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OZET

Neonatal hipoksik-iskemik beyin hasar1 serebral palsi, epilepsi, 6grenme giigliigli ve
neonatal mortalite gibi nérolojik defisitlere sebep olur. Bu ¢alismada, sag kommon karotid
arter okliizyonu ile iskemi olusturularak, hipoksiye maruz birakilan siganlarda tiridin
tedavisi ile gozlemlenen ndroproteksiyonda histon asetilazlarin katilimi arastirildi.

Anestezi altinda yedi giinliik siganlara sag kommon karotid arter koterizasyonunu
takiben 150 dakika siire ile hipoksik karigim solutuldu. Deney hayvanlari; Sham grubu
(n:8); intraperitoneal (i.p.) olarak serum fizyolojik uygulanan Kontrol grubu (n:14) ve i.p.
500 mg/kg doz iiridin uygulanan Uridin grubu (n:14) olmak iizere 3 gruba ayrildilar.
Serum fizyolojik ve iiridinin ilk dozu iskemi-hipoksi uygulamasindan hemen sonra, 2. ve
3. dozlar ise yavru sicanlar sirasiyla 8 ve 9 giinliik iken uygulandilar.

Bu calismada hipoksi-iskemi siirecinde 7 giinliik yenidogan si¢anlarda tiridin
uygulamasinin histon deasetilaz aktivitesini azaltarak noroprotektif etki gosterdigi

gbzlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Neonatal hipoksi-iskemi, histon deasetilaz, tiridin.



SUMMARY

THE EFFECT OF HISTONE DEACETYLASE ACTIVITY ON
NEUROPROTECTION IN NEWBORN RATS WITH HYPOXIC-ISCHEMIC
BRAIN DAMAGE

Neonatal hypoxic -ischemic brain injury causes neurological deficit such as cerebral
palsy, epilepsy, learning disability and neonatal mortality. In this study, in rats exposed to
hypoxia forming ischemia via the right common carotid artery occlusion in the
neuroprotection observed with uridine treatment whether the contribution of histone
acetylases were investigated.

Seven-day old pups under anesthesia, mixture of hypoxic was inhalated for 150
minutes following the right common carotid artery cauterization. Subjects were divided
into 3 groups including; Sham group (n:8); Control group (n:14) intraperitoneally (i.p.)
administered with saline and Uridine group (n:14) injected i.p. with 500 mg/kg
administered uridine.

The first dose of saline and uridine were performed immediately after the ischemia-
hypoxia, 2. and 3. doses were respectively administered when the newborn pups were 8
and 9-day-old.

In this study, it is observed that uridine administration has influence on
neuroprotective effect with reducing histone deacetylase activity in process of hypoxia-

ischemia in 7-day-old newborn rats.

Key words: Neonatal hypoxia-ischemia, histone deacetylase, uridine.



1.GIRIS

Perinatal hipoksik-iskemik beyin hasari, bebeklerde ve ¢cocuklarda akut mortalite ve
nérolojik morbiditenin énemli bir nedenidir (1). Hipoksik- iskemik ensefalopati (HiE)
serebral kan akiminin azalmasiyla olusan beyin hasaridir. HIE’ ye maruz kalan
yenidoganlarda mental retardasyon, epilepsi ve serebral palsi gibi pek ¢ok nérodejeneratif
defisit gelismektedir (2).

Serebral iskemi hasarina eksitator aminoasitlerin artmasi, iyonik dengesizlik, oksidatif
stres ve inflamasyon sebep olmaktadir (3). Merkezi sinir sistemi hastaliklarinin, insanda
yerini tutan patofizyolojisini yansitabilmek i¢in tasarlanan in vitro ve in vivo modellerde
terapotik gelisim cabalari olmustur. HI beyin hasarin1 minimize etmek i¢in hayvan
modelleri olusturularak deneysel galismalar yapilmistir. Deneysel Hi modellerde bir hasar
durumunda, uyarici nérotransmiterlerin asir1 miktarda salinmasindan yola ¢ikarak bunlarin
antagonistleri néronal hasar1 azaltmak i¢in denenmistir. Beyin hasarinda apoptotik
proteinlerin aktive oldugu ve sayica artmasindan dolay1 bu basamagin inhibe edilerek
hasarin azaltilabilecegi diisiiniilmiistiir. Iskemi sonrasi iiridin uygulamalarinin apoptotik
mekanizma tizerinden islev gorerek apopitoz ile sonuglanan beyin hasarini azalttigini ileri
sliren ¢aligmalar yayinlanmigtir (4).

Histon deasetilaz inhibitorlerinin nérodejenaratif hastaliklarda terapétik etkileri rapor
edilmistir. Orta serebral arter okliizyon modeli kullanilarak histon deasetilaz
inhibitorlerinin ipsilateral hemisferde noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (5).

Bu ¢alismada, neonatal HIE modelinde iiridin uygulamasinin néroprotektif etkisinde

histon asetilaz aktivitesinin rolii arastirildi.



2.GENEL BIiLGILER

Perinatal hipoksik-iskemik (HI) beyin hasar1, yenidogan dénemi 6liimlerinin ve
nérolojik morbiditenin dnemli nedenlerinden biridir. HI hasarm énemli bir kisminin
dogum oncesi olustugu bildirilmektedir (6). Perinatal hipoksinin yenidogan déonemindeki
goriilme siklig1 ise % 0,2-0,4 oranindadir (1). HIE’ 1i yenidoganlarin %20-50si yenidogan
doneminde kaybedilmektedir. Hipoksik siirece maruz kalip hayatini siirdiirebilen
yenidoganlarin %25’inde ise mental retardasyon, epileptik ndbetler, serebral palsi,
ogrenme ve davranig bozukluklar gibi kalici nérolojik hasarlar olusabilmektedir (2,7).

HIE, yenidoganda cesitli nedenlere bagli olarak gelisen solunumun baslama ve
stirdiiriilmesindeki giigliik sonrasinda, beynin oksijensiz kalmasi ile kalic1 beyin hasarinin
olusmasidir. HiE, kas tonusu ve reflekslerde baskilanma, biling diizeyinde bozulma ve
cogunlukla konviilziyonla karakterize bir sendromdur (8). HIE’ yi olusturan temel neden,
plasentadan yetersiz gaz degisimi veya gelisen postnatal patolojiler nedeniyle
ventilasyonun pulmoner diizeyde bozulmas1 ve bdylece arteriyel hipoksemi, hiperkarbi ve
asidoz gelisimidir (9).

Perinatal HI beyin hasarindaki temel fizyopatolojik mekanizma bozulmus serebral kan
akimidir. Serebral kan akimindaki azalma sonucunda; asidoz, glutamat eksitotoksisitesi,
hiicre i¢i Ca®" birikimi, serbest radikal olusumu ve oksidatif stres gibi beyin hasarinin
hiicresel diizeydeki temelini olusturan fizyopatolojik mekanizmalar devreye girmektedir
(10). Inflamasyon, apoptozis ve hiicre 6liimii ile sonlanan bu déngiiniin olasi
mekanizmalarin1 anlamak beyin hasarinin 6nlenebilmesi i¢in son derece dnemlidir.

Hi siirecte devam eden hipoksi birkag dakika i¢inde serebral korteksteki enerji
metabolizmasinin dengesini bozarak, ndronal glukoz ve oksijen ihtiyacini artirir. Fetusun
serebral metabolizmasi ve hiicreye gerekli olan enerji ihtiyacinin karsilanabilmesi i¢in
yeterli diizeydeki adenozin trifosfat (ATP) eldesi ancak anaerobik glikolizis hizinin
arttirtlmasi ile saglanabilir. Enerji yoklugu durumunda oksidatif metabolizma anaerobik
metabolizmaya doniistiigii icin, laktat yapimi ile bir miktar ATP elde edilmesine ragmen
ATP hizli bir sekilde azalmaya baslar. Sonugta, gelisen asidoz iskemik dokunun
iyilesmesini onler. Hi beyin hasarinda asidoz olusumunda mitokondriden H* salinmast,
iyon dengesinin bozulmasi, Ca®* tamponlanmasi ve ddem gibi ¢ok sayida mekanizma

devreye girmektedir (11).



ATP konsantrasyonunun azalmasi ile membran depolarizasyonu ve membran
gecirgenligindeki bozulma Na'- K* ATPaz pompasini devre dis1 birakarak ndronal
membranda belirgin iyon degisikliklerine neden olur (2). Hiicre i¢inde Na*, CI” ve Ca*
diizeyi artar. Hiicre i¢i normal Ca?* diizeyi; metabolik diizenlemede, nérotransmitter
saliniminda rol oynarken ayni zamanda hiicre i¢inde ikinci mesajci olarak da fonksiyon
gormektedir. Bu nedenle néron icindeki Ca®* dengesi hayati dnem tagir (12-15). Ca**’un
hiicre igine farkli kanallar araciligs ile girdigi bilinmektedir. Hi beyin hasarinda
ekstraselliiler glutamat diizeyinin artmasi, N-metil-D-Aspartat (NMDA) kanallarin1 aktive
ederek hiicre i¢i kalsiyum artigina neden olur (6,16). NMDA reseptor kanallari araciligiyla
hiicre i¢ine giren Ca* eksitotoksik hiicre liim nedenidir (17).

Normal serebral fonksiyonlarin devamliligi i¢in eksitatdr ve inhibitdr ndérotransmitter
dengesi 6nem tasir. Beyinde baskin eksitator bir ndrotransmitter olan glutamat (12,18-22),
beyin dokusundaki tiim eksitator presinaptik terminallerde bulunmaktadir. Glutamat
presinaptik vezikiillerde depolanir ve membranin depolarizasyonu sonucu kalsiyum
aracilig1 ile presinaptik sinir uglarindan salgilanir (23). Postsinaptik membranlarda
etkinligini; iyonotropik reseptorler; NMDA, a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazol
propiyonik asit (AMPA) ve Kainat (KA) reseptorleri (24) ve G-protein iliskili
metabotropik glutamat reseptorleri araciligi ile gostermektedir (25). Glutamat; gérme,
isitme, somatosensor fonksiyonlar, 6grenme ve hafiza aracili néronal yolaklarda
norotransmitter olarak iglev gérmektedir (26, 27). NMDA reseptorlerinin dagilimi ve
molekiiler 6zelliklerinin perinatal ndronal hasarda 6nem tasidigi (28) ve glutamat
eksitotoksisitesinin HI hasarm olusumundaki ana etmenlerden oldugu bildirilmistir (29).

NMDA reseptorleri etkisini Ca* iyon kanallari iizerinden gosterirken (30), AMPA ve
KA reseptorlerinin etki mekanizmas1 Na* girisini saglayan iyon kanallar iizerinden
gostermektedir (30). AMPA ve KA reseptorleri ile karsilastirildiginda, NMDA reseptor
kompleksinin Ca** gegirgenliginin 5 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (31,32). NMDA
reseptorleri yoluyla hiicre i¢ine giren fazla miktardaki ca® iyonlar1 glutamat
eksitotoksisitesi nedeniyle néron liimiine sebep olmaktadir (10,33, 34).

Iskemik hasar sonras1 gerek NMDA kanallarinin aktivasyonu ile hiicre igi Ca?" artigi,
Ca®*-bagimli lipazlar ve fosfolipaz enzimlerini aktive ederek, serbest yag asitlerinin
salgilanmasi gerekse hasar sonrasi gelisen mitokondriyal harabiyet serbest radikalllerin
olusumunu arttirmaktadir (11). Ayni zamanda olusan serbest radikaller; proteinler, lipidler

ve ekstraselliiler matriks glikozaminoglikanlar1 gibi molekiilleri de pargalarlar.



Literatiirde serbest radikallerin néronal glutamat salinimini arttirdigi bildirilmektedir
(11,35-37). Serbest radikal tutucularin glutamat salinim diizeyindeki etki derecesine bagl
olarak noroprotektif etkiler gosterdigi bildirilmektedir (23). Global iskemi olusturulan
calismalarda, serbest radikaller iizerine etki gosteren siiperoksid dismutazin normalden
fazla ekspresyonunun hipokampal CA1 hiicre 6liimiinii %50 oraninda azaltip néroprotektif
etki gosterdigi bildirilmektedir (38-40).

Hiicre 6liimii, apoptotik hiicre 6liimii ve nekrotik hiicre 6liimii olarak siniflandiril-
maktadir (41). Mitokondriyal DNA hasar1 sonucu, oksijen radikalleri, Ca®* artis1, glutamat
reseptOr aktivasyonundaki artis ile tehlikeye giren beyin hiicreleri nekroz veya apoptozise
gidebilir (10). Nekrotik 6liimde, hiicre igine asir1 sivi girmesi ile hiicre membrani
biitiinltiglinli kaybeder, bunun sonucunda hiicre i¢i materyallerin hiicre disina ¢ikist
gerceklesir. Nekrotik hiicre lizise ugrar. Nekrotik hiicre 6liimiinde hiicre igerigi
ekstraseliiler ortama saliverildiginden inflamasyon olusmaktadir. Apoptozis program-
lanmig hiicre 6liimudiir ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok eder. Bu olay niiklear
biiziilme ve Deoksiriboniikleik asit (DNA) fragmentasyonu ile karakterizedir. Apoptotik
hiicre 6liimiinde morfolojik kriterlere gére membran biitiinliigii ve organellerin yapisal
biitiinliikleri korunmaktadir. Apoptotik hiicre makrofajlar tarafindan fagosite edilmesinden
dolay1 inflamasyon goriilmez (42).

Apoptozis, enerji kullanimina bagli olarak gergeklesen DNA parcalanmast islemidir.
Apoptotik mekanizmada, mitokondri ve apoptotik molekiiller rol oynamaktadir. Apoptotik
slirecte yer alan enzimler proteazlar, endoniikleazlar ve lipazlardir. Bu enzimlerin
aktivasyonu ile hiicre apoptotik siirece gider. Bu siirecte DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum
seviyesinde artig, hiicre i¢i pH’da diisme ve metabolik bozukluklar sonucu hiicre i¢i
kaynakli sinyallerin rolii vardir. Proteolitik olaylar zincirini kaspazlarmn birbirini aktive
etmesi baslatmaktadir.

Apoptozisi baglatanlar kaspaz-2, -8, -9 ve -10'u igermektedir. Kaspaz-3, -6, -7 ise
efektor gruptur. Apoptotik hiicre 6liimiinde Bcl-Xs, Bak, Bad, Bax gibi pro-apoptotik
molekiiller ve Bcel-2, Bel-xL, Bcl-w gibi anti-apoptotik molekiiller rol oynar. Bcl-2 iiyeleri
mitokondriyal membran iyon permeabilitesi lizerine hiicre dliimii ya da sagkaliminda etki
gosterir. Glutamat eksitotoksisitesi, oksidatif stres ve diger faktorler mitokondriyal
membran hasarina sebep olur. Bax, mitokondride ¢atlaklar olusturarak sitokrom-c’ nin
sitoplazmaya salinimina yol agar. Sitokrom c’ nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi bir hiicrenin apoptozis yoluna girmis oldugunu gosterir. Sitokrom-c

sitoplazmik protein olan apoptotik proteaz aktiflestirici faktor-1 (Apaf-1)’e baglanir ve onu
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aktive eder, ardindan ATP’ nin de katilimiyla apoptozom adi verilen bir kompleks olusur
ve daha sonra bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9’ a doniismesini
saglar. Takiben aktif kaspaz-9 da kaspaz-3’i aktive ederek apoptozisin karakteristik
bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve DNA fragmentasyonuna neden olur.
(11,42-48). Gegici serebral iskemi sonrasi kaspaz-3 aktivitesinin gecikmis néronal 6liime
aracilik ettigi bildirilmistir (49). Neonatal HIE sican modelinde, iskemi sonras1 24. saatte
ipsilateral talamusta dejenere olan néronlarda apoptozis meydana geldigi gézlemlenmistir
(50), tiridin uygulamalari ile ipsilateral hemisferde apoptozis indikatorii aktif kaspaz-3
diizeyleri ve ekspresyonunun anlamli derece azaldig1 gosterilmistir (4).

MSS’ nin gelismesinde, motor ndronlar biiyiik sayilara ulagir. Optimum sayida
ndronun, optimum sayida sinaptik baglant1 i¢inde olabilmesi i¢in néron kayiplari
gereklidir. Terminal baglanti olusturamayan noronlar apoptozisle yok edilir. Bu ise
fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢in bu 6liim sekli fizyolojik hiicre 6liimii olarak da
adlandirtlir (42).

Neonatal Hi sigan modelinde, kaspaz inhibitdrleri serebral hipoksi-iskemi sonrasi
uygulandiginda noroproteksiyon saglamistir (51). Fokal iskemi modelinde de kaspaz
inhibitorleri kaspaz enzim aktivasyonunu engelleyerek apoptotik hiicre 6liimiine kars1
koruma sagladigi gosterilmistir (52).

Anormal histon asetilasyonu veya histon asetilasyon mekanizmasinin bozulmus
dengesi, nérodejenerasyon ile baglantili olmustur (53,54). Protein asetilasyonu cesitli
hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen 6nemli post-translasyonel modifikasyon olarak ortaya
cikmustir.

Hiicrelerde protein asetilasyonu, islevsel olarak antagonist iki enzim sinifi ile
yapilmaktadir: Protein asetilazlar ve deasetilazlar (55). Hiicre i¢indeki DNA kromatin
olarak paketlenir. Kromatinin yeniden sekillenmesi ve transkripsiyonel regiilasyonu,
mikrotiibiil dinamikleri ve intraseliiler transport, metabolizma ve yaglanma gibi ¢oklu
hiicresel fonksiyonlari diizenleyen 6nemli post-translasyonel modifikasyonlar protein
asetilasyonun dahil oldugu siiregleri ifade etmektedir. Kromatinin temel yapisal birimi
olan niikleozom, histon proteinlerinin oktamer yapisi etrafinda sarilt DNA’nin ~147 baz
ciftlik olusumudur. Bir histon oktomeri H2A, H2B, H3 ve H4 histon proteinlerinden ikiser
tane igerir (56). Her histon proteini, lizin kalintilar1 ile bir N-terminale sahiptir.
Asetilasyon, histonlarin N-terminal lizin kalintilarinin e-amino grubuna bir asetil grubunun

eklenmesi ile gergeklesir ve histon modifikasyonlari icinde 6nemli bir yer tutar.



Protein komplekslerinin biyolojik islevlerini modiile eden temel olay bir asetil grubu
ile kovalent baglanan spesifik lizin kalintilarinin modifikasyonudur. Histon asetilasyonu
dinamik bir islem olup, histon asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC)
tarafindan regiile edilir. Histonlarin (kromatinlerin ana bilesenleri) asetilasyonunu modiile
etmelerinden dolay1, birgok arastirma bu proteinlerin canli hiicre fonksiyonlarinda ve
cesitli hastaliklardaki rolleri lizerine odaklanmistir. Histon asetilasyon diizeyleri protein
substratina asetil grubunu ekleyen ya da asetil grubunu uzaklastiran HAT ve HDAC' larin
aktivitelerine baglhidir. HAT” lar histon proteinin lizin aminoasitinden asetillenmesini
saglar, bu DNA ve histonlar arasindaki saglam yapinin gevsemesini saglar. Gevsek
kromatin yapisi, transkripsiyon faktorlerinin hedef gene ulagsmasini kolaylastirir.

Deasetilasyon ise DNA ve histonlar1 siki bir sekilde tutar ve boylece transkripsiyonun
gerceklestirilmesine izin verilmez. Bu nedenle, kromatin yapisi ve gen ifadesine baslica
yon veren HAT ve HDAC aktivitesi arasinda karsilikli etkilesim oldugu bildirilmistir (55).

Sican beyninde, yliksek ¢oziiniirliige sahip in situ hibiridizasyon ve goriintiilleme
teknikleri kullanilarak 11 HDAC izoformunun genis kapsamli gen ekspresyon haritalamasi
yapilmistir (57). HDAC ailesi sinif I, sinif I1a ve IIb, sinif III ve sinif IV olmak iizere 5
ana alt birimden olusmaktadir (Sekil-1) (57).

Smif  HDAC’ lar HDAC 1, HDAC 2, HDAC 3 ve HDAC 8 enzimlerini igermektedir.
HDACI ve 2 baskin olarak nukleusta lokalizedir, HDAC3 ise nukleus ve sitoplazma
arasinda bir mekik gibi uzanir. Sinir sisteminde HDACZ1’in aktivitesinin etkisi heniiz tam
olarak acik degildir, ancak noronal gelisme ve farklilasmada 6nemli bir rol oynadigina dair
kanitlar artmaktadir (58). HDAC2’ nin ndronal farklilasmada bir katiliminin olabilecegini
gosteren ¢aligmalar mevcuttur (59). HDACS3 yiiksek oranda serebellar graniil hiicrelerde
eksprese edilir. HDAC3 noronal sagkalim ve hastaliklar arasinda bir rol oynamaktadir.
HDACS3’iin Hungtintin hastaligi (HD) modelinde poliglutaminin toksisitesini artirdigi
bildirilmistir (60). Gen ekspresyonu seri analizleri ile HDACS’ in arastirildigi bir
caligmada, HDACS8’in merkezi ve periferik sinir dokuda yer almadigi, beyin timor
dokusunda ise HDACS tespit edildigi bildirilmistir (61).



No6ron

Sinif Niifuz bolgesi organizasyonu SinirSistemi Fenotipleri

lokalizasyonu
I HDAC1 <= Nukleus > Akson Beyin yapisi anormaliikleri
HDAC2 T p— Nukleus
HDAC3 -, — Nukleus > Akson Gelismis uzun siireli bellek
HDAC8 o — Nukleus>Sitoplazma intrakranial hemoraji
fla HDACA mf—e{ ) e M Eksensefali, Ogrenme / LTP defekti
HDACS T e, T Nukleus > Akson Gecikmis akson rejenerasyonu

HDAC7 = — e— Nukleus>Sitoplazma .
HDACO =™ Nukleus>Sitoplazma _

Ilb HDAC6 H = ' Nukleus < Akson Hiperaktivite, anksiyolitik
HDAC10 { = Nukleus<Sitoplazma __
] Sirtuinler 77777} =

IV HDAC11 {— : _

Sekil-1: Simif I, I, III ve IV HDAC’ larin protein yapilarinin karsilastirilmasi ve

hiicre i¢i lokalizasyonu (Cho ve ark (62), c¢alismasindan uyarlanmistir)

Simif [ HDAC' lar iki alt gruptan olusur: Stnif Il a HDAC' lar 4, 5, 7 ve 9; siif [ b
HDAC! lar 6 ve 10. Sinif Ila HDAC' lar niikleus ve sitoplazma arasinda uzanir.
HDACA4iin kiiltiir serebellar graniil néronlarinda néronal apoptozise aracilik ettigi
gozlemlenmistir (63). HDACS5’in HD’da kortikal néronlarda lokalize oldugu (64) ve
serebellar graniil noronlarda apoptozisi indiikledigi bildirilmistir (65). HDAC9 aktivitesi,
dendrit gelisiminin diizenlenmesi ile iliskilendirilmistir. HDAC9’un dendritik dallarin
biiylimesini azalttig1, ancak HDAC9 uzaklastirilirsa dendritik biiyiimeyi destekledigi
bildirilmistir (66). Deneysel ¢aligmalarda HDAC6’nin akson hasarinda ya da merkezi sinir
sisteminin patolojik durumlarinda énemli bir rol oynadigini ancak normal néronal gelisim
sirasinda bir rolii olmadig1 gosterilmistir (67,68). In vitro immiinopresipitasyon analiz
yontemleri ile HDAC10’un, HDAC3 ve HDAC4’¢e esdeger bir seviyede Asetil-Histon H4
peptitini substrat olarak deasetile ettigi gosterilmistir (69).

Sinif [l HDAGC; Sirtiiinler (SIRT 1-7) ailesini olusturur. SIRT’ lar yapisal ve
fonksiyonel olarak diger HDAC” lardan farklilik gostermektedir (55). Diger HDAC
smiflari ¢inko-bagimli HDAC’ lar olarak bildirilirken (62), SIRT ’lar kofaktor olarak



NAD*’e bagl bir sinif olarak tanimlanmistir. SIRT ailesinin noronal gelisim ve onarimda
bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir (62).

Siif IV HDAC enzimi olan HDACI11 yapisal olarak sinif | ve II” den farklidir ve
baskin olarak nukleusta lokalizedir (55). HDAC11,-3,-5 beyinde yiiksek oranda eksprese
edilir, HDAC10,-9,-7 ise diisiik oranlarda eksprese edilir. HDAC11’ in 6nemli oranda
eksprese edildigi bolgeler CA1, CA3 ve dentat gyrus’ tur, ayrica graniil hiicre tabakasi ve
purkinje hiicre tabakasinda da eksprese edildigi bildirilmistir (57). Tim HDAC’ lar
incelendiginde sadece HDAC11’in purkinje hiicre tabakasinda eksprese edildigi
bulunmustur (57).

Pirimidinler baz, niikleozid ve niikleotid formlarinda bulunurlar. Pirimidin bazlari
esas olarak DNA ve Riboniikleik asit (RNA)’ nin yapisina katilirlar. Sitozin hem DNA
hem de RNA’nin yapisinda bulunurken, timin sadece DNA’nin urasil ise sadece RNA’nin
yapisinda bulunur. Pirimidin bazlarina riboz veya 2-deoksiriboz formunda bir seker
molekiiliiniin eklenmesiyle pirimidin niikleozidleri olusur. Pirimidin niikleotidleri ise
niikleozidlere fosfat gruplarinin eklenmesiyle olusur.

Eklenen fosfat gruplarinin sayisi o niikleotidin ismini belirler; bir, iki ya da ti¢ fosfat
grubu eklendiginde niikleozid ismine sirasiyla mono-, di- ya da tri- fosfat ekleri getirilir.

Pirimidin bilesikleri viicutta de novo yolak ve kurtarma yolag1 adli mekanizmalar
tizerinden sentezlenirler (70). Pirimidin biyosentezinin de novo yolaginda 6nce karbomoil
fosfat’tan tiridin-5’-monofosfat (UMP) olusur, daha sonra niikleotid kinaz enzimince
katalizlenen ardisik reaksiyonlarla ATP’ den elde edilen fosfat gruplart UMP’ye
aktarilarak sirasiyla tiridin-5’-difosfat (UDP) ve iiridin-5’-trifosfat (UTP) sentezi
gerceklesir.

Sitidin-5’-trifosfat (CTP) sentezi CTP sentaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla
UTP’ den meydana gelir. Sentez i¢in gereken amin grubu glutaminden elde edilir. Timin
niikleotidleri DNA’nin yapisina katildiklarindan deoksi formda sentezlenirler. Kandan

alinan pirimidin niikleozidleri dokunun ana pirimidin kaynagini olusturur.

2.1.Pirimidinlerin Biyolojik Aktiviteleri
Niikleik asitlerin (RNA ve DNA) yapi taslar1 olmalarinin yani sira pirimidinler
hiicre biiyiimesi, proliferasyonu, farklilasmasi gibi fizyolojik olaylari kontrol eden
biyokimyasal yolaklarda rol alirlar.
2.1.1.Protein glikozilasyonu: Glikoprotein sentezinde kullanilan sekerler 6zellikle
UDP’ ye baglanarak aktive edilmelidir. Glikozaminoglikanlar (GAG) glikozile bir bilesik
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smifidir. GAG’ lar hemen hemen her dokuda ekstraselliiler matriksin biyosentezinde rol
alirlar (71). Glikolizasyon ve galaktokolizasyon yolaklarindaki defektler kognitif
bozukluklara yol agar.

2.1.2.Fosfolipid ve glikosfingolipidlerin sentezi: Hiicre membranlarinin temel
bilesenleri fosfolipidlerdir ve fosfolipid miktarlarinin korunmasi1 membran biitiinligiiniin
saglanmasi ve optimal akigkanligiin belirlenmesinde hayati rol oynar. Beyinde en bol
bulunan fosfolipid olan fosfatidilkolin’in ve bir diger temel fosfolipid olan fosfatidiletanol-
amin’in sentezi Kennedy yolagi adli mekanizma {izerinden gergeklesir (72). Hiicre
igindeki CTP havuzu sitidin’in refosforilasyonundan ya da iiridin’in metabolizmasindan
olusabilir. Sitidin’ e nazaran daha etkin bir sekilde kan-beyin bariyerini (KBB) gegebilen
dolagimdaki tiridin, beyin dokusunda CTP sentezinin ana kaynagini olusturur (73). Bunun
bir sonucu olarak hiicre i¢i UTP diizeyleri yeni sentezlenen fosfolipid miktarinin temel
belirleyicisidir (74,75).

2.1.3. Glikojen sentezi: Glikojen viicudun ana glikoz depo formunu olusturan bir
polisakkariddir. Temel olarak karaciger ve kaslarda yapilir, ancak beyin, uterus ve diger
dokularda da sentezi mevcuttur. Glikojen molekiiliiniin zincir uzamasi her basamakta
UDP-glukoz’ dan gelen bir glukoz molekiiliiniin eklenmesiyle gerceklesir ve her
reaksiyonda bir UDP molekiilii saliverilir (76). Glikojen iiretimini kontrol eden glikojen
sentaz enziminin aktivitesi ve protein diizeyleri UTP ve glukoz bulunabilirligine bagl
hiicre i¢i UDP-glukoz diizeyleri tarafindan diizenlenir.

Hiicre i¢i UTP konsantrasyonlarindaki bir azalma glikojen sentezini de azaltir ve bu
durum kiiltiir medyumuna iiridin ilavesiyle diizeltilebilir (76). Ayrica glukoz yoksunlugu
hiicre i¢i UDP-glukoz depolarinin bosalmasina yol agar. Bu durum da glikojen sentaz

aktivitesini inhibe ederek glikojen sentaz mRNA’ sin1 ve protein diizeylerini azaltir (77).

2.2.Beyinde Pirimidin Bilesikleri

Beyinde de novo pirimidin sentezinin varlig1 karacigere kiyasla daha diisiik oranda
olsa da kanitlanmistir (78). Beyin pirimidin diizeylerinin ne derece de novo senteze
bagimli oldugu bilinmese de dolasimdaki sitidin ve tiridin’in elektrofizyolojik aktivite ve
karbonhidrat ve fosfolipid i¢eriginin siirekliligi igin hayati oldugu bilinmektedir (79,80).
Bu yiizden beynin dolasimdaki pirimidinlere ihtiyaci bulunmaktadir ki bu da pirimidinlerin
plazma konsantrasyonlari ve tasiyici proteinlerinin beyin pirimidin diizeyini belirlemede

onemli oldugunu diisiindiirmektedir.



Deney hayvanlarinda iiridin ve sitidin’in plazma konsantrasyonlarini arttiran oral (74) veya
parenteral (81) tedaviler bu pirimidinlerin beyin diizeylerini de arttirmaktadir.

Pirimidin niikleozidleri iki farkli tasiyici protein ailesi olan Konsantre Edici Niikleozid
Tastyicis1 (Concentrative nucleoside transporter; CNT) (82) ve Dengeleyici Niikleozid
Tastyicist (Equilibrative Nucleoside Transporter; ENT) (83) bireyleri vasitastyla hiicrelere
alinirlar. CNT ailesi sodyum-bagimli ytliksek afiniteli tasimadan, ENT ailesi ise sodyumdan
bagimsiz diisiik afiniteli tasimadan sorumludurlar. Disaridan verilen pirimidin niikleotid-
leri fosfat gruplarini kaybederek kana iiridin ve sitidin olarak gecerler (84).

Uridin ve sitidin’in beyin hiicrelerine alinmasi i¢in énce KBB iizerindeki tastyicilar
araciligiyla beyin ekstraselliiler sivisina sonra da hiicre zarindaki tasiyici proteinler
tarafindan hiicre igine alinmasi gerekir. CNT ve ENT ailesinin iiyeleri hem KBB hem de
hiicre zarlar1 tizerinde bulunmaktadir (73). Bu sayede kanda bulunan serbest niikleozid-
lerin beyin hiicrelerine alinmas1 miimkiin olmaktadir. Disaridan verilen sitidin ve {iridin’in
beyne gecmesi bu tastyicilar araciligiyla olsa da, literatiir bilgisi insanda fizyolojik kosul-
larda tiridin’in sitidin’e gore daha kolay beyne gegiyor olabilecegini isaret etmektedir (73).

HDAC inhibitérleri, hiicre kiiltiirli ve hayvan modelleri olusturularak cesitli
norodejeneratif bozukluklarda terapdtik bir ajan olarak ¢alisilmaktadir (85). HDAC
inhibitorleri kullanilarak yapilan deneysel bir calismada, HDAC inhibitorlerinin
genisletilmis poligliitamin tekrarli ndronlarda oksidatif stresin zararli etkilerini ortadan
kaldirdig1 goriilmiis ve bu nedenle HD, Amyotrofik Lateral Skleroz, Parkinson hastaligi ve
inme dahil olmak tizere pek ¢ok norolojik hastaliklar i¢in uygun bir terap6tik madde
olabilecegi bildirilmistir (48). Cinko-bagimli HDAC inhibitorleri farkli kimyasal
yapilarina gore kategorize edilmistir. HDAC inhibitorleri hidroksamatlar, alifatik asitler,
siklik peptitler ve benzamidler dahil olmak {izere birgok yapisal sinifa ayrilmistir (86, 87).
Trichostatin A (TSA), Suberoilanilid hidroksamik asit (SAHA) en iyi bilinen hidroksamat
smifi inhibitorlerdir. Alifatik asitler arasinda Valproik asit (VPA) ve Sodyum Biitirat (SB)
gibi asitler laboratuvarlarda genis 6l¢iide ¢alisilmaktadir (88,89).

Giglii bir hidroksamik asit HDAC inhibitorii olan TSA’ nin, iskemi modelinde
hasar sonrasi1 beyin infarktini azalttig1 ve psikomotor testlerde norolojik performansi
artirdig1 gosterilmis olup, hasar sonrasi sitoprotektif protein diizeylerindeki azalmay1
baskiladig1 bildirilmistir (90). TSA, iskemik beyin hasarinda histon asetilasyonunun
onemli bir rolii oldugunu gdsteren in vitro ve in vivo serebral iskemi modellerinde beyin

hasarin1 azaltarak giiclii bir ndroproteksiyon saglamigtir (91,92).
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Fokal serebral iskemi modelinde, SAHA tedavisinin normal beyinde Asetil-Histon
H3 asetilasyonunu arttirdig1 ve iskemik beyinde histon deasetilasyonunu engelledigi
gosterilmis olup, beyin hasari sonras1t hem normal hem de iskemik beyinde Hsp70 ve Bcl-2
proteinlerinin ekspresyonunu artirmstir (53).

Neonatal iskemik sigan modelinde, SB tedavisi ile Asetil-Histon H3 protein
diizeylerinin azalmasi engellenmis, iskemik beyinde SB tedavisinin norogenezisi uyardigi
gosterilmistir (93). Fokal serebral iskemi sigan modelinde, SB inhibitérii ile tedavinin
Asetil-Histon H3 protein diizeylerindeki azalmay1 baskiladigi, pro-apoptotik hiicrelerin
sayisini azalttig1 ve motor, duyu ve refleks performansi artirdigi bildirilmistir (90). Fokal
iskemi sican modelinde, SB uygulanmasi sonucu beyin infarkt hacminin azaldig1
gosterilmis olup, ayni ¢alismada in vitro oksidatif stres-indiiklii néronal 6liim modelinde de
SB inhibitdriiniin kortikal ndronlarda noroproteksiyon sagladigi gosterilmistir (94).

VPA, klinik olarak bipolar bozukluk, epilepsi, migren gibi ¢esitli ndrodejeneratif
hastaliklarda kullanilan, FDA tarafindan onaylanmis (95) genis-spektrumlu bir
antikonviilsandir (96). Iskemi sican modeli olusturularak yapilan deneysel ¢alismalarda,
hasar sonrast VPA uygulamasinin beyin infarkt hacmini ve noérolojik kayiplar1 azalttig
gosterilmistir (5, 90). Global iskemi (88) ve neonatal global iskemi sigan modelinde (97)
hasar sonrast VPA ile tedavinin néroprotektif 6zellik gosterdigi bildirilmistir.
Mitokondriyal yapinin korunmasiyla baglantili olarak HDAC inhibitdrlerinin uygulanmasi,
oksijen- glukoz yoksunluk modelinde izole edilmis optik sinirin sagkalimini da
destekledigi rapor edilmistir (98). Tiim bu HDAC inhibitérlerinin uygulanmasi ile,
kortikal noronal kiiltiirlerde Asetil-Histon H4 asetilasyonunda bir artis meydana getirdigi
gosterilmistir (94).

Deneysel ¢alismalarda HDAC inhibitdrleri ile apopitotik siireci azaltmak miimkiin
hale getirilmistir. Serebral iskemik hasarda anti-apoptotik mekanizmalarin beyin hasarini
azalttig1 bildirilmistir (99). Gegici ve kalic1 fokal serebral iskemi modellerinde VPA’ nin
noroprotektif etkisi, iskemik alanda hasar sonrasi kaspaz-3 aktivasyonunda bir azalma ile
ortaya konulmustur (5). VPA’nin anti-apoptotik protein Bcl-2’nin ekspresyonunu artirdigi
gozlenmistir (100). Bir transkripsiyon faktorii ve pro-apoptotik protein olan p53 up-
regiilasyonunun da VPA tarafindan bastirildigi gosterilmistir (90) (Sekil-2).
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Histon deasetilasyonu gen Histon asetilasyonu gen
ekspresyonunu engeller ekspresyonuna izin verir

Deasetilasyon Asetilasyon
Ac: asetil grup
TF: transkripsiyon faktéri

Hpac HDAC

HDAC \

oyt c: sitokrom ¢

Apaf-1: apoptotik proteaz
aktiflestirici faktor-1

Ac: asetil grup

TF: transkripsiyon faktori

HDAGTDAC
rDAC

VPA: Valproik Asit
Ac: asetil grup
TF: transkripsiyon faktori

Sekil-2: HDAC inhibitorleri HDAC” lar1 inhibe eder ve transkripsiyonel aktiviteyi kolaylastirarak histon

asetilasyonunu artirdig: bildirilmistir (Saha ve ark. (101), 2006 ¢aligmasindan uyarlanmistir)
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Fokal serebral iskemi sigan modeli olusturularak yapilan ¢alismada, iki sitoprotektif
faktor Bel-2 ve Akt seviyelerinin iskemi sonrasi azaldigi ve bu azalmanin TSA
enjeksiyonu ile engellendigi gosterilmistir (90). SB inhibitoriiniin ise iskemik si¢anlarda
Akt seviyelerinin kaybini1 6nledigi ve pro-apoptotik protein p53 iin artisini engelleyerek
anti-apoptotik etkiler gosterdigi bildirilmistir (90). Intraserebral hemoraji inme sican
modelinde de VPA’nin anti-apoptotik aktivitesi aragtirtlmistir. VPA’ nin, kaspaz
aktivitesini engelledigi, pro-apoptotik Bax diizeylerini azalttigi, anti-apoptotik Bcl-2, Bcl-
x1 diizeylerini artirdigi, apoptotik TUNEL-pozitif hiicrelerin sayisin1 azalttigi ve Asetil-
Histon H3 asetilasyon diizeylerini artirdigi bildirilmistir(102). Travmatik beyin hasari
sonrast VPA uygulamasinin apoptotik hiicrelerin sayisin1 anlamli derecede azalttig
gozlemlenmistir (103).

Bu sonuglar gostermistir ki; HDAC inhibitorlerinin iskemik hasar sonrasi
uygulanmasi apoptotik siireci baskilayarak noroproteksiyon saglamaktadir.

Tiim bu bilgiler 1s181nda, ¢alismamizin amaci 7 giinliik yenidogan siganlarda
olusturulan HI beyin hasarini takiben olusan beyin hasarini, histon deasetilaz enzim
aktivitesini ve Asetil-Histon H3 ve Asetil-Histon H4 protein diizeylerini serum fizyolojik
tedavisi alan neonatal si¢anlarin beyinlerindekiyle karsilastirmak suretiyle tiridin
tedavisinin sagladigi noéroproteksiyonda histon deasetilaz enzim aktivitesinin

noroproteksiyon yoniinden olas1 katkisini arastirmaktir.
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3.GEREC ve YONTEM

Calismamizin deney protokolii Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu
tarafindan 2013-14/03 sayili karar ile onaylandi. Calismada Uludag Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen, dogduklari giin
1. giin olarak kabul edilen Spraque Dawley cinsi siganlar cinsiyet farki gdzetmeksizin
kullanildi. Yedi giinliik olduklarinda, 12 gr ve tizeri agirliktaki yavru siganlara modifiye
Levine modeli (2) uygulanarak Hi beyin hasari olusturuldu. Deney hayvanlar1 sicaklig
18-24°C ve 12 saat aydinlik/karanlik olacak sekilde 15181 ayarlanmis odada, her bir kafeste
anne ve yavrulari olacak sekilde su ve yem alimlar1 serbest birakilarak tutuldular.

Bu ¢alisma, “KUAP(T)-2013/76” proje numarasi ile Uludag Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir.

3.1.Calisma Protokolii ve Tedavi Gruplari

Calismada kullanilan yavru siganlar 7 giinliik olduklarinda randomize olarak 3 gruba
ayrild.

Sham Grubu (n:8); orta hat boyun insizyonu yapild1 Ve insizyon yeri kapatildi. Iskemi
ve hipoksi uygulanmadi. 150 dakika boyunca deney diizeneginin i¢inde tutularak 37°C’ de
oda havasi solutuldular.

Kontrol Grubu (n:14); iskemi ve hipoksi uygulandi. Deney hayvanlarina 150 dakika
boyunca 37°C’de hipoksik karisim solutuldu (Bu karisim %92 azot ve %8 oksijen igerir).
Intraperitoneal (i.p.) yolla 1 dizyem %0,9 NaCl uyguland.

Uridin Grubu (n:14); iskemi ve hipoksi uygulandi. Deney hayvanlaria 150 dakika
boyunca 37°C’ de hipoksik karisim solutuldu. Lp. yolla 1 dizyem 500 mg/kg iiridin
uygulandi [Not: Bu doz dnceki bir ¢alismada noroprotektif etkinligi kanitlanan tedavi
dozudur (4)].

Uridin ve %0,9 NaCl’un ilk dozu hipoksi uygulamasindan hemen sonra, 2. ve 3.

dozlari ise yavru si¢anlar sirastyla 8 ve 9 giinliik iken uygulandilar.

3.2.Hipoksik-iskemik Beyin Hasarimin Olusturulmasi
Inhale izofloran (Rhodia, Bristol, Ingiltere) anestezisi uygulanarak (104) deney
hayvanlar1 supin pozisyonunda, boyunlar1 hiperekstansiyona getirilerek orta hattan vertikal

olarak 0,5 cm’lik cilt, cilt alt1 insizyonu yapildi.
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Sag kommon karotid arter, operasyon mikroskobu (Opmi 99, Carl Zeiss, Almanya) altinda
6/0 ipek ile askiya alinarak koterize edildi. insizyon yeri onarildi. Cerrahi girisim

ortalama 3 dakikay1 asmadi.

Yavru sicanlar, anne yaninda 120 dakika derlenme siirecini takiben tigerli gruplar
halinde 450 ml hacimli gaz giris ve ¢ikis sistemi bulunan cam kavanozlara aktarildilar.
Diizenek araciligiyla nemlendirilmis %92 azot ve %8 oksijen karigimi 150 dakika
solutuldu. Hipoksik karigimin monitorizasyonu ortak giris hattina baglanan anestezik gaz
monitori (Minor 612, AMS Tiirkiye) ile sabit tutuldu. Hipoksi siiresince deney diizenegi
37°C sicakliktaki su banyosu i¢inde bulunduruldu. Hipoksi diizenegi i¢inde 150 dakikalik
stire tamamlanmadan solunumu duran deney hayvanlarina resiisitasyon uygulanmayip

calismadan c¢ikarildi.

Calismanin deney akis semasi Sekil-3’te gosterilmistir.

Sag KKA
oklizyonu X .
" | Hipoksi —I v IX. X
=y i oo i w
g:n 120 dakika X o0 e )f( );‘ " i
I I %80+ %92N; ' \ v :

Derlenme 1.doz 2.doz 3.doz Dekapitasyon

Sekil -3: Deneysel Basamaklarin Sematik Diyagrami (KKA: Kommon karotid arter)

Ugiincii doz iiridin uygulamasindan 24 saat sonra yavru si¢anlar iki gruba ayrilds.
Anestezi altinda yapilan dekapitasyonu takiben bir gruptan beyin homojenatlar1 ve diger
gruptan da beyin kesitleri elde edildi. Beyin homojenatlarindan ticari bir kit (USCN Life
Science Inc, Hubei, Cin) kullanilarak HDAC aktivitesi ve molekiiler biyolojik olarak
Asetil-Histon 3 ve Asetil-Histon 4 protein diizeyleri incelendi.

Koronal kesit elde etmek i¢in hizla ¢gikarilan beyinler sogutulmus yenidogan beyin
matriksi (ASI Instruments, ABD) iizerine birakildi. Iki mm kalinliginda seri koronal
kesitler; bregmanin 2 mm anteriorundan, I. koronal kesit ve 2 mm posteriorundan, II.
koronal kesit olacak sekilde alindi. Takiben kesitler 2, 3, 5-Trifeniltetrazolyum klorid
(TTC) boyama yontemi kullanilarak lezyon alan1 hesaplamasi i¢in kullanildi. Bu islemler

her bir tedavi grubu icin tekrarlandi.
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3.3.TTC Boyama

%1’lik TTC (Sigma, St Louis) soliisyonu 100 ml fosfat tamponu (pH 7,4) icinde 1mg
TTC ¢ozdiiriilmek suretiyle her boyama igin taze olarak hazirlandi. Beyin kesitleri bu
soliisyon iginde 37°C’ de 30 dakika boyandi. Her 10 dakikada bir beyin kesitleri ters diiz
edildi. Boyamadan sonra beyin kesitleri %4 paraformaldehit bulunan tiiplere aktarildi ve
4°C’de saklandi.

3.4.iskemik Infarkt Hacminin Olciimii

Iskemik infarktin degerlendirilmesi daha nceki calismalarda tanimlandig: gibi yapild
(3). %4 paraformaldehit igerisinde bulunan beyin kesitleri alinip dijital goriintiileri
profesyonel bir fotograf makinasi (Nikon- D7000) yardimi ile elde edildi. TTC ile
boyanmayan infarkt alanlar1 belirlenip bir goriintii-analiz yazilimi (Scion Image, Scion
Corporation, ABD) kullanilarak, infarkt hacim yiizdesi hesapland (Sekil-4). infarkt hacim
yiizdesinin hesaplanmasinda [(infarkt alan1 A1 + A2+ An) x 2 mm) / (Saglam hemisfer
alan1 B1+ B2 + Bn) x 2 mm)] X 100 formiilii kullanildi (105).

Sekil-4: TTC boyama ile infarkt alaninin belirlenmesi

3.5.HDAC Aktivitesinin Ol¢iimii

HDAC aktivitesi analizleri i¢in yavru sigcanlarin sag beyin yar1 kiirelerinden elde
edilen homojenatlar kullanildi. HDAC aktivitesi her gruptan 5 sicanin ipsilateral hemisfer
homojenatlarinda tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda kolorimetrik bir kit (USCN
Life Science Inc, Hubei, Cin) kullanilarak 6l¢iildii. Absorbans degerleri spektrofotometre
ile 405 nm’de okundu ve sonuglar ortalama absorbans degerlerinin yiizdesi olarak ifade

edildi.
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3.6.Western Blot Analizleri

Total protein igerikleri Lowry yontemine gore tayin edilen homojenatlar (her gruptan
n:8) esit hacimde Laemmi soliisyonu ile muamele edilerek 5 dakika kaynatildi. Ornekler
esit miktarda protein icerecek sekilde Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi’nde (SDS-PAGE; Mini Protean Il, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD)
elektroforetik olarak yiiriitiiliip protein bantlar1 poliviniliden floriir (PVDF) membranlara
(Millipore, Temecula, CA, ABD) aktarildi. Bu membranlar birinci antikorlar olan anti-
Asetil-Histon H3 (1:1000; Millipore, Temecula, CA, ABD) ve anti- Asetil-Histon H4
(1:1000; Millipore, Temecula, CA, ABD) ile gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin
uygun ikinci antikorlarla (1:5000; GE Healthcare UK, Buckinghamshire, Ingiltere) 1 saat
inkiibe edilen membranlar kemiluminesans deteksiyon kitiyle (GE Healthcare UK,
Buckinghamshire, ingiltere) muamele edilip olusan kemiluminesans film bask1
makinesinde (Hyperprocessor RPN1700; Amersham Life Science, Buckinghamshire,
Ingiltere) fotograf filmine (Kodak Medical X-ray film; Carestream Health, Fransa)
bastirildi. Film {izerinde tespit edilen protein bantlarinin dijital goriintiileri transparan
adaptorlii tarayic1 (UMAX Powerlook 1000, Atlanta, GA, ABD) kullanilarak elde edildi.
Bantlarin dansitesi Image J programi kullanilarak analiz edildi ve Asetil-Histon H3 ve
Asetil-Histon H4 proteinlerinin ekspresyonlart Sham grubuna gore yiizde degisim olarak
sunuldu. Bu islemlerin tamamlanmasini takiben membranlarin {izerindeki birinci ve ikinci
antikorlar 6zel bir soliisyon (Restore Western Blot Stripping Buffer; Thermo Scientific,
Rockford, IL, ABD) kullanilarak uzaklastirildi ve 6rneklerde esit miktarda protein
yiiklendiginin kontrolii amaciyla membranlar anti-beta-tubulin (Sigma, St. Louis, MO,

ABD) ve devaminda uygun ikinci antikor ile yeniden muamele edildi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Sigma Plot 12.0 programi kullanilarak yapildi. Veriler ortalama
+ standart hata (SH) olarak sunuldu. Ikili karsilastirmalar “Student t testi” ile
degerlendirildi. Gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi’ni
(ANOVA) takiben post-hoc Tukey testi kullanildi. Tiim karsilastirmalarda p<0.05 anlaml
olarak kabul edildi.
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4.BULGULAR

Sham grubunda hipoksik-iskemik hasar bulunmadigindan bu gruptaki si¢anlardan
TTC boyama igin 6rnek kullanilmadi. TTC boyamalar ile elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, kontrol grubunda %19,89 + 2,79 olarak hesaplanan infarkt hacmi,
{iridin verilen grupta %11,00 = 1,20 olarak hesaplandi. Uridin uygulamasina bagl olarak
ortaya ¢ikan ylizde infarkt hacmindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu

bulundu (p<0.05) (Tablo-1, Sekil-5, Resim-1).

Tablo-1: TTC Boyama ile Hesaplanan Ipsilateral Hemisferdeki infarkt Hacim Yiizdeleri

% Infarkt Hacmi + SH
Kontrol 19,89 +2,79
Uridin (500mg/kg) 11,00 + 1,20*
(* p<0.05, kontrole gore).

Yiizde Infarkt Iacmi

Uridin
(500 mg/kg)

Kontrol

Sekil-5: TTC Boyama ile Belirlenen ipsilateral Hemisferdeki Yiizde infarkt Hacim
Grafigi. (*p<0,05, Student t testi kullanilarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda, n:6).

18



Resim -1: Gruplarin Koronal Beyin Kesitlerinin TTC Boyama Goriintiileri.

HDAC aktivitesi, sham grubundan elde edilen ortalama absorbans degerlerinin
ylizdesi olarak ifade edildi. HDAC aktivitesi kontrol grubunda %146,4’¢ yiikselirken
(p<0,001) iiridin grubunda ise %116,6’ya diistii (p<0,05) (Tablo-2, Sekil-6).

Tablo-2: Ipsilateral Hemisferdeki HDAC Aktivitesi Yiizdeleri

HDAC Yiizdesi + SH
Sham 100,00 + 4,01
Kontrol 146,40 + 5,75***
Uridin (500mg/kg) 116,60 + 5,05"

(***p<0,001, Sham grubu ile kiyaslandiginda ve #p<0,05, Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda.)

160 - *hk

140 4

80

60

40 1

20 4

Histon Deasetilaz Aktivitesi (Yizde Degisim)

Sham Kontrol Uridin
(500 ma/kg)

Sekil-6: HDAC Aktivitesi Sham, Kontrol ve Uridin grubu 6rneklerinin ortalama absorbans
degerlerinin ylizdesi olarak ifade edilmistir. Degerler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. Istatistiksel analiz Tek Yonlii Varyans Analizini takiben post-hoc Tukey testi
ile yapilmistir (***p<0,001, Sham grubu ile kiyaslandiginda ve #p<0,05, Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda). Her grupta n:5.
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Asetil-Histon H3 protein diizeyleri, sham grubundaki protein bantlarinin ortalama
dansitelerinin yiizdesi olarak sunuldu. Asetil-Histon H3diizeyleri kontrol grubunda
%75,79’a diiserken (p<0,001), iiridin grubunda %91,11’e yiikseldi (p<0,05) (Tablo-3,
Sekil-7).

Tablo-3: Western Blot Analizi ile Hesaplanan Asetil-Histon H3 Protein Diizeyleri

Asetil-Histon H3 Protein Diizeyleri £+ SH

Sham 100,00 + 3,72
Kontrol 75,79 + 3,49%
Uridin (500mg/kg) 91,11 + 2,83*

(*p<0,05, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ve ##p<0,001, Sham grubu ile
kiyaslandiginda).

. - Asetil-H3

- p-tubulin

*

100 - T
= ##
£
= 80 | <
)
@
2 60
= 01
£
= 40
T
w
=L

20

0
Sham Kontrol Uridin

(500 mg/kg)

Sekil-7: Asetil-Histon H3 Protein Diizeyleri. Degerler ortalama + standart hata olarak
verildi. Istatistiksel analiz Tek Yénlii ANOVA’y1 takiben post-hoc Tukey testi ile yapild.
Ayni membranlardan degerlendirilen B-tiibiilin miktarlar1 arasinda anlamli fark bulunamadi
(n:8) (*p<0,05, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ve ##p<0,001, Sham grubu ile
kiyaslandiginda).
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Asetil-Histon H4 protein diizeyleri, sham grubundaki protein bantlarinin ortalama
dansitelerinin yiizdesi olarak sunuldu. Asetil-Histon H4 diizeyleri kontrol grubunda
%75,52’ye diiserken (p<0,001), iiridin grubunda %88,35¢ yiikseldi (p<0,05) (Tablo-4,
Sekil-8).

Tablo-4: Western Blot Analizi ile Hesaplanan Asetil-Histon H4 Protein Diizeyleri

Asetil-Histon 4 Protein Diizeyleri + SH

Sham 100,00 + 4,99
Kontrol 75,52 + 3,98"
Uridin (500mg/kg) 88,35 + 2,38*

(*p<0,05, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ve ##p<0,001, sham grubu ile
kiyaslandiginda).

. ‘ - - Asetil-H4

120

100 1 T *
£ 4w Ht
o T
@
o
= 60
g
I
= 40
@
w
=L

20 4

0
Sham Kontrol Uridin

(500 mg/kg)

Sekil-8: Asetil-Histon H4 Protein Diizeyleri. Degerler ortalama + standart hata olarak
verildi. Istatistiksel analiz Tek Yénlii ANOVA’y1 takiben post-hoc Tukey testi ile yapild.
Ayni membranlardan degerlendirilen B-tiibiilin miktarlar1 arasinda anlamli fark bulunamadi
(n:8) (*p<0,05, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ve ##p<0,001, Sham grubu ile
kiyaslandiginda).
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5 TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, Hi beyin hasar1 olusturulan yenidogan siganlarda {iridin’in néroprotektif
etkinliginde HDAC enzim aktivitesinin olas1 rolii arastirilmistir. Sonuglarimiz Hi beyin
hasarinda iiridin tedavisi ile beyin infarkt hacmindeki anlamli azalmaya, HDAC
aktivitesindeki azalmanin ve ayn1 zamanda Asetil-Histon H3 ve Asetil-Histon H4 protein
diizeylerindeki artisin eslik ettigini gostermektedir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular,
literatiirde ilk defa tiridin’in HDAC aktivitesini inhibe ettigini isaret etmekte ve tiridin
tedavisinin HI beyin hasarimi azaltmadaki muhtemel mekanizmasina 151k tutmaktadir.

Calismamizda, 7 gilinliik siganlarda tek tarafli kommon karotid arter ligasyonu ve
ardindan %8 oksijen ve %92 azot’tan olusan karisimin solutuldugu modifiye Levine
modeli kullanildi (1). HI beyin hasari ligasyonun gerceklestirildigi hemisferle sinirlidir ve
baslica serebral korteks, subkortikal ve periventrikiiler beyaz cevher, striatum/talamus ile
hipokampusta (CA1, CA3, DG) gozlenmektedir. Karsi hemisferde hasarin meydana gelme
ihtimali ¢ok diistiktiir (1). Yedi giinliik yavru siganlarin beyni 32-34 haftalik insan
fetlisunun beynine histolojik olarak benzer oldugundan, bu ¢alismada kullandigimiz
modifiye Levine modeli insanlardaki HiE icin kabul géren bir modeldir (2,105).

Uridin, KBB’ni gegebilen bir pirimidin niikleozididir (73, 74,106). Kan dolasiminda
ve dokularda serbest olarak bulunabildigi gibi, dokularda fosfat bagl niikleotid formunda
da bulunur (73). Disaridan verilen iiridin’in sinir sisteminde bir takim etkileri oldugu
yakin zamanda yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Ornegin, bir {iridin kaynag1 olan
UMP’nin oral yolla tek doz olarak verilmesini takiben beyinde fosfolipid sentezinin hiz
kisitlayici basamaginda ortaya ¢ikan CDP-kolin diizeylerini arttirdigi gosterilmistir (74).
Uridin igeren gidalarla kronik olarak beslenen eriskin deney hayvanlarinin beyninde
sinaptik olusumlarin miktarinin arttig: bildirilmistir (75, 107,108). Benzer sekilde anneleri
tiridin iceren gidalarla beslenen yavru sicanlarin beyninde de sinaptik olusumlarin sayica
arttig1 gézlenmistir (109). Bu bulgular iiridin’in normal kosullarda beynin sinaptik
yapilanmasini arttirdigini diisiindiirmekte ve iiridin igeren deneysel tedavilerin 6grenme ve
hafiza fonksiyonlarint hangi mekanizmayla arttirtyor olabilecegine 151k tutmaktadir
(110,111).

Uridin tedavisinin nérodejeneratif kosullar altindaki etkinligi ise deneysel Parkinson
modelinde incelenmistir. Intrastriatal yolla 6-hidroksidopamin enjeksiyonu kullanilarak
olusturulan deneysel Parkinson modelinde iiridin i¢eren gidalarla beslenen siganlarin d-

amfetamin ile indiiklenen rotasyonel davranisinda azalma ve striatum’daki dopamin
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seviyeleri, tirozin hidroksilaz aktivitesi ve tirozin hidroksilaz protein diizeyleri gibi
dopaminerjik parametrelerinde iyilesmeler gozlenmistir (112). Bu bulgular iiridin’in
norodejeneratif kosullarda beyin hasarini iyilestirebilecegini diisiindiirmektedir.

Bu bulgulara dayanarak yapilan 6nceki bir ¢alismada iiridin tedavisinin yenidogan
siganlarda hipoksik-iskemik beyin hasarini azalttigi gosterilmistir (4). Bu ¢aligmada 7
giinliik sicanlara 100, 300 ve 500 mg/kg’lik 3 farkl: liridin dozu i.p. yolla 3 giin boyunca
uygulanmis ve hem 300 hem de 500 mg/kg dozlarinin apoptotik aktiviteyi baskilayarak
noroproteksiyon sagladigi gozlemlenmistir(4). 500 mg/kg tiridin dozunun 300 mg/kg
dozuna gore daha etkin bir ndroproteksiyon sagladigi bildirilmesi nedeniyle, tez
calismamizda da ayn1 deneysel protokol takip edilerek iiridin 500 mg/kg dozunda
kullanilmustir.

Asetilasyon 6nemli bir post-translasyonel protein modifikasyonudur ve 6nemli
intraseliiler yollarin diizenlenmesinden sorumludur. Protein asetilasyonu, asetil-koenzim
A’dan alinan bir asetil pargasinin proteindeki bir lizin kalintisinin e-amino grubuna
transferidir (113). HAT enzimleri proteinlerdeki lizin kalintilarina asetil gruplari eklerken,
HDAC' lar ise bu asetil gruplarini uzaklastirir (114). Hiicre asetilasyon dengesi normal
kosullar altinda HAT ve HDAC enzimleri tarafindan saglanmaktadir. Bu enzimler
arasindaki orantisal dengenin normal hiicresel fonksiyon i¢in gerekli oldugu ve hastalik
durumlarinda histon asetilasyon seviyelerinin HAT ve HDAC” lerin aktivitelerine bagli
oldugu bildirilmistir (115).

Normal beyin gelisiminde noral progenitdr hiicrelerin noronlara farklilagmasi nérona
0zgii genlerin tizerindeki baskilanmanin kaldirilmasi i¢in sinyallerin genoma
transdiiksiyonunu gerektirir. HDAC3, HDACS ve HDAC9 hedef genleri aktive ederek
norogenez ve farklilasmayi indiiklerler. HDAC1 ve HDAC?2 de bu siirece progenitor
transkriptleri susturarak ve noérogenik programi baslatmak suretiyle katilirlar. Akson ve
dendritlerin gelisimi de HDAC” lerin fonksiyonuna baglidir (62).

Ornegin, farelerin noronal progenitor hiicrelerinde bulunan HDAC1 ve HDAC2
genleri susturuldugunda bu hiicreler olgun ndronlara farklilasamadan hiicre 6limiine
ugramis ve sonugta ortaya c¢ikan yiizeyel kortikal tabakalardaki defekt nedeniyle neonatal
fareler dogumdan sonraki 7. giinde 6lmislerdir (116).

Norodejeneratif kosullarda ise HAT aktivitesinde bir azalma ile birlikte HDAC
aktivitesinin arttig1 ve asirt deasetilasyon gerceklestigi bilinmektedir (53, 117,118). Bu
nedenle HDAC inhibitorlerinin ndroprotektif etkinlik gosterebilecekleri one siirtilmiis ve

norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde HDAC inhibisyonu son yillardaki aragtirmalarin
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odak noktasi haline gelmistir (63, 115, 119,120). Bu konuda yapilan birgok ¢alismada
HDAC inhibitdrlerinin beyin iskemi modellerinde (53,90, 94) noroproteksiyona katkida
bulundugu bildirilmistir. HDAC inhibitorlerinin ayrica motor, duyu ve refleks testlerinde
norolojik performansi artirdigi gosterilmistir (5,90).

Literatiirde en yaygin olarak bilinen HDAC inhibitorleri; VPA, SB ve TSA’ dir (121).
VPA, klinikte bipolar bozukluklarin tedavisinde bir duygu-durum diizenleyici olarak ve
epilepsi ile iliskili konviilsif nobetleri i¢eren pek ¢ok noérolojik bozukluklarin tedavisinde
yillardir kullanilmaktadir (122). Deneysel ¢alismalarla VPA’ nin, NMDA’ ya bagh
eksitasyonu azalttig (123), Na* kanallari, Ca*? kanallar1 ve voltaj-kapili K* kanallarini
bloke ettigi gosterilmistir (124). VPA’ nin néroprotektif etkinligi deneysel
norodejenerasyon modellerinde de incelenmis (125) ve apoptotik hiicre 6liimiinii azaltarak
noroproteksiyon sagladigi gosterilmistir (124).

Iskemik beyin hasar1 olusturulan deneysel modellerde ise yine VPA nin ndroprotektif
bir ajan oldugu ortaya konmustur (126, 127). Ornegin, gegici global iskemi modelinde
iskemiden 72 saat sonra uygulanan VPA tedavisi ile Asetil-Histon H3 ve Asetil-Histon H4
diizeylerinde belirgin derecede bir artis oldugu, iskemi/reperfiizyon ile indiiklenen néronal
Olimiin azaldig1 ve ayrica uzamsal bilissel performanstaki kayiplarin anlamli derecede
iyilestigi bildirilmistir (88). VPA’ nin etkileri Hi beyin hasari yapilan 7 giinliik yenidogan
sicanlarda da incelenmis ve apoptozisi baskilamak suretiyle ndroproteksiyon sagladigi
gosterilmistir (97).

Bu bilgilerin 15181nda, tez ¢alismamizda apoptozisi baskilayarak noroprotektif etkinlik
gdsterdigi bilinen {iridin’in (4) Hi beyin hasarmi azaltmadaki olas1 etki mekanizmas1 histon
asetilasyonu yoniinden arastirildi. Sonuglarimiz, iiridin verilen grupta HDAC aktivitesinin
baskilandigini ve Asetil-Histon H3 ve Asetil-Histon H4 diizeylerinin arttigini
gostermektedir. Calismamuz literatiirde ilk kez tiridin’in HDAC enzimini inhibe ettigini
ortaya koymustur.

Onceki ¢alismalarda Asetil-Histon H3 ve Asetil-Histon H4 proteinlerinin 6zellikle
iskemik hasarda rolii oldugu bildirilmistir (88, 93). Ornegin, gegici global iskemi
olusturulan siganlarda VPA ¢alismasinin (88) yani sira, HDAC inhibitorii olarak SB
kullanilan bir bagka calismada serebral iskemi sonrasi dentat girus’ta azalan Asetil-Histon
H3 seviyelerinin SB tedavisi ile arttig1 tespit edilmistir (93). Bu nedenle tez ¢alismamizda
Asetil-Histon H3 ve Asetil-Histon H4 proteinlerinin diizeyleri incelenmis ve iiridin

tedavisini takiben bu proteinlerin diizeylerinin arttig1 gozlenmistir.
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Sonug olarak, tez calismamizda HI beyin hasarimi takiben 3 giin ard arda 500mg/kg
i.p. yolla uygulanan iiridin tedavisinin noroprotektif etkinligi gosterilmistir. Bulgumuz
onceki calismada (4) elde edilen verileri dogrular niteliktedir. Bu calismada ek olarak HIiE
sigan modelinde iiridin’in noroprotektif etkinligine aracilik eden muhtemel mekanizma
arastirilmistir. Calismamizda elde ettigimiz veriler {iridin tedavisiyle saglanan
noroproteksiyona HDAC inhibisyonunun aracilik ettigini ve bunun sonucunda Asetil-
Histon H3 ve Asetil-Histon H4 diizeylerinin arttigin1 gostermektedir. Bulgularimiz
literatiirdeki ilk gézlemlerdir ve iiridin’in iskemik hasar1 azaltmadaki etki mekanizmasinin

ortaya cikarilmasi i¢in literatiire anlamli katki saglayacagi diistintilmektedir.
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