. Kontrol kuyularmin absorbans degerleri ortalamasi %100 kabul
edilmis ve diger konsantrasyonlarm % canlilik degerlerindeki degisim
hesaplanmistir. Bulunan % canlilik degerlerinin istatistiksel yonden anlamlilig, tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s post hoc testi ile belirlenmistir
(p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***).

Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA-DP) Hiicre Farkhlasmasi,
Invazyon ve Migrasyon Analizleri

Hiicre Farklilagsmasi Yontemi

MTT yontemiyle 10nM, 100nM, 1pM, 10pM, 100 puM ve 200 uM
konsantrasyonlarda hiicre canliligina etkileri analiz edilen RG108 ve TSA’nin,
hiicrelerde sitotoksik etki yapmadigir konsantrasyonlar olan 10 ve 100 nM, tek
baslarina ya da 100 nM NGF ile kombine halde ger¢ek zamanli hiicre analiz
sisteminde (RTCA-DP) hiicre farklilasmasini gozlemlemek amaciyla 7 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. 100 nM NGF konsantrasyonu, hiicrelerde
sitotoksik etki yapmayan ve hiicrelerin farklilagarak norit gelisimini indiikleyen
etkili doz olarak yapilan 6n ¢aligmalarla belirlenmistir.

RTCA-DP cihazi, altin elektrotlar igeren 6zel plakalarin(e-plate), hiicrelerin plaka
tabanina tutunmasiyla olusan elektriksel sinyali istenilen Ol¢lim araliklarinda
ekrana yansitmasi yontemiyle ger¢ek zamanli veriler olusturan bir cihazdir. E-
plakadan 6nceden belirlenen araliklarla cihaza aktarilan veriler, literatiirde birimsiz
“cell index(CI)”(hiicre indeksi) olarak kabul edilen bir deger olarak hesaplanir. E-
plaka kuyucuklarinda hiicre proliferasyonu arttik¢a cihaza aktarilan sinyaller
paralel olarak artmaktadir (Sekil 21) (Limame ve ark., 2012). Bizim ¢alismamiza
paralel olarak farklilasma besiyeri ve madde uygulanan PC-12 Adh hiicrelerinde
farklilagmaya bagli olarak hiicre indeks artisi, e-plaka kullanilarak analiz edilmistir
(Dwane ve ark., 2013). Cihaz hiicre indeksi degerlerini asagidaki formiile gore
hesaplamaktadir.

Rhijcre(fi)
........ TR 1)

Formiildeki Ryicre yada Ro degerleri plakanin her bir géziinde bulunan hiicreli yada
hiicresiz alanlarin verdigi direncin sikliga gore Slciiliir.
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Sekil 21. RTCA DP Cihazinin Calisma Prensibi (http-10)
Deney gruplar1 ve kullanilan konsantrasyonlar su sekildedir:
Kontrol (%0.1 DMSO),

NGF (100 nM),

TSA (10 nM),

TSA (100 nM),

TSA(10 nM) + NGF (100 nM),

TSA(100nM) + NGF (100 nM),

RG108 (10 nM),

RG108 (100 nM),

RG108 (10 nM) + NGF (100 nM),

RG108 (100 nM) + NGF (100 nM).

Bu ¢alismada TSA ve RG108’in, hiicre invazyon, migrasyon ve ayni zamanda
hiicre proliferasyonu lizerine etkileri gercek zamanli olarak kaydedilmistir.

Proliferasyon c¢alismasinda 96’lik e-plaka kullanilmistir. Hiicre sayis1 ve
canliliginin belirlenebilmesi igin PC-12 Adh hiicreleri Cedex XS cihazinda
sayllmistir. 100 ul besiyeri icerisinde 2x10* hiicre olacak sekilde farklilasma
besiyeri ile sulandirilan hiicreler ekim i¢in hazirlanmistir.

Caligmada kullanilacak e-plakalara 100 pl, %1 FBS ve %1 penisilin/streptomisin
iceren DMEM farklilagsma besiyeri eklenmis ve cihazda ilk okuma alindiktan sonra
e-plakalar cihazdan g¢ikarilmigtir. Daha sonra 100 pl besiyeri iizerine, dnceden
hazirlanmis olan 100 pl’de 2x10* PC-12 Adh hiicresi olacak sekilde besiyeri ile
ekim yapilmistir. 30 dakika steril kabinde hiicrelerin e-plate tabanmna tutunmasi
beklendikten sonra, plakalar cihaza yerlestirilmis ve saatte 1 6l¢iim alacak sekilde
cihaz programlanmis ve deney baslatilmistir. PC-12 Adh hiicreleri dnceden yapilan
proliferasyon caligmalarina ait indeks degerleri baz alinarak belirlenen bir indeks
degerine ulastiktan sonra, cihaz durdurulmus ve hiicre-besiyeri karigimmdan 100 pl
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cekilip atilmistir. Taze hazirlanan TSA (10 ve 100 nM), RG108 (10 ve 100 nM),
NGF (100 nM) ve NGF (100 nM) + RG108 ya da TSA (10 ya da 100 nM)
konsantrasyonlar1 e-plaka kuyucuklarina farklilagsma 100 pl besiyeri igerisinde
eklenmistir. E-plakalar steril kabinde yaklasik 15 dakika bekletildikten sonra cihaza
yerlestirilmis ve program kaldig1 yerden devam ettirilmistir. Alinan hiicre indeks
degerleri hiicre farklilagmasi olarak RTCA DP analiz programi kullanilarak analiz
edilmistir.

Invazyon Yontemi

Invazyon calismasinda kullanilacak matrijel kapli CIM plakalar Roche-
Almanya’dan temin edilmistir. CIM plaka, invazyon yetenegi olan hiicrelere gecis
olanagi saglayan iki odacikli bir diizenektir. Odaciklar arasinda bulunan matrijel
mikro gozenekli bir membran yapisindadir. Hiicreler tabani matrijel ile kaplanan
iist odaciga serum icermeyen besiyeri igerisinde ekilirler. Alt odacikta serumlu
besiyeri yer almaktadir ve hiicrelerin membrani1 gecerek serumlu besiyerine
ulagmalar1 hedeflenmektedir.

Sekil 22. invazyon Ve Migrasyon Calismalarinda Kullamilan 16 Kuyucuklu CIM Plaka

Invazyon calismas i¢in +4 °C’de bekletilen soguk serumsuz besiyeri ve soguk pipet
uclari kullanilarak %5°lik matrijel hazirlanmistir. +4 °C’de bekletilen CIM plakanin
iist odacigma 50ul matrijel olacak sekilde hizli bir sekilde yiiklenmis ve kuyucugun
tabanin1 diiz bir tabaka halinde kaplamak i¢in 30ul’si geri ¢ekilmistir. Sonrasinda
kuyucuklarmda matrijel bulunan ist odacik 4 saat boyunca 37°C’de inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda invazyon galismasi igin CIM plakanm alt odacigma 160
ul serumlu medyum eklenmis ve iist odacik ile alt odacik birlestirilmistir. Daha
sonra iist odaciga 20 pl serumsuz medyum eklenmis ve CIM plaka 1 saatligine
37°C’de inkiibasyona birakilmustir.

1 saatlik inkiibasyondan sonra cihazdan ilk 6l¢timler alinmig (Hiicre farklilagmasi
yonteminde agiklanmistir), kuyucuklarda problem olmadigimdan emin olunduktan
sonra her kuyuya 100 pl serumsuz besiyeri igerisinde 2x10* hiicre ekilmistir.
Gruplar ve kullanilan konsantrasyonlar su sekildedir:

Kontrol (%0.1 DMSO),

NGF (100 nMm),

NGF (100 nM) +TSA(100nM),
NGF (100 nM) + RG108 (100 nM).
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Hiicrelerin tizerine de belirli kuyucuklarda uygulama yapilmistir. Uygulama
sonrasinda CIM plakalar cihaza yerlestirilmis ve 72 saat boyunca her 10 dakikada
bir 6l¢tim alacak sekilde programlanarak analiz baglatilmistir. Cihazda elde edilen
hiicre indeksi degerleri, RTCA DP analiz programi kullanilarak slope grafigine
aktarilmistir.

Migrasyon Yontemi

Migrasyon c¢alismasi i¢in de CIM plaka kullanilmaktadir. Fakat invazyon
analizinden farkli olarak migrasyon analizinde iist odacik matrijel ile kaplanmaz.
Sadece hiicrelerin igerisinde bulunduklar1 serumsuz besiyeri ortamimndan, alt
odacikta bulunan serumlu besiyeri ortamina gegisleri amaglanir. Migrasyonu hizl
olan hiicreler daha ¢ok alt odaciga gecerek cogalirlar ve gecis sirasinda cihaz
tarafindan sinyal alinir. Migrasyona ugramayan hiicreler ise iist odacikta kalirlar ve
sinyal alim1 olmaz (Sekil 22).

Migrasyon calismasi i¢in CIM plakanin alt odacigina 160 pl serumlu medyum
eklenmis ve iist odacik ile alt odacik birlestirilmistir. Daha sonra iist odaciklara 20
ul serumsuz medyum eklenmis ve CIM plaka 1 saatligine 37°C’de inkiibasyona
brrakilmistir.

1 saatlik inkiibasyondan sonra cihazdan ilk ol¢iimler alinmis, kuyucuklarda
problem olmadigindan emin olunduktan sonra her kuyuya 100 pl serumsuz besiyeri
icerisinde 2x10* hiicre ekilmistir. Gruplar ve kullanilan konsantrasyonlar invazyon
calismasi ile aynidir.

Hiicrelerin {izerine belirli kuyucuklarda uygulama yapilmistir. Uygulama
sonrasinda CIM plaka cihaza yerlestirilmis ve 72 saat boyunca her 10 dakikada bir
Olgtim alacak sekilde programlanarak analiz baslatilmistir. Cihazda elde edilen
hiicre indeksi degerleri, RTCA DP analiz programi kullanilarak slope grafigine
aktarilmistir.

Migrasyonun Morfolojik Analizi

PC-12 Adh hiicre migrasyonunu, gorsel olarak da belirlemek amaciyla The Oris™
Cell Migration 6l¢tim kiti kullanilarak ¢alisilmistir (Sekil 23). Kit igerisinde, hiicre
ekimi yapilirken 96’lik kuyucuklarm hepsinde ayn1 orta noktanin bos kalabilmesini
saglayan Oris™ Cell Seeding Stoppers ile birlikte gelen 6zel bir plaka
bulunmaktadir. Ekim yapilip stopperlar yine kitin i¢erisinde yer alan Oris™
Stopper Tool isimli 6zel bir tarak ile ¢ikarildiktan sonra, her kuyucuk hiicrelerin
gb¢ edebilecegi esit bir alana sahip olmaktadir. Hiicreler immiinofloresan boya ile
isaretlendikten sonra plakanin altina Oris ™ Detection Mask isimli her plakada ayni
orta noktanin goziikmesini saglayan bir alet yerlestirilir ve bos alana go¢ eden
hiicrelere gore migrasyon analizi yapilir.

PC-12 Adh hiicreleri flasktan kaldirilmis ve Cedex XS cihazi ile hiicre sayimi
yapilmustir. Hiicreler %1 FBS iceren farklilasma besiyeri icerisinde her kuyucukta
5x10* hiicre/mL olacak sekilde 100 ul farklilasma besiyeri icinde 96°lik ozel
plakaya stopperin kenarindan ekildi. Yaklagik 6 saat boyunca hiicrelerin plaka
tabanina yapigsmasi beklendikten sonra stopperlar Oris™ Stopper Tool yardimiyla
dikkatlice plakadan ¢ikarild1.
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Farklilagma besiyeri kuyucuklardan uzaklastirildi ve kullanilan konsantrasyonlar
olan,

Kontrol (%0.1 DMSO),

NGF (100 nM),

TSA(100nM) + NGF (100 nM),
RG108 (100 nM) + NGF (100 nM),

100 pl farklilasma besiyeri igerisinde uygun kuyucuklara dagitildi. Daha sonra
plaka 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siireleri sonunda her
bir konsantrasyona ait 3 kuyuya 10 pul Hoechst 33258 eklenerek migrasyon yapmis
hiicrelerin  ¢ekirdeklerinin boyamasi yapildi. 10 dakika beklendikten sonra
plakanina altina Oris™ Detection Mask yerlestirildi ve Cytation 3 Cell Imaging
Multi-Mode Reader ile 24., 48. ve 72. saatlerde kuyularin fotograf ¢ekimleri ile
hiicre sayimlar1 yapildi. Gruplara ait fotograf goriintiileri bulgular kisminda
verilmistir.

Sekil 23. The Oris™ Cell Migration Olciim Kiti
Immiinofloresan Boyama Yiontemi Ile Norit Geligiminin Belirlenmesi

Normal kiiltiir sartlarinda farklilasmamis PC-12 Adh hiicreleri islem gormemis
hiicre kiiltiir flask tabanmna gevsek sekilde tutunmaktadir (Welle ve ark., 2005).
Flask yiizeyinin kollajenle kapli olmas1 durumunda ise daha siki tutunup hizla
boliinlip ¢ogalabilmektedirler. Bu nedenle immiinofloresan boyama yapilacak
cesitli biiyiikliikteki plakalar tretici firmanmn Onerisi dogrultusunda asagidaki
sekilde kollajen tip IV ile kaplanmustir.

Plakalarin Kollajen Tip 1V ile Kaplanmasi

e Kollajen tip IV (Sigma, C5533), %0.25’lik asetik asit i¢erisinde ¢oziildii ve
konsantrasyonu 2,0 mg/ml olan ana stok hazirlandi.
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e Ana stok konsantransyon 1:50 olacak sekilde distile su ile sulandirild1 ve
40pg/ml konsantrasyonda ara stok hazirlandi.

e Ara stoktan kaplanan plakanin kuyucuk biiyiikliigiine gore kollajen tip IV

cozeltisi ¢ekildi ve kuyucuklara birakild.

Plakalar 37°C’de 1 gece bekletildi.

Kollajen tip IV ¢ozeltisi kuyucuklardan cekilip atildi.

Kuyucuklar %70’lik etanol ile yikandi.

Kuyucuklar 3 defa steril 1xPBS ile yikand.

Taban1 kaplayacak sekilde 1xPBS kuyucuklara brrakildi ve plakalar

kullanilacagi zamana kadar +37°C’de bekletildi.

e Plakalar kullanilmadan 6nce kuyucuklardaki 1xPBS ¢ekilip atildi ve
plakalarm kurumasi beklendi.

Immiinofloresan boyalarin hazirlanist

Immiinofloresan boyama tekniginin temeli, floresan isaretli antikorlarm spesifik
antijenleri ile etkilesmesine izin verilmesi ve olusan trtinlerin floresan mikroskop
altinda gozlemlenmesine dayanmaktadir. Aydnlatildig: 1siktan daha, uzun tek bir
dalga boyunda 151k yayan bilesenler floresan 6zellik gosterirler. Floresan boyalar
florokrom olarak adlandirilir (Beutner, 1961).

PC-12 Adh hiicreleri, %10 at serumu, %5 fotal dana serumu ve %1
penisilin/streptomisin igeren DMEM biiyiime besiyerinde yeterli yogunluga
ulastiktan sonra flasktaki besiyeri cekilip atilmig ve Sml farklilagma besiyeri (%1
fetal bovine serum ve %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM) flaska eklenerek ve
kaziyici1 yardimiyla hiicreler kaldirilmistir. Hiicre sayimi yapildiktan sonra her
kuyucukta 96°lik plakada 2x10° hiicre olacak sekilde kollajen IV kaph plakalara
hiicre ekim yapilmistir. Yaklasik 6 saat boyunca hiicrelerin plaka tabanina
yapismasi beklenmistir. Kuyucuklardaki besiyeri atilmis ve kontrol, NGF,
Trikostatin A, RG108 ve ilaglar+NGF igeren kombinasyonlara ait konsantrasyonlar
farklilagsma besiyeri i¢inde belirli kuyucuklara eklenmistir.

Daha sonra hiicre farklilasmasi igin 7 giin plakalar inkiibe edilmistir. 7 glinliik hiicre
farklilasmasi ve norit gelisimi bakimindan plakalar Leica DM 300 inverted
mikroskop ile fotograflanmis ve analiz edilmistir.

96°lik plakalarda immiinofloresan boyamanin yapilist

e Hiicreler 1xPBS soliisyonu ile ytkanmis ve her %80 metanol ile 5 dakika
fikse edilmistir.

e Hiicreler 1xPBS ile yikanmis ve %0.1 PBS-Tween 20 ile 20 dakika
permeabilize edilmistir

e Birincil antikorun (Anti-beta Il Tubulin [2G10] antikoru, (Abcam,
ab78078)) 0zgiil olmayan baglanmalarin1 dnlemek amaciyla hiicreler
%35 FBS, %5 at serumu, %10 BSA ve 0,3M glisin igeren 1xPBS ile 1
saat inkiibe edilmistir.

e Antikorlar1 sulandirmak amaciyla da ayni ¢6zelti kullanilmis ve birincil
antikor 1:250 oraninda diliie edimistir.

e Sulandirilan antikor her kuyucuga 100 pl dagitilmis ve kollajen IV kaplt
96’lik plaka bir gece +4°C’de birakilmstur.
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e inkiibasyon siiresi sonunda birincil antikoru igeren karisim
kuyucuklardan ¢ekilip atilmis ve hiicreler 1xPBS ile yikanmustir.

e Yikama sonrasinda birincil antikorda kullanilan ayni ¢ozeltiyle 1:500
oraninda sulandirilan ikincil antikor (Goat anti-mouse 1gG H&L (Alexa
Fluor®488), (Abcam, ab150113)) her kuyucuga 100 pl dagitilmis ve 1
saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyon siiresinin son 10 dakikasinda ikincil antikorlu karisima 10
ul Hoechst 33258 eklenerek ¢ekirdek boyamasi yapilmustir.

e Plaka Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader -cihazina
yerlestirilmis ve hiicreler fotograflanmistir..

Norit Uzunlugu Analizi

Sigan feokromasitoma (PC-12 Adh) hiicre hatti daha once de bahsedildigi gibi
noronal farklilagma ve 6zgiin biiylime faktorii sinyallerinin arastirilmasi i¢cin yaygin
olarak kullanilan bir noronal sistem modelidir. PC-12 hiicreleri sinir biiyiime
faktoric (NGF) ile uyarildigi zaman, hiicre dongiisiinde durma, serumsuz
besiyerinde hayatta kalma ve norit uzamasi gibi sempatik néronlarin 6zelliklerini
taklit ettikleri varsayilmaktadir. PC-12 Adh hiicrelerinde, nitrik oksit gibi spesifik
ndrotransmitterlerin tiretimi de dahil olmak {izere norit uzamasi, proliferasyonun
durmasi gibi olaylar, noronal fenotipin bir 6zelligidir(Huang ve ark., 2003).
NGF’in diger li¢ nitrik oksit sentetaz izoformlarini indiikleyerek nitrik oksit
iiretimini artirdigi ve NGF yoklugunda da nitrik oksitin tek basina NO-cGMP-PKG
yolagiyla ekstraseliiler sinyalleri diizenleyen kinaz (ERK) aktivasyonunu sagladigi
gosterilmistir(Yamazaki ve ark., 2005).

Bu calismada NGF pozitif kontrol olarak 100 nM konsantrasyonda kullanilmistir.
%10 At serumu, %5 FBS, %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM besiyerinde
uygun biiyiikliige ve sayrya ulasan PC-12 hiicreleri, kaziyic1 yardimiyla kaldirilarak
Cedex XS ile daha once bahsedilen sekilde sayilmis ve besiyeri %1 FBS ve %1
penisilin/streptomisin igeren DMEM farklilasma besiyeri ile degistirilerek her
kuyucukta 2x10° hiicre olacak sekilde, kollajen IV ile kapli olan 96 kuyucuklu BD
BioCoat™ Collagen IV Cellware plakalarina 100 ul besiyeri igerisinde ekim
yapilmistir. Hiicrelerin plaka tabanma tutunmasi i¢in 6 saatlik inkiibasyon stiresi
sonunda farklilagsma besiyeri ile taze hazirlanan konsantrasyon gruplar1 su
sekildedir:

DMSO (%0.1) kontrol,

NGF (100 nM),

TSA (10, 100 nM),

NGF (100 nM) + TSA (10, 100 nM),
RG108 (10, 100 nM),

NGF (100 nM) + RG108 (10, 100 nM).

[lag konsantrasyonlari, kuyucuktaki besiyerleri gekildikten sonra her kuyucukta
100 pl olacak sekilde uygulanmistir. Hiicrelerin ila¢ konsantrasyonlari ile 7 giin
inkiibasyonu sonunda, kuyucuklar rasgele fotograflanarak her konsantrasyondan
Leica DM 300 Inverted mikroskop ile yaklasik 15 fotograf cekilmistir.
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Norit uzunlugu analizi, kontrole gére ndrit biiylimesi gézlenen:
NGF (100 nM),

NGF (100 nM) + TSA (100 nM),

NGF (100 nM) + TSA (10 nM),

NGF (100 nM) + RG108 (100 nM),

NGF (100 nM) + RG108 (10 nM),

konsantrasyonlar1 igin yapilmistir. Norit uzunlugu analizi igin rasgele gekilen
fotograflar arasindan en az 20 norit bulunan fotograflar arasindan her
konsantrasyon grubu i¢in 5 adet fotograf olmak iizere toplamda 25 fotograf
secilmistir.

Secilen her bir fotografta norit uzunlugu hiicre somasinin iki kat1 ve iizerinde olan
rasgele 20 adet hiicre isaretlenmis ve bu hiicrelerden ¢ikan en uzun noritin eger
varsa en uzun dali 6l¢giilerek 1 hiicrenin ndrit uzunlugu olarak kaydedilmistir. Bir
fotografta 20, toplamda bir konsantrasyon i¢in ise 100 hiicrenin ndrit uzunlugu
mikroskobun analiz  programi ile piksel cinsinden Olgiilmiistiir. Daha sonra
uzunluklar toplanmig, 100°e boliinmiis ve her konsantrasyon grubu i¢in bir ndritin
ortalama uzunlugu elde edilmistir. Piksel cinsinden elde edilen bu deger
mikrometreye ¢evrilerek grafik ¢izilmistir.

Norit Uzamast ile Iligkili Olarak MMP-2 (Matriks Metalloproteinaz-2)
Miktarinin Belirlenmesi

Ekstraseliiler matriks (ESM), hiicreleraras1 bosluklarda 6zel bir ortam olusturan
dinamik ve interaktif bir yapidir (Libby ve ark., 1999). Hiicre-matriks etkilesmeleri
ESM bilesenlerinin hidrolizinden sorumlu olan proteolitik enzimler(ekstraselliiler
proteazlar) tarafindan diizenlenir. Bu enzim sistemlerinin i¢inde MMP’ler 6nemli
bir grubu olusturmaktadir. MMP’ler, ESM bilesenlerini yikima ugratan Zn++ ve
Ca++’a bagimli notral endopeptidaz ailesi olarak bilinirler. Bu enzimler ESM
yapisinin bilesimini ve biitlinliigiinii diizenleyerek matriks molekiilleri tarafindan
olusturulan sinyallerin kontrolii, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve 6liimiinde
de temel rol oynar. MMP’ler, normal dokularda diisiik diizeyde eksprese edilirler
ve bir¢ok biyolojik siiregte rol oynarlar. Bunlar arasinda kemigin yeniden
modellenmesi, yara iyilesmesi, anjiyojenez, inflamasyon, apoptozis, immiin cevap
gelisimi, embriyonik gelisim, blastosit implantasyonu, organ morfogenezi, sinir
hiicre gelisimi, oviilasyon, servikal dilatasyon, postpartum uterin involiisyonu,
endometriyal siklus ve sag folikiilii siklusu sayilabilir (Nagase ve Woessner, 1999).

MMP-2 ELISA Yontemi

Bu ¢alismada PC-12 Adh hiicrelerindeki MMP-2 miktarini belirlemek icin ELIZA
(Enzim baglantili immiinosorbent yontemi) kullanilmigtir. PC-12 Adh hiicreleri,
kontrol, RG108, TSA, NGF ve ilag kombinasyonlarini igeren konsantrasyonlarda
farklilagma besiyeri igerisinde 7 gilin boyunca inkiibasyona birakilmistir. 7 giliniin
sonunda hiicre supernatantlar1 toplanmisg, santrifiijlenmis ve siipernatantlar buz
tizerinde bekletilerek Rat MMP-2 ELISA Kiti ile gruplara ait siipernatantlarda
MMP-2 miktarmnm 6l¢iimii yapilmistir. Bu yontemde, kit igerisinde yer alan MMP-
2 proteinine 6zgii bir poliklonal antikor ile kaplanmis 96’lik kuyucuklu plaka
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kullanilmistir. Kit igerisinde bulunan MMP-2 miktarlar1 belli olan standart
konsantrasyonlar ve Orneklere ait MMP-2 konsantrasyonlar1 bilinmeyen
supernatantlar ayni anda kit prosediiriine uygun olarak plakaya yerlestirilmistir.
Y 6ntem uygulandiktan sonra absorbans 6l¢iimii yapilmis ve konsantrasyonu bilinen
standartlarin absorbans degerlerine gore bir standart egrisi ¢izilmistir. Standart egri
grafigi bulgularda verilmistir. Bu egri yardimiyla orneklere ait MMP-2
absorbanslarma gore MMP-2 miktarlar1 hesaplanmistir. Gruplara ait MMP-2
miktarlarin ortalamalar1 alinarak gruplara gore grafik ¢izilmistir.

MMP-2 ELISA yontemine gore, ilk inkiibasyon sirasinda 6rnek ve standartlardaki
MMP-2 antijeni plakanin tabaninda yer alan MMP 2 antikoruna baglanir.
Yikamadan sonra, MMP-2 i¢in spesifik olan biotinlenmis monoklonal bir anti-
MMP-2 antikoru eklenir, tekrar yikanir ve kuyucuklara HRP-konjugath
streptavidin eklenir. Ugiincii inkiibasyondan ve baglanmamis enzimler yikandiktan
sonra, renk TUretebilmek icin TMB substrat soliisyonu eklenir. Bu asamada
kuyucuklarda renk degisimi gozlenir. Bu rengin yogunlugu dogrudan ilk 6rnekte
bulunan MMP 2 konsantrasyonu ile orantilidir. Stop soliisyonu eklenerek renk
degisimi durdurulur ve absorbans d6l¢iimii yapilir.

MMP-2 Miktarimin ELISA Yéntemiyle Olciilmesi

6’11 plakaya her kuyucukta 4x10* hiicre olacak sekilde %1 FBS igeren DMEM
farklilagsma besiyeriyle hiicrelerin ekimi yapilmis Ve 6 saat sonra taze hazirlanmus:

DMSO (%0.1) kontrol,

NGF (100 nM),

NGF (100 nM) + TSA (100 nM),
NGF (100 nM) + TSA (10 nM),
NGF (100 nM) + RG108 (100 nM),

NGF (100 nM) + RG108 (10 nM) konsantrasyonlar1 2 mL farklilasma besiyeri
icerisinde kuyucuklara uygulanmistir. 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
hiicrelerin stipernatantlar1 toplanmis ve santrifiijlenmistir.

Kit prosediiriine gore MMP-2 standartlar1 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312 ve 0.156
ng/mL olacak sekilde diliie edilmistir. Standartlar ve 6rnekler kit i¢erisinde yer alan
96’11k plakaya yerlestirilmis ve tizeri filmle kapatilarak 37°C’de 2 saat inkiibasyona
birakilmistir. 2 saatin sonunda kit igerigine uygun hazirlanan 100 pL Detection
Reagent A kuyucuklara eklenmis ve iizeri filmle kapatilmistir. Plaka 1 saat 37°C’de
inkiibasyona birakildiktan sonra kuyucuklar taze hazirlanan yikama soliisyonuyla
her kuyucuga 200 pL soliisyon eklenerek 3 kez yikanmis ve her kuyucuga kit
icerigine uygun hazirlanan Detection Reagent B eklenmis ve iizeri filmle
kapatilmistir. Plaka 30 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra kuyucuklar
her kuyucuga 200 pL soliisyon eklenerek 5 kez yikanmustir. Yikama sonunda her
kuyucuga 100 uLL TMB Substrat1 eklenmis ve kuyucuklardaki MMP 2 miktariyla
dogru orantili olarak mavi renk olusmaya baslamstir. Uzeri filmle kapah olarak 30
dakika 37°C’de birakilan plakaya, siire sonunda 100 pL reaksiyonu durdurma (stop)
cozeltisi eklenmis ve rengin maviden sartya donmesi beklenmistir. Sar1 renk
goriildiikten sonra kuyucuklarin absorbansi1 Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode
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Reader ile 450 nm dalga boyunda okunmustur. Herbir grup 5n olarak ¢aligilmustur.
Standart grafigine gore elde edilen formiil kullanilarak O6rneklerin absorbans
degerlerine gore MMP-2 miktarlar1 belirlenmistir.

istatistiksel Analiz

MTT analizi, invazyon ve migrasyon slope grafikleri, MMP-2 konsantrasyonlar1 ve
norit analizi, SPSS Statistics 17.0 programi kullanilarak, tek yonliic ANOVA ile
post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak analiz edilmistir. Anlamlilik degerleri;
p>0.05 fark yok, p<0.05* fark var, p<0.01** 6nemli derecede fark var, p<0.001***
cok onemli derecede fark var olarak degerlendirilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

Trikostatin A ve RG108’in PC-12 Adh Hiicrelerinde Sitotoksik Etkilerinin
MTT Yontemi ile Degerlendirilmesi

PC-12 Adh hiicreleri 200, 100, 10, 1 uM ve 100, 10 nM TSA ve RG108
konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Her bir inkiibasyon
sonunda TSA ve RG108’in PC-12 Adh hiicreleri tizerinde sitotoksik etkileri, MTT
yontemi ile belirlenmistir.

Deney gruplarina ait MTT absorbans degerleri Cytation 3 Cell Imaging Multi-
Mode Reader (Biotek) cihazinda 450 nm dalga boyunda okutulmustur. DMSO
(%0.1) kontrol grubunun absorbans degeri %100 kabul edilerek her bir 6rnegin %
hiicre canlilik degerleri belirlenmis, her bir gruba ait 24 ve 48. saatteki % canlilik
degerleri hesaplanmistir. Renk olusumuna gore alinan absorbans degerleri, hiicre
canlilig1 ile korelasyon gostermektedir. Gruplara ait % canlilik degerleri Sekil 24
ve Tablo 2’ de verilmistir.

Ozellikle TSA’ nin 200, 100 ve 10 uM konsantrasyonlarinin hem 24. hem de 48.
saatte, 1 uM konsantrasyonunun ise 24. saatte % canlilik degerleri kontrole gore
onemli derecede azalmistir. PC-12 Adh hiicrelerinde, TSA’nin 200, 100, 10 ve 1
uM konsantrasyonlarinda onemli sitotoksik etkiler gozlenmistir (p<0.05%,
p<0.01**, p<0.001***),

TSA MTT Analizi
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100,00
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N Kontrol ®200 uM 100 uM 0pyM ®E1pM E100nM ®10nM

Sekil 24. TSA Konsantrasyonlarinin, PC-12 Adh Hiicre Hattinda MTT Yontemine Gore
Hesaplanan 24. ve 48. Saatlerdeki % Canhlik Degerleri ve Istatistiksel Olarak
Degerlendirilmesi (Ortalama + Standart Sapma) ( n=8) (p<0.05%*, p<0.01**, p<0.001***)

PC-12 hiicrelerinde 24. saatteki % canlilik degerleri, kontrol grubuna gdre 200, 100,
10, 1 uM ve 100, 10 nM TSA konsantrasyonlarinda sirasiyla % 43.03, 45.16, 60.47,
67.68, 73.54 ve 78.62 olarak hesaplanmaistir. Istatistiksel anlamlilik degeri, kontrol
grubuna gore 24. saatte 200 ve 100 uM TSA konsantrasyonlarinda p<0.001™", 10
uM’da p<0.01**, 1 uM TSA konsantrasyonunda p<0.05* olarak belirlenmistir.
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PC-12 Adh hiicrelerinde 48. saatteki % canlilik degerleri, kontrol grubuna gore 200,
100, 10, 1 uM ve 100, 10 nM TSA konsantrasyonlarinda sirastyla % 6.89, 12.44,
34.95, 78.54, 92.81, 86.47 olarak hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik degeri,
kontrol grubuna gore 48. saatte 200, 100 ve 10 uM TSA konsantrasyonlarinda
p<0.001"" olarak belirlenmistir. TSA konsantrasyonlarinin 48. saatte % canlilik
degerleri konsantrasyon artigina gore sirasiyla, %86.47, 92.81, 78.54, 34.95, 12.44
ve 6.89 oraninda belirlenmistir.

PC-12 Adh hiicrelerinde TSA konsantrasyonlarmin MTT sonuglarma gore
hesaplanan % hiicre canlilik degerleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. TSA’min Farkh Konsantrasyonlarinin PC-12 Adh Hiicre Hatt1 Uzerinde MTT Testi
Sonuglarina Gore % Canlilik Degerleri

% Canlihik Degerleri (Kontrol % 100)

TSA 24 saat 48 saat
konsantrasyonlari

200 pM 43.03 6.89

100 pM 45.16 12.44
10 uM 60.47 34.95
1 pM 67.68 78.54
100 nM 73.54 92.81
10 nM 78.62 86.47

PC-12 Adh hiicrelerinde 24. saatteki % canlilik degerleri, kontrol grubuna gore 200,
100, 10, 1 uM ve 100, 10 nM RG108 konsantrasyonlarinda sirasiyla % 81.90,
86.26, 99.22, 103.24, 116.10, 115.58 olarak hesaplanmustir. Ozellikle 10 nM
RG108 konsantrasyonunda 24. saatte PC-12 Adh hiicre proliferasyonu artmis, 200
uM konsantrasyonda da azalmis, ancak anlamlilik bulunmamustir (p>0.05).

PC-12 Adh hiicrelerinde 48. saatteki % canlilik degerleri, kontrol grubuna gore 200,
100, 10, 1 uM ve 100, 10 nM RG108 konsantrasyonlarinda sirastyla % 77.62,
79.62, 85.76, 98.53, 102.78 ve 94.73 olarak hesaplanmistir. Bu verilere gore diisiik
RG108 konsantrasyonlarinin 48. saatte PC-12 Adh hiicreleri iizerinde onemli
sitotoksik etkileri goriilmemistir. 200 ve 100 uM RG108 konsantrasyonlarinda ise
hiicre proliferasyonunu kontrole gére azalmis ancak istatistiksel olarak anlamlilik
belirlenmemistir (Sekil 25) (p>0.05).
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RG108 MTT Analizi
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Sekil 25. RG108 Konsantrasyonlarimin, PC-12 Adh Hiicre Hattinda MTT Yontemine Gore
Hesaplanan 24. ve 48. Saatlerdeki % Canhhk Degerleri ve Istatistiksel Olarak
Degerlendirilmesi (Ortalama + Standart Sapma) ( n=8) (p>0.05; anlamsiz)

PC-12 Adh hiicrelerinde RG108 konsantrasyonlarmin MTT sonuglarina gore
hesaplanan % canlilik degerleri Tablo 3’te goriilmektedir.

Tablo 3. RG108’in PC-12 Adh Hiicre Hatti Uzerinde MTT Testi Sonuclarina Gére % Canhhk
Degerleri

% Canlilik Degerleri (Kontrol % 100)

RG108 24 saat 48 saat
konsantrasyonlari

200 pM 81.90 77.62
100 pM 86.26 79.62
10 pM 99.22 85.76
1 uM 103.24 98.53
100 nM 116.10 102.78
10 nM 115.58 94.73

Bu galismada TSA’nin 200, 100 ve 10 konsantrasyonlarmin hem 24. saatte hem de
48. saatte, 1 uM konsantrasyonunun ise yalnizca 24. saatte, PC-12 hiicrelerinde,
konsantrasyon ve zamana bagl olarak sitotoksik etkileri belirlenmistir. RG108’in
ise uygulanan hi¢bir konsantrasyonda anlamli sitotoksik etkisi analiz edilmemistir,
ancak hiicre proliferasyonunun kontrole gore yiiksek RG108 konsantrasyonlarinda
azaldig1 gorilmistir. MTT analizi % canlilik degerleri sonuglarma gore, daha
sonraki deneyler sitotoksik etkilerin goriilmedigi 100 ve 10 nM TSA ve RG108
konsantrasyonlari ile ¢alisilmistir.
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Literatiir taramasinda, TSA ve RG108’in PC-12 Adh hiicre hatt1 tizerindeki
sitotoksisitelerini gosteren herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak, 5-
azasitidin, 5-aza-2’-deoksisitidin, zebularine, prokain, epigallokatesin-3-gallat
(EGCG) ve RG108 kullanilarak yapilan bir galigmada, DNMT inhibitorlerinin TK6
(insan lenfoblastoit hiicresi), Jurkat (lenfosit hiicresi), KG-1 (insan kemik iligi) ve
HCT-116 (insan kolorektal karsinoma) hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri
aragtirtlmigtir. Bu ¢aligma sonucunda RG108’in, 10-100 mM konsantrasyon
araliginda sitotoksik ve genotoksik etkisinin bulunmadigi gosterilmistir ve 200
nmol/L RG108’in tam DNA metiltransferaz inhibisyonu yaptigi kanitlanmistir
(Stresemann, 2006). Brueckner ve arkadaslarinin NALM6 ve HCT 116 hiicre hatlar1
tizerinde yaptiklar1 bir calismada RG108’in IC50 konsantrasyonunun 115 nmol/L
oldugu rapor edilmistir. (Brueckner ve ark., 2005).

Haifeng Wang ve arkadaslar1 tarafindan, C17.2 néronal kok hiicreleri iizerinde bir
histon deasetilaz inhibitorii olan Trikostatin A’nin sitotoksik etkilerinin WST-1
yontemi ile arastirildigi bir calismada, 250 ve 500 nM TSA konsantrasyonunun
noronal kok hiicre sayisini kontrole gore 6nemli derecede azalttigi agiklanmistir.

Serebellar graniil ndronlariyla yapilan bir MTT ¢alismasinda ise TSA’nin 24. saatte
100 nM ve lizeri konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir (Brad
ve ark., 2006).

TSA’nin  kullanildigi bagka bir calismada, 30 nM’a kadar artan TSA
konsantrasyonlariyla kortikal noronal hiicreler 14 giin inkiibe edilmistir. Sonrasinda
yapilan MTT calismasinda, 30 nM TSA konsantrasyonu kullanilan hiicrelerde
proliferasyonun anlamli derecede arttigi goriilmiistiir (Jeonga ve ark., 2003).

Bir HDAC inhibitorii olarak kanser tedavisinde kullanilan, TSA’nin, 100 nM ve
tizeri konsantrasyonlarda, insan meme kanseri hiicrelerinde (Sun ve ark., 2014),
osteosarkomada (Dong-Dong ve ark., 2012), néroblastomada (Hamnera ve ark.,
2008) ve insan gastrik kanser hiicre hatlarinda (Ju-Hee ve ark., 2006) in vitro
antitlimoral etkisi oldugu rapor edilmistir.

Trikostatin A ve RG108’in PC-12 Adh Hiicrelerinde Hiicre Farkhilasmasina
Etkisinin Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) Kullanilarak
Degerlendirilmesi

RTCA DP sistemiyle 96’lik altin ve elektrot kapl plakalarin her bir kuyucuguna
100 pL de 1x10* sayida PC-12 Adh hiicreleri ekilmis ve hiicrelerin farklilasma
medyumu i¢indeki biiyiime, ¢cogalma ve 6zellikle farklilasmaya bagli olarak alian
hiicre indeks (cell index) degerlerine gore ¢izilen grafikler belirli zaman
araliklarinda bilgisayar baglantili sistemle es zamanl olarak izlenmistir. Hiicreler
belirli bir hiicre indeks degerine ulastigi zaman (24. saatte) kuyucuklardaki
hiicrelerin iizerine asagidaki deney gruplarmna ait konsantrasyonlar farklilasma
besiyeri iginde 8n olarak uygulanmustir.

Bu ¢alismada ger¢ek zamanli hiicre analiz sisteminde (RTCA DP) kontrol ve ilag
konsantrasyonlarinin PC-12 Adh hiicreleri iizerinde zamana bagli olarak hiicre
indeks degerleri 7 giin siiresince izlenmis ve cihazin RTCA DP Software 1.2.1
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programinda hiicre indeks degerleri zamana gore grafiklendirilerek
degerlendirilmistir (Sekil 26).

Bu caligmada PC-12 Adh hiicrelerine uygulanan konsantrasyonlar farklilagsma
medymu iginde (%1 serum) uygulandigi i¢in cell index degerindeki artis,
proliferasyondan daha ¢ok hiicrelerin farklilasarak ndéron uzantisi yapmasi ile
iliskilendirilmistir (Dwane ve ark., 2013).
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Sekil 26. PC-12 Adh _Hiicrelerinde Farkhlasma Besiyeri ile Uygulanan Tiim Deney
Gruplarimin RTCA DP lle Kaydedilen 7 Giinliik Hiicre Indeks Degerlerinin Grafigi

Sekil 27 ve Tablo 4’te goriildiigii gibi ilk 3 giinliik inkiibasyon siiresince gruplar
arasindaki hiicre indeks degerleri birbirine yakin olmakla birlikte, en fazla hiicre
indeks artis1 100 ve 10 nM TSA konsantrasyonlarinda goriiliirken, 4 ve 7. gilinler
arasinda ise farklilagsmaya bagl olarak NGF (100 nM) ve NGF+ TSA kombinasyon
gruplarinda gdriilmiistiir. Ozellikle 7 giinliik inkiibasyon sonunda, en fazla norit
uzunluk ve dallanmasimin belirlendigi NGF+TSA (100 nM) kombin uygulama
grubunda, hiicre farklilasmasina bagli olarak, hiicre indeks degerlerinin artmis

oldugu analiz edilmistir.
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Sekil 27. PC-12 Adh Hiicrelerinde DMSO (%0.1) Kontrol, NGF (100 Nm) Ve TSA (10 ve 100
nM) Konsantrasyonlarimmn RTCA DP Analiz Sistemi Ile Cizilen 7 Giinliik Hiicre Indeks

Degerlerinin Grafigi
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Tablo 4. DMSO (%0.1) Kontrol, NGF (100 nM) Ve TSA (10 ya da 100 nM)
Konsantrasyonlarinin PC-12 Adh Hiicrelerinde 7 Giiniin Sonunda RTCA DP’deki Hiicre
Indeks (CI) Degerleri

GRUPLAR 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin 6. giin 7. giin
DMSO  (%0.1) | 1,57 3.68 4.53 4.59 4.41 4.25 4.23
kontrol

NGF (100nM) 1.61 3.64 4.22 4.52 5.06 5.43 3.06
TSA (100nM) 1.43 3.77 4.79 4.72 4.50 4.50 4.99
TSA (10nM) 1.42 3.73 4.64 4.72 4.53 4.40 4.56
NGF (100nM) + | 1.42 3.88 4.19 4.60 5.30 5.88 4.12
TSA (100nM)

NGF (100nM) + | 1.41 3.56 4.07 4.47 5.07 5.58 3.22
TSA (10nM)

Sekil 28 ve Tablo 5’te goriildiigii gibi ilk 3 giinliik inkiibasyon siiresince gruplar
arasindaki hiicre indeks degerleri birbirine yakin olmakla birlikte, en fazla hiicre
indeks artis1 100 ve 10 nM RG108 konsantrasyonlarinda goriiliirken, 4 ve 7. giinler
arasinda ise farklilasmaya bagli olarak NGF (100 nM) ve NGF+ RG108
kombinasyon gruplarinda gériilmiistiir. Ozellikle 7 giinliik inkiibasyon sonunda, en
fazla norit uzunluk ve dallanmasinin belirlendigi NGF+TSA (100 nM) kombin
uygulama grubunda, hiicre farklilasmasina bagli olarak, hiicre indeks degerlerinin
artmis oldugu analiz edilmistir.
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Sekil 28. PC-12 Adh Hiicrelerinde DMSO (%0.1) Kontrol, NGF (100 nM) Ve RG108 (10 ve
100 nM) Konsantrasyonlarimn RTCA DP Analiz Sistemi Ile Cizilen 7 Giinliik Hiicre indeks
Degerlerinin Grafigi
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Tablo 5. DMSO (%0.1) Kontrol, NGF (100 nM) Ve RG108 (10 ya da 100 nM)
Konsantrasyonlarinin PC-12 Adh Hiicrelerinde 7 Giiniin Sonunda RTCA DP’deki Hiicre
Indeks (CI) Degerleri

GRUPLAR 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin 6. giin 7. giin
DMSO  (%0.1) | 1.57 3.68 4.53 4.59 4.41 4.25 4.23
kontrol

NGF (100nM) 1.61 3.64 4.22 4.52 5.06 5.43 3.06
RG108 (100nM) | 1.57 3.79 4.74 4.74 4.49 4.36 4.54
RG108 (10nM) 1.47 3.67 4.59 4.65 4.45 4.37 4.56
NGF (100nM) + | 1.49 3.58 4.19 4.55 5.17 5.58 2.81
RG108 (100nM)

NGF (100nM) + | 1.33 3.43 4.01 4.28 4.78 5.25 3.58
RG108 (10nM)

Sekil 29°de TSA ve RG108’e ait ila¢ konsantrasyonlarmin NGF ile kombin
uygulanig1 sonunda elde edilen hiicre indeks degerlerine ait karsilastirmali grafik
verilmistir. 7 giinliik inkiibasyon sonunda, en fazla nérit uzunluk ve dallanmasimin
sirastyla NGF+TSA (100 nM)kombin uygulamasinda oldugu, NGF+RG108 (100
ve 10 nM) ile NGF+TSA (10 nM) kombin uygulamalarinda, hiicre farklilasmasina
bagli olarak, hiicre indeks degerlerinin ise birbirine ¢ok yakin oldugu goériilmektedir
(Tablo 4 ve 5).
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Sekil 29. PC-12 Adh Hiicrelerinde DMSO (%0.1) Kontrol, NGF (100 nM), NGF (100 nM)+
RG108 (10 ve 100 nM) Ve NGF (100 nM)+ TSA (10 ve 100 nM) Konsantrasyonlarimmin RTCA
DP Analiz Sistemi fle Cizilen 7 Giinliik Hiicre indeks Degerlerinin Grafigi

Yapilan literatiir taramasinda PC-12 Adh hiicrelerinin ger¢cek zamanli analiz
sisteminde Trikostatin A ve RG108 uygulamasi1 sonunda hiicre farklilagmasini
degerlendiren bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak bizim ¢aligmamiza benzer
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olarak, SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatt1 ile yapilan bir ¢aligmada, ndronal
farklilasmay1 6lgmek icin RTCA-DP sistemi kullanilmustir. 1x10* ya da 2x10*
siklikta ekilen hiicrelere farklilagsma besiyeri olarak 50 nM IGF-1 igeren serumsuz
DMEM eklenmistir. Farklilasmaya bagl olarak hiicre indeks degerlerinin arttig1
rapor edilmistir (Dwane ve ark., 2013).

7 giinlik hiicre indeksi degerlerinin grafiklerine bakildiginda, DMSO (%0.1)
kontrol ve NGF icermeyen, RG108 (10 ve 100 nM) ve TSA (10 ve 100 nM)
kuyucuklarmin hiicre indeksi degerleri 4. giine kadar artmakta, 4. giinden sonra ise
ayni oranda seyretmektedir. NGF (100 nM) ve NGF (100 nM) + TSA ve RG108
kombinasyon gruplarinin hiicre indeksi degerleri ise 4. giinden sonra hizla
artmaktadir. RTCA-DP cihazi, altin elektrotlar iceren 6zel plakalarin(e-plate),
hiicrelerin plaka tabanina tutunmasiyla olusan elektriksel sinyali istenilen 6l¢iim
araliklarinda ekrana yansitmasi yontemiyle gercek zamanli veriler olusmasi
prensibiyle c¢alisir. PC-12 Adh hiicreleri, farklilagmaya bagladiklar1 zaman
proliferasyonlart durur ve nérit uzantilari olusturmaya baslarlar. PC-12 Adh
hiicrelerinin farklilasarak olusturdugu noritler de elektriksel sinyal alimina yol agar.
4. glinde hizla artan hiicre indeksi degerleri, norit gelisimi ile paraleldir.

Trikostatin A ve RG108’in PC-12 Adh Hiicrelerinde Hiicre invazyonuna
Etkisinin Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) Kullanilarak
Degerlendirilmesi

Yukarida bulgular1 verilmis olan hiicre farklilasmasini degerlendirdigimiz gergek
zamanl analiz sistemi sonuglarina gore, PC-12 Adh hiicrelerinin invazif etkisini
arastirmak i¢in farklilagmanin ve norit gelisiminin en fazla oldugu gruplar iizerinde
caligilmustir.

Bu ¢aligmada, norit gelisimi agisindan en etkili kombinasyonlar se¢ilmis ve PC12-
Adh hiicreleri iizerindeki invazif etkileri karsilastirilmistir. Ayrica DMSO kontrol
ve pozitif kontrol olarak da NGF 100 nM kullanilmistir. Invazyon ¢alismasinda
CIM plakanin iist odaciklar1 %5 oraninda matrijel ile kaplanmis ve her kuyucuga
farklilasma besiyeri i¢inde 2x10* PC-12 Adh hiicreleri ekilmistir. Daha sonra
hiicreler iizerine deney gruplarma ait konsantrasyon uygulamalar1 yapilmis ve CIM
plakalar RTCA DP cihazinda 72 saat inkiibasyuna birakilmis ve siire boyunca
hiicrelerin matrijeli eritip invaziv 6zellik kazanip kazanmadig1 analiz edilmistir.

Sekil 30°da goriildiigii gibi 72 saat inkiibasyon sonunda kontrol ve NGF grubuna
gore sirastyla NGF(100 nM) + TSA(100 nM) ve NGF(100 nM) + RG108(100 nM)
ila¢ kombinasyonlarinda PC-12 Adh hiicrelerinin invazyonunun artmis oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle NGF+TSA(100 nM) kombin uygulanan grupta hiicrelerin
en fazla invazif 6zellik kazandigi, RTCA DP Software 1.2.1 programinda hiicre
indeks degerlerine gore ¢izilen slope grafigi ile analiz edilmistir (Sekil 31).
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Sekil 30. RTCA DP Sisteminde PC-12 Adh Hiicreleri Uzerinde RG108 ve TSA
Konsantrasyonlarinin invazyon Grafigi
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Sekil 31. RTCA DP Sisteminde PC-12 Adh Hiicreleri Uzerinde RG108 ve TSA
Konsantrasyonlariin invazyon Slope Grafigi (p<0.01**, p<0.001***)

Trikostatin A ve RG108’in PC-12 Adh Hiicrelerinde Hiicre Migrasyonuna
Etkisinin Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) Kullanilarak
Degerlendirilmesi

Yukarida bulgular1 verilmis olan hiicre farklilasmasmi degerlendirdigimiz gercek
zamanli analiz sistemi sonuglarina gore, PC-12 Adh hiicrelerinin migrasyon etkisini
arastirmak i¢in farklilagmanin ve ndrit gelisiminin en fazla oldugu gruplar {izerinde
caligilmustir.

Bu c¢alismada, norit gelisimi agisindan en etkili kombinasyonlarm PC-12 Adh
hiicrelerinin migrasyonuna etkileri arastirilmigtir. Ayrica DMSO kontrol ve pozitif
kontrol olarak da NGF 100 nM kullanilmistir. Migrasyon c¢alismasinda CIM
plakanin iist odacigindaki her kuyuya farklilagsma besiyeri iginde 2x10* PC-12 Adh
hiicresi ekilmistir. Daha sonra hiicreler lizerine deney gruplarina ait konsantrasyon
uygulamalar1 yapilmis ve CIM plaklar RTCA DP cihazinda 72 saat inkiibasyuna
birakilmis ve siire boyunca hiicrelerin migrasyon 6zellikleri analiz edilmistir.

Sekil 32°de goriildiigii gibi 72 saat inkiibasyon sonunda kontrol ve NGF grubuna
gore sirastyla NGF(100 nM) + TSA(100 nM) ve NGF(100 nM) + RG108(100 nM)
ila¢ kombinasyonlarinda PC-12 Adh hiicrelerinin migrasyonunun artmis oldugu
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RTCA DP Software 1.2.1 programinda hiicre indeks degerlerine gore ¢izilen slope
grafigi ile analiz edilmistir (Sekil 33).
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Sekil 32. RTCA DP Sisteminde PC-12 Adh Hiicreleri Uzerinde RG108 ve TSA
Konsantrasyonlarimin Migrasyon Grafigi
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Sekil 33. RTCA DP Sisteminde PC-12 Adh Hiicreleri Uzerinde RG108 ve TSA
Konsantrasyonlarimin Migrasyon Slope Grafigi (p<0.01**)

Invazyon ve migrasyon ¢alismalarinin sonuglarma gére ilag kombinasyonlarinin
PC12-Adh hiicreleri lizerinde 72 saat inkiibasyonu sonunda, kontrol ve NGF
gruplarmma gore, sirastyla NGF(100 nM) + TSA(100 nM) ve NGF(100 nM) +
RG108(100 nM) gruplarinda en fazla invazyon ve migrasyon  oldugu
belirlenmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucuna gore, invazyon diizeyi kontrole
gore NGF + TSA (100 nM) konsantrasyonda p<0.001***, NGF + RG108 (100
nM) konsantrasyonda da p<0.01** anlamlilikta artis gostermistir. Migrasyonda ise
kontrole gére NGF + TSA (100 nM) ve NGF + RG108 (100 nM) konsantrasyonda
kontrole gére p<0.01** anlamlilikta artig bulunmustur.

Migrasyonun morfolojik analizi

PC-12 Adh hiicreleri, farklilagsma besiyeri icinde RTCA DP migrasyon yonteminde
kullanilan konsantrasyonlar ile The Oris™ Cell Migration dl¢iim kiti kullanilarak
24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda,
migrasyon yapmis hiicrelerin ¢ekirdekleri Hoechst 33258 floresan boya ile
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boyanmis, ve Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader kullanilarak
fotograflanmigtir.

Sekil 34-39°de goriildiigii gibi ve gergek zamanli analiz sistemi migrasyon
sonuglarimiza da paralele olarak PC-12 Adh hiicrelerinin kontrol ve NGF
gruplarma gore swrasiyla NGF+TSA(100 nM) ve NGF+RG108(100nM) ilag
kombinasyonlarinda migrasyonun artmis oldugu goriilmistiir.

1000 pm 1000 pm

Sekil 34. Kontrol ve NGF (100 nM) Grubuna ait 24. Saatteki Migrasyon Yapan PC-12 Adh
Hiicrelerinin Hoechst 33258 ile Floresan Boyanms Gériintiisii (Cytation 3 Cell Imaging
Multi-Mode Reader, Objektif x20 )

1000 pm my 0001

Sekil 35. NGF (100 nM) + RG108 (100 nM) ve NGF (100 nM) +TSA (100 nM) 24. Saatteki
Migrasyon Yapan PC-12 Adh Hiicrelerinin Hoechst 33258 ile Floresan Boyanmis Gériintiisii
(Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader, Objektif x20)
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Sekil 36. Kontrol ve NGF (100 nM) Grubuna ait 48. Saatteki Migrasyon Yapan PC-12 Adh
Hiicrelerinin Hoechst 33258 ile Floresan Boyanmis Goriintiisii (Cytation 3 Cell Imaging
Multi-Mode Reader Objektif x20)
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Sekil 37. NGF (100 nM) + RG108 (100 nM) ve NGF (100 nM) +TSA (100 nM) 48. Saatteki
Migrasyon Yapan PC-12 Adh Hiicrelerinin Hoechst 33258 ile Floresan Boyanmis Goriintiisii
(Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader Objektif x20 )

1000 pm 1000 pm

Sekil 38. Kontrol ve NGF (100 nM) Grubuna ait 72. Saatteki Migrasyon Yapan PC-12 Adh
Hiicrelerinin Hoechst 33258 ile Floresan Boyanmis Goriintiisii (Cytation 3 Cell Imaging
Multi-Mode Reader Objektif x20 )
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Sekil 39. NGF (100 nM) + RG108 (100 nM) ve NGF (100 nM) +TSA (100 nM) 72. Saatteki
Migrasyon Yapan PC-12 Adh Hiicrelerinin Hoechst 33258 ile Floresan Boyanmis Goriintiisii
(Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader Objektif x20)

Embriyo gelisimi sirasinda milyonlarca sinir hiicresi ventrikiiler ve subventrikiiler
bolgeden, santral sinir sistemindeki yerlerine hareket ederler. Embriyonun gelisimi
sirasinda ndronlar, dogru yerlere go¢ ederek uygun sinapslar1 yapmadiklarinda
gelisim geriliklerine rastlanmaktadir. Pek cok nérodejeneratif hastaligin sebebi de
noronal migrasyon bozukluklarindan kaynaklanmaktadir (Reiner ve ark., 2009).

Yapilan literatiir taramasinda, TSA ve RG108 ile RTCA DP sisteminde PC-12 Adh
hiicrelerinin invazyon ve migrasyonu iizerine yapilan herhangi bir g¢alismaya
rastlanmamistir. TSA ile vaskiiler diiz kas hiicreleri ile yapilan bir migrasyon
deneyinde pipet ucuyla plaka tabani ¢izilmis ve 48 saat sonra 0.5 pumol/L TSA
konsantrasyonu igeren hiicrelerin migrasyonunun kontrol grubuna gore daha hizl
oldugu bulunmustur. TSA’nin, reaktif oksijen radikallerinden thioredoxin 1
seviyesini azaltarak migrasyonu hizlandirdig: bildirilmistir (Songi ve ark., 2010).

Yapilan bagka bir ¢calismada da pek gok esansiyel protein kompleksinin yapisinda
yer alan bir protein olan, insan hematopoietik kok hiicresi 117 proteininin
(HSPC117) hiicre migrasyonu iizerine etkileri incelenmistir. Insan plasenta
koryokarsinom 3 hiicrelerinin (JEG-3) bulundugu plakanin tabani bir pipet ucu
yardimiyla ¢izilmis ve 50, 75 nM konsantrasyonda bir histon deasetilaz inhibitorii
olan TSA ve RG108 ile ayn1 gruptan bir DNMT inhibitérii olan 5-aza-2’-
deoksisitidin ile 3 giin inkiibasyona birakilmistir. 3 giiniin sonunda bu iki ilag
grubununda hiicre migrasyonunun artirdigi bildirilmistir (Ma ve ark., 2014).

Norit gelisiminden farkli olarak TSA’nin, kii¢lik hiicreli akciger kanserinde (Seol
ve ark. 2014), endometriyal karsinoma hiicrelerinde (Yang ve ark., 2013),
endotelyal hiicrelerde (Takada ve ark., 2006), hepatik satellit hiicrelerde (Rombouts
ve ark., 2002), kolon karsinoma (Kim ve ark., 2003) hiicrelerinde migrasyonu
inhibe ettigi, endometriyal adenokarsinoma hiicrelerinde ise migrasyonu
indiikledigini bildiren (Uchida ve ark., 2007) ¢aligmalar vardir. Ayrica RG108 ve
TSA’nin kombine halde HL-60 (kiigiik hiicreli akciger kanseri) hiicre hattinda
migrasyonu inhibe ettigine dair de bir ¢aligsma bulunmaktadir (Jurate ve ark., 2012).
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MMP-2 (Matriks Metalloproteinaz-2) Miktarinin Belirlenmesi

Bu calismada TSA ve RG108’in 6zellikle hiicre migrasyonu ve norit uzamast ile
iliskisini aragtirmak i¢in NGF + TSA ve RG108’in farkli konsantrasyonlar1 ile
farklilasma medyumunda 7 giin inkiibe edilen PC-12 Adh hiicre
stipernatantlarindaki MMP-2 miktarlar1 USCN Life Science Rat MMP 2 ELISA Kiti
(Katalog no: SEA100Ra) kullanilarak belirlenmistir.

MMP-2 miktarin1 belirlemek i¢in 6nce belirli MMP-2 standartlarinin 450 nm’deki
absorbans degerlerine gore bir standart egri ¢izilmistir (Sekil 39). Bu egrinin
hazirlanmasinda kit iceriginde yer alan ve MMP-2 miktarlar1 bilinen standartlarin
kit prosediiriine gore dl¢iilen absorbans degerleri kullanilmistir. Daha sonra MMP-
2 standart grafiginden elde edilen formiile gore (y=ax+b), NGF ve TSA ile RG108,
kombinasyonlarin absorbans degerlerine gore oOrneklerin MMP-2 miktarlari
hesaplanmistir.

Tablo 6. MMP-2 Standartlarimin 450 nm’deki Absorbans Degerleri

MMP-2 Standartlan 450 nm’deki Absorbans Degerleri
10 ng/mL 0,265 0,282
5 ng/mL 0,152 0,17
2,5 ng/mL 0,151 0,114
1,25 ng/mL 0,127 0,148
0,625 ng/mL 0,147 0,109
0,312 ng/mL 0,124 0,107
0,156 ng/mL 0,079 0,101
MMP-2 Standart Grafigi
12,000 y=64,2x-6,77
R=1
§ £.000
E 6,000 _-__'_,.
E 4,000 -"-,-.lf
% : J}’ﬁ%
gt
0,100 0,120 0140 0,480 Ab::;rs‘“.t;:}:rr: 0230 0,240 o280 0280

Sekil 40. MMP 2 Standart Grafigi (n=2; ort+st.sapma)

PC-12 Adh hiicrelerine uygulanan konsantrasyonlarmm 7 giinliik inkiibasyonu
sonunda, gruplara ait siipernatantlarin ELIZA’da 450 nm’de &lgiilen MMP-2
absorbans degerlerine karsilik gelen MMP-2 miktarlarini (ng/mL) gosteren grafik
Sekil 40°da goriilmektedir.
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Sekil 41. RG108 ve TSA konsantrasyonlarimn 7. Giin sonunda PC-12 Adh Hiicre Hatt
Uzerinde MMP-2 Miktarina Etkisi (n=5; ort+st.sapma) (p<0.05*, p<0.01**)

Santral sinir sistemi gelisimi sirasinda, hiicre migrasyonu, norit gelisimi ve sinaptik
plastisite gibi olaylarda MMP-2 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (Galko ve
Tessier-Lavigne, 2000; Webber ve ark., 2002). MMP-2, biiyiime konisinde yer alir
ve norit gelisimi srasinda, santral sinir sisteminin ekstraseliiler matriks
proteinlerinden olan kondrotitin siilfat proteoglikanlarin1 (CSPGs) proteolitik
olarak pargalayarak norit gelisiminde gorev alir (Hayashita ve ark., 2001).

MMP’larin, NGF gibi norotrofik faktorlerin inaktif formlar1 izerindeki proteolitik
stireclerde ve aktif formlarina doniismelerinnde etkili oldugu gosterilmistir (Lee ve
ark., 2001). Bu nedenle, MMP’ler hiicrenin fizyolojik ve patolojik durumlarda
migrasyonu gibi temel fonksiyonlarin siirdiiriilebilmesi i¢in esansiyeldir. Sinir
sisteminde, fizyolojik ve patolojik doku modellemesi sirasinda hiicre hareketliligini
MMP’lerin sagladigina dair kanitlar mevcuttur (Ould-Yahoui ve ark., 2013).

Bu calismada PC12-Adh hiicrelerinde kontrol (%0.1 DMSO), 100 nM NGF, NGF
+ RG108(100nM), NGF + RG108(10 nM), NGF + TSA(100 nM), NGF + TSA(10
nM) gruplarina ait 7. giin sonundaki MMP-2 miktarlar1 sirasiyla 0.48, 0.86, 0.96,
0.87, 1.20 ng/mL, 1.14 ng/mL olarak hesaplanmistir. Bu sonuclar migrasyon ve
norit analiz sonuglarimizla uyumluluk gostermektedir (Sekil 41).

Yapilan istatistiksel analiz sonucuna gore, MMP-2 diizeyi kontrole gore NGF +
TSA (100 nM) konsantrasyonda p<0.01**, NGF + TSA (10 nM) ve NGF + RG108
(100 nM) konsantrasyonlarda da p<0.05* anlamlilikta artis gostermistir.

AlexaFluor®488 Ve Hoechst 33258 ile immiinofloresan Boyama

Sekil 42-47°da, 7. giiniin sonunda norit farklilagsma ve uzamasinin oldugu NGF +
TSA ve NGF + RG108 kombine gruplarinin kontrol ve pozitif kontrol NGF
grubuna gore floresan goriintiilerinin karsilagtirilmasi goriilmektedir. Bu ¢alismada,
noronal iskeletin yapisinda bulunan beta-III tubuline 6zgii bir antikor olan anti-beta
[11 tubulin (Abcam, ab78078) ile PC-12 Adh hiicrelerindeki tubulinler isaretlenmis
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ve arkasindan kegi anti-fare IgG H&L AlexaFluor®488 (Abcam, ab150113) ile
beta-III tubulinler immiinofloresan olarak boyanmustir. Mikrotiibiil boyamasmin
ardindan Hoechst 33342 ile niikkleus boyamasi yapismustir.

Sekil 42. Kontrol (%0.1 DMSO) Grubu PC-12 Adh Hiicrelerinin 7. Giiniin Sonundaki
Immiinofloresan Goriintiisii (A ve B) (yesil: AlexaFluor®488, mavi: Hoechst 33342, Cytation
3 Cell Imaging Multi-Mode Reader, Objektif x20).
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Sekil 43. NGF (100 nM) Grubu PC-12 Adh Hiicrelerinin 7. Giiniin Sonundaki
Immiinofloresan Gériintiisii (A ve B) (yesil: AlexaFluor®488, mavi: Hoechst 33342, Cytation
3 Cell Imaging Multi-Mode Reader, Objektif x20)
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Sekil 44. NGF (100 nM) + RG108 (10 nM) Grubu Ait PC-12 Adh Hiicrelerinin 7. Giiniin
Sonundaki immiinofloresan Goriintiisii (A ve B) (yesil: AlexaFluor®488, mavi: Hoechst
33342, Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader, Objektif x20)
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Sekil 45. NGF (100 nM) + RG108 (100 nM) Grubu PC-12 Adh Hiicrelerinin 7. Giiniin
Sonundaki Immiinofloresan Goriintiisii (A ve B) (yesil: AlexaFluor®488, mavi: Hoechst
33342, Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader, Objektif x20)

69


http://www.biotek.com/products/accessories/objective-25x-mag-zeiss-275x-eff/

Sekil 46. NGF (100 nM) + TSA (10 nM) Grubu PC-12 Adh Hiicrelerinin 7. Giiniin Sonundaki
Immiinofloresan Gériintiisii (A ve B) (yesil: AlexaFluor®488, mavi: Hoechst 33342, Cytation
3 Cell Imaging Multi-Mode Reader Objective x20)
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Sekil 47. NGF (100 nM) + TSA (100 nM) Grubu PC-12 Adh Hiicrelerinin 7. Giiniin Sonundaki
Immiinofloresan Gériintiisii (A ve B) (yesil: AlexaFluor®488, mavi: Hoechst 33342, Cytation
3 Cell Imaging Multi-Mode Reader, Objektif x20)

Yapilan literatiir taramasinda, ndritlerin sekonder antikor kullanilarak
immiinofloresan boyalarla boyanmasi yontemini iceren pek c¢ok caligmaya
rastlanmistir. Uzun yillardir kullanilan bir yontemdir. 1988 yilinda yapilan bir
calismada, NGF ile indiiklenen norit gelisimi sirasinda mikrotiibiil ile iliskili
proteinlerin (MAPS) ekspresyonu arastirilmistir. Anti beta III tubulin kullanilarak
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yapilan immiinofloresan boyamada, olgun ndron hiicrelerin karakteristik bir
proteini olan MAP1’in ekspresyonu, PC-12 hiicrelerindeki norit geligimi sirasinda
artmamis, tam aksine gelismekte olan noronlarda ifade edilen MAP3 ve MAP5
ekspresyonu artmistir (Brugg ve Matus, 1988).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada, NGF ve proNGF’nin PC-12 hiicreleri
iizerindeki ndrit gelisimini etkileme mekanizmalar1 arastirilmigtir. Bu ¢aligmada,
aktin ve beta tubulin antikorlari immiinofloresan boyalar ile boyanarak hiicre
iskeletindeki dagilimlarma bakilmigtir (D’Onofrio ve ark., 2011).

NGeF ile farklilagmasi indiiklenen PC-12 hiicrelerindeki, tau ve aktin proteinlerinin
yerlesimlerinin arastirildigi bir ¢alismada, tubulin antikorlar1 kullanilmis ve tau ve
aktin arasindaki NGF tarafindan indiiklenmis etkilesime mikrotiibiillerin bir
katkisinin olmadigi gosterilmistir (Yu ve Rasenick, 2006).

PC-12 hiicrelerinin alt klonu olan NS-1 hiicreleri ile yapilan bir ndrotoksisite
calismasinda, daha 6nce norit gelisimini inhibe ettigi bildirilmis 16 adet kimyasal
kullanilmigtir. NS-1 hiicreleri 100 ng/mL NGF ile 72 saat inkiibe edildikten sonra
anti-beta III tubulin primer antikoru ile tubulinler isaretlenmis, sonrasinda
AlexaFluor488 ile floresan boyama yapilmis, kuyucuklar fotograflanmis ve norit
analizi yapilmistr. Aymi islem 1 puM — ImM konsantrasyon araliginda
kimyasallarin uygulandigr kuyucuklar i¢in de yapilmistir. Daha sonra hiicre
canlilig1 ve norit uzunlugu 6lgiilerek inhibisyon analizi yapilmistir (Radio ve ark.,
2008).

Norit Uzunlugu Analizi

Sekil 48-52’de herbir grupta norit analizi i¢in kullanilan 5 farkli fotograftan, birer
ornek goriilmektedir. Fotograflar Leica DM 300 Inverted mikroskop ile ¢cekilmis ve
norit uzunlugu mikroskobun analiz programu ile piksel cinsinden 6lgiilmiistiir. Daha
sonra gruba ait tiim norit uzunluklari toplanmis, 100’¢ b6 liinmiis ve herbir grup i¢in
bir ndritin ortalama uzunlugu elde edilmistir. Daha sonra piksel cinsinden elde
edilen bu deger mikrometreye ¢evrilerek de grafiklendirilmistir (Sekil 53).

Calismamizda Sekil 53’de goriildiigii gibi, gruplar arasinda norit uzunlugu en fazla
NGF (100 nM) + TSA (100 nM) konsntrasyonda belirlenmis olup, ortalama norit
uzunlugu 1430.71 um olarak hesaplanmistir. NGF (100 nM) + RG108 (100 nM)
uygulanan grupta ortalama nérit uzunlugu 1185.61; NGF (100 nM)+TSA (10
nM)’da 1169.67 ve NGF (100 nM) + RG108 (10 nM) grubunda da 1139.28 olarak
analiz edilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu norit gelisimi ve uzamasinda
etkili oldugu bilinen 100 nM NGF (pozitif kontrol) grubuna gore ortalama norit
uzunlugu NGF + TSA (100 nM)’da p<0.001***, NGF + TSA (10 nM) ve NGF +
RG108 (100 nM)’da p<0.01**, NGF + RG108 (10 nM) grubunda da p<0.05*
olarak anlamli bulunmustur. Norit uzunlugu sonuglarimiz morfolojik goriintii ve
migrasyon analiz sonuglarimizla paralellik gostermektedir. Caliymamizda ndrit
uzamasi tlizerine Trikostatin A’nin, RG108’den daha fazla etkili oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 48. PC-12 Adh Hiicrelerinin NGF (100 nM) ile 7 Giin inkiibasyonu Sonunda Rasgele
Secilen 20 Hiicrenin En Uzun Noritinin Ve Noritin Yaptig1 En Uzun Dalin Analiz Goriintiisii
(Leica DM 300 Inverted mikroskop biiyiitmesi x100)

Sekil 49. PC12-Adh hiicrelerinin NGF (100 nM) + RG108 (10 nM) ile 7 Giin inkiibasyonu
Sonunda Rasgele Segilen 20 Hiicrenin En Uzun Néritinin Ve Noritin Yaptii En Uzun Dalin
Analiz Goriintiisii (Leica DM 300 Inverted mikroskop biiyiitmesi x100)
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Sekil 50. PC12-Adh hiicrelerinin NGF (100 nM) + RG108 (100 nM) ile 7 Giin inkiibasyonu
Sonunda Rasgele Secilen 20 Hiicrenin En Uzun Néritinin Ve Noritin YaptiZi En Uzun Dalin
Analiz Goriintiisii (Leica DM 300 Inverted mikroskop biiyiitmesi x100)

7
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Sekil 51. PC12-Adh hiicrelerinin NGF (100 nM) + TSA (10 nM) ile 7 Giin inkiibasyonu
Sonunda Rasgele Secilen 20 Hiicrenin En Uzun Néritinin Ve Noritin YaptiZi En Uzun Dalin
Analiz Goriintiisii (Leica DM 300 Inverted mikroskop biiyiitmesi x100)
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Sekil 52. PC12-Adh hiicrelerinin NGF (100 nM) + TSA (100 nM ile 7 Giin inkiibasyonu
Sonunda Rasgele Secilen 20 Hiicrenin En Uzun Noritinin Ve Noritin Yaptigi En Uzun Dalin
Analiz Goriintiisii (Leica DM 300 Inverted mikroskop biiyiitmesi x100)

1600
1400
1200
1000
800
600

400

Ortalama norit uzunlugu (um)

200

0
NGF (100 nM)

+RG108 (10
nM)

1139,282008

NGF (100 nM)

Hum 769,2005438

*x * %k
Tf{FG(foOgO[{(“,”o) NGF (100 nM) | NGF (100 nM)
nM) +TSA (10 nM) | +TSA (100 nM)

1185,605426 1169,668112 1430,706999

Sekil 53. PC-12 Adh Hiicrelerinin TSA Ve RG108 Konsantrasyonlari ile 7 Giin inkiibasyonu
Sonunda Gruplara Gore Ortalama Norit Uzunlugu (5 farkl rastgele alanda toplam 100 nérit
uzunlugunun ortalamasi) (p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***)

Bu ¢aligmada, ndrit uzunlugu analizi, norit biiyiimesi gozlenen NGF (100 nM),
NGF (100 nM) + RG108 (10, 100 nM) ve NGF (100 nM) + TSA (10, 100 nM)
konsantrasyonlar1 i¢in yapilmigtir. Norit uzunlugu analizi i¢in rasgele ¢ekilen
fotograflardan en az 20 norit bulunan fotograflar arasindan her konsantrasyon grubu
icin 5 adet fotograf olmak iizere toplamda 25 fotograf secilmistir. Bir fotografta 20,
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toplamda bir konsantrasyon i¢in ise 100 hiicrenin ndrit uzunlugu mikroskobun
analiz programi ile piksel cinsinden 6l¢lilmiistiir. Daha sonra uzunluklar toplanmus,
100’e boliinmiis ve her konsantrasyon grubu i¢in bir ndritin ortalama uzunlugu elde
edilmistir. Sonrasinda piksel cinsinden elde edilen degerler mikrometreye
cevrilerek bir grafik cizilmistir. Bizim ¢alismamiza paralel olarak, Takashi ve
arkadaslar1 tarafindan 2002 yilinda yapilan bir calismada, PC-12 hiicre
farklilasmasini kantitatif analizi icin 3 farkli yontem degerlendirilmistir. Oncelikle
ELISA yontemiyle, norit gelisimi sirasinda ifadesi artan B-tubulin III gibi ndronal
markerlarin 6l¢iimii yapilmistir. Daha sonra farklilasma sirasinda miktar1 azalan
laktat dehidrogenaz (LDH) ve miktar1 artan mitokondriyal NADH-dehidrogenaz
aktivitesine bakilmistir. Sonrasinda, PC-12 hiicreleri 96’11 plakalara 15000
hiicre/cm? yogunlukta ekilmis, iki giin sonra bilyiime besiyeri cesitli ndrotrofik
faktorler iceren (NGF, 2E11, EGF (epidermal biiyiime faktorii), bFGF (fibroblast
bliylime faktorii) ve IL-6 farklilasma besiyerleri ile degistirilmistir. 5 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda, hiicre somasinin 2 kat1 uzunlugundaki noritler pozitif
olarak kabul edilmis ve her hiicredeki en uzun norit 6l¢iilmiistiir. Her plaka i¢in 100
hiicreden fazla 6l¢iim yapilarak norit analizi yapilmistir. En uzun norit uzunlugu
100 ng/mL NGF kullanilarak elde edilmistir, elde edilen ndrit analizi sonuglari,
diger 2 yontem sonuglar1 ile de paralellik gostermistir (Takashi ve ark., 2002).
Bizim c¢alismamizda da, bu ¢alismaya benzer olarak norit indiiksiyonu i¢in 100
ng/mL NGF kullanilmis ve norit uzamasinda etkili oldugu goriilmiistiir. Yapilan
literatlir taramasinda bir DNA metiltransferaz inhibitorii olan RG108’in ndrit
gelisimi ve uzamasi tlizerine etkilerinin arastirildigi herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Trikostatin A’ nin ve diger histon deasetilaz inhibitérlerinin, néron
farklilasmas1 ve uzamasi lizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalar mevcuttur
(Hasan ve ark., 2013; Suzuki-Mizushima ve ark., 2002; Brandon ve ark., 2007;
Gaub ve ark., 2010). Biz de bu ¢alismada norit gelisimi ve uzamasinda etkili oldugu
bilinen NGF ve Trikostatin A’nin etkileri ile yeni bir DNA metiltransferaz
inhibitorii olan RG108’in etkilerini karsilastirmay1 amagladik. Bulgularimiza gore
PC-12 Adh hiicrelerinde NGF + TSA (100 nM) konsantrasyonda ndrit uzunlugunu
en fazla (1430.70 pum) belirlememize ragmen, NGF + RG108 (100 nM)
konsantrasyonda da ndrit gelisiminin oldugu ve norit uzunlugunun 1185.61 pm
oldugunu belirledik.

Norotoksikanlarm PC-12 hiicreleri iizerindeki indiikleyici etkisinin incelendigi bir
calismada ise norit analizi yaninda, Western blotlama ile GAP-43 ve sinapsin |
miktarlarma bakilmistir. PC-12 hiicreleri, tip I kollajen ile kaplanmis 12°1i plakalara
bilyiime besiyeri igerisinde 2x10° yogunlukta ekilmis ve iki saat sonra besiyeri 50
ng/mL NGF ve/veya ila¢ konsantrasyonlarini igeren (MAP kinaz inhibitorii U0126
5-30 uM ve PKC inhibitorii bisindolilmaleimit I 1.25-5 uM) serumsuz farklilagsma
besiyeri ile degistirilmistir. Hiicrelere 2., 4., ve 6. giinde NGF eklenmistir. 7 giin
boyunca, her kuyudan 2 alan, toplamda yaklasik 10 alan fotograflanmistir. Hiicre
somasina esit boyda uzantisi olan her hiicre norit pozitif kabul edilmis ve toplam
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norit pozitif hiicre sayis1 bulunmustur. Daha sonra NIH Image software kullanilarak
ndrit pozitif hiicrelerin en uzun noritleri 6l¢iilmiis ve ndrit uzunluklar1 toplanmis ve
ortalama alinmistir. Norit analizi sonuglari ile norit gelisimi sirasinda ifadesi artan
GAP-43 protein miktarlari, dogru orantili bulunmustur. Bu nedenle GAP-43, PC-
12 hiicre farklilasmasi i¢in bir indikator olabilecegi bildirilmistir (Kaberi ve ark.,
2004).

Tamplenizza ve arkadaslar1 tarafindan 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada, yilizey
topografisinin PC-12 farklilagmasindaki etkileri incelenmistir. Deney boyunca
hiicreler, 50 ng/mL NGF igeren farklilasma besiyerinde veya NGF igermeyen
serumsuz besiyerinde, diiz ya da TiO: ile kapl yiizeylerde inkiibasyona
birakilmistir. 24 ve 48. saatte hiicreler fotograflanmistir. Norit uzunlugu 20 uM’1n
iizerinde olan hiicreler norit pozitif olarak kabul edilmistir ve pozitif ndritin en uzun
dali ve eger varsa yaptig1 en uzun dallanma 6lgiilerek norit uzunlugu hesaplanmis
ve aritmetik ortalamalar1 bulunmustur. 20x ve 40x’lik objektifler ile rasgele cekilen
fotograflar taranarak once fotograftaki toplam hiicre sayis1 (N), daha sonra norit
pozitif hiicre sayis1 (n) bulunmus ve farklilagsma faktorii, R=100*n/N formiiliiyle
hesaplanmistir. Her konsantrasyon i¢in en az 100 hiicre 6lgiilmiistiir. Deney
sonucunda TIiO2 kapli yiizeyin, norit gelisimini, NOS (nitrik oksit sentaz)
ekspresyonunu artirarak pERK1/2 sinyal yolagi iizerinden aktive ettigi sonucuna
varilmistir (Tamplenizza ve ark., 2013).

Liao ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan bir arastirmada,
curcuminoidlerin  PC-12 hiicrelerindeki norit gelisimi  {izerine etkilerinin
arastirldig1 bir ¢alismada, poly-L-lizin kapli 6’1 plakalara 3x10° hiicre/mL
yogunlukta biiyiime besiyeri icerisinde ekim yapilmis, 24 saat sonra 30 dakika
MEK1/2, U0126 inhibitorleriyle inkiibe edilmistir. Hiicreler {izerine farklilagsma
besiyeri igerisinde curcumin, DMC (demetoksicurcumin) ve BDMC
(bisdemetoksikurkumin) (10, 20 uM) konsantrasyonlar1 ile kontrol gruplarina da
(DMSO (%0.1), ve NGF (50 ng/mL)) uygulanmistir. 72 saat sonra her kuyudan en
az 100 hiicre iceren 2 alan fotograflanmis, en az hiicre somasi ile esit uzunlukta
ndritlere sahip hiicreler sayilmis ve norit uzunluklari 6l¢iilmiistiir. Daha sonra her
konsantrasyona ait ortalama norit uzunlugu bulunmustur. Norit uzunlugu iizerine
en etkili curcuminoid, curcumin 20 uM’dir. Western blot analizleri sonucunda
kurkumin ve DMC’in CREB proteinini fosforile ettigi ve CRE-reporter gen
aktivitesini indiikledigi bildirilmistir (Liao ve ark., 2012).

Nororejenerasyon, ndronlarin endojen olarak korunmasi, ndroplastisite ve norit
biiyiimesini kapsayan bir kavramdir (Enciu ve ark., 2011). Norojenezin baslica
morfolojik karakteristigi, norit gelisimini takip eden akson ve dendritlerin
dallanmasidir (Kiryushko ve ark., 2004). Norit olusumu ve sekillenmesi temel
olarak sinir sistemi gelisimi ve patogenezi ile iliskilendirilmektedir (Hagg, 2009).

Norit gelisimi, néronlarin gelisimi sirasinda hedeflerine ulagsmak i¢in olusturduklar1
cikmtilarin bir ag haline gelmesi ve bunun sonucunda ndronal baglantilarin
olusmasi olarak agiklanabilen bir siirectir. PC12 hiicreleri ndronal fenotipin
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farklilagmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir in vitro modeldir. Ancak bu hiicreler,
sempatik ndronlara benzer oOzellikler gosterse de belirgin akson ve sinaps
yapmamalar1 kullanimlarini sinirlamaktadir ve ilerleyen pasajlarda hiicre fenotipi
boliinmeye bagl olarak bozulmaktadir. /n vitro noronal farklilasma genellikle
norojenik ligandlarin reseptdre baglanmasi sonucunda tetiklenir. Baglanma
sonrasinda, ¢esitli intraseliiler sinyal yolaklar1 aktive olur ve bu aktivasyon hiicre
iskeletinin yeniden diizenlenmesi ve ndrit olusumu ile sonuglanir.

Noropatolojik siireglerde, histonlarin hiicresel asetilasyon homeoztazisinin
bozulmasi son yillarda dikkat ¢ekmistir (Hahnen ve ark., 2008). Pek ¢ok ¢alisma
ozellikle, nérodejenerasyonun asir1 histon deasetilasyonu ile sonuglanan histon
asetiltransferaz aktivitesindeki (HAT) genel distis ile iliskili oldugunu
gostermektedir (Jin ve ark., 2011; Rouaux ve ark., 2003). Bu nedenle HDAC
inhibitorlerinin terapotik etkileri ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklar iizerinde test
edilmis ve Huntington hastaligi, amiyotrofik lateral sklerozis ve deneysel
otoimmiin ensefalomiyelit modelleri {izerinde basarili sonuglar elde edilmistir.

HDAC], DNA ile iliskili proteinlerin asetilasyonunu diizenler ve boylece kromatin
yapismi degistirerek transkripsiyonel aktivitede degisikliklere neden olur (Bolden
ve ark., 2006). Kiiciik molekiillii HDAC inhibitérleri ile HDAC aktivitesinin inhibe
olabilmesi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde énemli kazanmistir (Cheng ve
ark., 2004). Yapilan calismalarda, valproik asidin(VPA) hipokampal noéronal
progenitor hiicrelerdeki noronal farklilasmayi artirdigi(Hsieh ve ark., 2004, Yu ve
ark., 2009), suberoilanilid hidroksamit asit (SAHA), MS-275 ve M344 gibi HDAC
inhibitorlerinin de erigkin 6nbeyin prekiirsor hiicrelerinde néronal farklilasmay1
arttirdig1 rapor edilmistir. (Siebzehnrubl ve ark., 2007). HDAC enzim inhibisyonun,
transkripsiyon faktorleri ile etkilesimi kolaylastiran promotdr lokuslarin agilmasini
saglayan histon asetilasyonunda artisa neden olarak Bu etki pek ¢ok genin
ekspresyonunda artirdig1 agiklanmustir (Robert ve ark., 2010). Ozellikle bir HDACi
olan TSA’nin hiicre dongiisiinii G1 ve G2 fazinda durdurarak néronal farklilasmay1
indiikledigi bildirilmistir (David ve ark., 2001). Biermann ve arkadaslarmin bir
calismasinda da TSA’nin embriyonik fare ndronal kok hiicrelerinde astrosit
farklilagmasini azaltarak noronal farklilagsmayi artirdigi gosterilmistir (Biermann ve
ark., 2011). TSA’nin, rat hipokampal noral progenitdr hiicrelerinde, néro 2a
hiicrelerinde ve retinal ganglion hiicre hatti RGC-5 hiicrelerinde farklilagmay1
indiikledigi ve norit gelisimini artirdig1 gosterilmistir (Schwechter ve ark., 2007).
TSA tarafindan indiiklenen kortikal ndronal biiylime ve nérojenez ERK (Hao ve
ark., 2004) ve JNK (Yamauchi ve ark., 2007) yolaginin aktivasyonunu ve GSK3
regililasyonunu (Hall ve ark., 2002) i¢erdigi aciklanmistir. Ayrica TSA’nin, bellek
konsolidasyonu sirasinda belirli genlerin ekspresyonunu artirdigi (Vecsey ve ark.,
2007) ve sigan inme modellerinde, noronal sag kalimi artirdig1 (Jeonga ve ark.,
2003) ve noroproteksiyonu sagladigi (Xu ve ark., 2007) gosterilmistir. Hasan ve
arkadaglarmm 2007 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada, Sprague-Dawley cinsi sigan
embriyosu serebral korteks tizerinde iskemi modeli gelistirilmis veTSA ve valproik
asidin BDNF ekspresyon seviyelerini artirarak norit gelisimini indiikledigi ve
ndroproteksiyon sagladigi gosterilmistir(Hasan ve ark., 2013). Baska bir calismada
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bir HDAI olan sodyum biitiratin ve trikostatin A’nm PC-12 hiicrelerindeki norit
gelisimi ve uzamasi lizerinde etkili oldugu agiklanmistir (Suzuki-Mizushima ve
ark., 2002). Di Giovanni ve arkadaslari tarafindan 2006 yilinda yapilan bir
caligmada, tiimor supressor p53 proteininin ndronal apoptozu indiikledigi yolaktan
farkli  bir post-translasyonel yolak iizerinden norit gelisimi ve akson
rejenerasyonunda etkili oldugu gosterilmistir (Di Giovanni ve ark., 2006). Bir
calismada da, TSA’nin, transkripsiyona bagli bir mekanizma ile norit gelisimini
artirdig ve noron gelisimi markerlarindan olan GAP-43 proteininin ekspresyonunu
artirdig1 da gosterilmistir. (Gaub ve ark., 2010).

DNA metilasyonu en sik ¢alisilan epigenetik mekanizma olup, embriyonik gelisim,
transkripsiyon, kromatin yapisi, X-kromozom inaktivasyonu, genomik
“imprinting”’in diizenlenmesi ve kromatin kararliliginin korunmasinda fonksiyon
gormektedir (Robertson, 2005). DNA metilasyonunun transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasini engelleyerek veya metilli DNA’ya baglanan protein kompleksleri
sayesinde kromatin yapisini degistirerek genlerin ifadesini baskiladigi bildirilmistir
(Bora ve Yurter, 2007). Modifiye edilmis histonlar gibi metillenmis CpG
niikleotidleri de transkripsiyonel baskilayicilari calistirarak ya da transkripsiyonel
aktivatorlerin baglanmasini engelleyerek gen ekspresyonunu diizenlerler (Miranda
ve Jones, 2007; Greenberg ve ark., 1986).

DNA metiltransferazlar, memeli genomlarinda S-adenozilmetiyonin’den sitozine
bir metil grubunun transferine aracilik eden tek enzim olarak bilinmektedir (Goll &
Bestor, 2005). Anormal DNA metilasyonu, kanser de dahil pek ¢ok patoloji i¢in en
iyi karakterize edilmis epigenetik 6zelliktir (Robertson, 2005).

Son yillarda gelistirilmis olan bir DNMTi olan RG108, HCT116 hiicre hattinda
promotdr metilasyonu tarafindan baskilanan P16'N%% ve TIMP3 gibi tiimér
baskilayici genleri aktive ettigi gosterilmistir (Stresemann ve ark., 2006).

Shoumei ve arkadaslarimin yaptiklar1 bir ¢aligmada, hiicre ya da dokuya 06zgii
farklilasmada epigenetik yeniden programlamanin roliiniin anlagilabilmesi i¢in PC-
12 hiicrelerinin NGF ile indiiklenerek noronal hiicrelere doniisiimiinde DNA
metiltransferazlarin rolii arastirilmistir. Bu ¢calismada farklilasma sirasinda DNMT 1
ve DNMT3a enzim seviyelerinin oldukca azaldigi, DNMT3b’nin ise arttig1
bulunmustur (Shoumei ve ark., 2005).

Miller ve Sweat tarafindan 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada, siganlarda korku
sartlanmasi egitiminden sonra hipokampal DNMT mRNA ekspresyonunda ve
hipokampiisiin CA1 bolgesindeki DNMT larin 5-aza-deoksisititin ve zebularine ile
inhibisyonundan sonra donma davranismin belirgin dl¢lide azaldigi bu nedenle
DNMT larin anilarin bir araya getirilmesinde gerekli oldugunu 6ne siirmiistiir.
DNA metilasyonunun bellek baskilayic1 gen olan PP1’in susturulmasini 6nledigi
diigiiniilmiistiir. Reelin gibi bazi spesifik genlerin metilasyonunda artisa da neden
oldugu bildirilmistir. Reelinin, ndronal migrasyon ve ndroplastisite sirasinda
yiiksek miktarda ifade edilen hiicre-hiicre kontrollerinden sorumlu bir ekstraseliiler
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matriks glikoproteini oldugu agiklanmistir (Weeber ve ark., 2002; D’arcangelo,
2005).

Bu tez c¢alismasinda, PC-12 Adh hiicrelerinde nérit analizi, baska kantitatif
yontemlerle desteklenmis, RTCA DP hiicre indeksi grafikleri, migrasyon analizleri,
MMP-2 miktarlar1 ve PC-12 hiicrelerinde floresan boyalarla morfolojik olarak norit
goriintiileri, norit uzunluk analizi sonuglarimiz ile paralellik gostermistir.
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SONUC VE ONERILER

Bu calismada; 6zellikle kanser tedavisinde kullanilabilecegi iizerinde ¢aligmalari
devam eden HDAC inhibitorii TSA ve DNMT inhibitorii RG108’in noronal
farklilasmadaki epigenetik etkilerini in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda arastirdik.
Yapilan literatiir taramasinda, farkli epigenetik mekanizmalar1 kullanan bu iki
ilacin norit gelisimi lizerinde etkilerinin karsilastirildigi herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamasi, bu ¢aligmanin 6zgiin degerini arttirmaktadir. Bu tez caligmasinda
PC-12 Adh hiicreleri iizerinde norotrofik faktor olarak NGF (100 nM) uygulamasi
yapilan hiicrelere géore NGF (100 nM) + TSA (10, 100 nM) ve NGF (100 nM) +
RG108 (10, 100 nM)’in ila¢ kombinasyonlarinda noronal farklilagma ve norit
uzamasinin anlamli oldugunu belirledik. Ancak bir HDAC inhibitorii olan TSA
norit uzamasinda bir DNMT inhibitorii olan RG108’e gore daha etkili oldugunu
bulduk. Noronal farklilasma ve ndrit uzamasindaki morfolojik bulgularimizi,
gercek zamanli hiicre analiz sisteminde hiicre farklilagsmasi, migrasyonu ve
invazyonu calismalart ile elde ettigimiz hiicre indeks ve ELISA MMP-2
degerlerindeki artisla destekledik.

Daha cok kanser tedavisine yonelik calismalarda kullanilan bu iki ilacin epigenetik
mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydmlatilmamistir. Norodejeneratif hastaliklarin
tedavisine yonelik epigenetik mekanizmalar1 igeren birgok hipotez mevcuttur. Biz
de bu tez ¢aligmasi ile iki farkli epigenetik mekanizmanin néronal gelisim ve norit
uzamasindaki etkisini karsilastirarak, norodejeneratif hastaliklarda bu iki ilacin
potansiyel etkilerini arastirdik.

Gelecekte yapilacak ¢alismalarda, TSA ve RG108’in kombine uygulamalarinin da
kullanildig1 yeni hiicresel mekanizmalari (apoptoz ve antikanser gibi) agiklanmasi
gerektigi kanaatindeyiz.
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