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OZET

Eritropoetin’in SHSY-5Y Hucrelerinde Genomik Duizeyde Gen Espresyonuna Etkisinin
incelenmesi
Zeynep Filiz ONKAL, Dokuz Eylul Universitesi,

Saglik Bilimleri Engtitiisi, Sinir Bilimler Anabilim Dal1, 35340 inciralti, Izmir

Eritropoetin (EPO), eritropoezi uyaran hematopoietik biytme faktort ve sitokindir.
Son yillarda beyindeki néronal ve glial hticrelerde kendisinin ve reseptorinin varligi ortaya
konmustur. EPO, sinir sisteminin gelisiminde, néronal canliligin devaminda néronal hasarin
tamirinde kritik roller Gstlenir. EPO’nun noroprotektif etkisinin olast bir mekanizmasi
transkripsiyonel diizeyde gen regulasyonudur. Bu calismada amacimiz EPO’ nun SHSY-5Y
ndroblastoma hiicre hattinda mRNA ekspresyonuna etkisinin incelenmesidir.

Projemizde mikroarray ile EPO’in transkripsiyonel duzeyde yaptigi degisiklikler
incelendi. Bu amagla néronal bir hticre hatti olan SHSY-5Y hiicre hattina EPO indiiksiyonu
uygulamp bunun sonucunda ekspresyonu degisen mRNA’lar mikroarray ve kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (QPCR) yontemleriyle incelendi.

Arastirmamizin sonuglarina gore eBayes hipotez testi ile 24 saatlik EPO induksiyonu
ile kontrol grubu karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik saptanmadi. 48 saatlik EPO
indiiksiyonu ile kontrol grubu karsilastirildiginda anlamli olarak 438 gen up-regtile, 482 gen
down-reglile olarak belirlenmistir. Kat Degisim (Fold change) sinir degeri olarak
karsilastirildiginda kat degisimi 0,5'den az olanlar azalmis gen ekspresyonu, 1,5 den fazla
olanlar artrmis gen ekspresyonu olarak kabul edilmistir. Buna gore 52 genin kat degisim
degerleri 1,5 Uzeri, 23 genin kat degisim degerleri 0,5den azdir. Literatlr incelemesi
yapilarak bu 75 gen igerisinden konumuz ile ilgili olan 26 gen igin gPCR konfirmasyonu
yapilmistir. Mikroarray sonuglar: ile gqPCR sonuglart uyumludur. Segilen 26 genden 18
tanesinin gen ekspresyonu anlamli artmig, 8 tanesinin gen ekspresyonu anlamli olarak azal mig
bulunmustur. Bu genlerin hangi yolaklarda rol aldigi KEGG yazilimi ve reactome programi
ile belirlenmistir. Bu analiz sonrasi EPO’'nun ekstraselliler matriks organizasyon, akson,
sinyal donusturdlmesi, protein metabolizmas, ile ilgili ana yolaklar: etkiledigi belirlenmistir.
Anahtar Sozclikler: Eritropoetin, SHSY-5Y Hucre Hatti, Gen Ekspresyonu, Mikroarray



ABSTRACT
The Effect of Erythropoietin on mMRNA Level in SHSY-5Y Cell Line by Microarray

Zeynep Filiz ONKAL, Dokuz Eylul University
The Institute of Health Sciences, Department of Neuroscience, 35340 Inciralti, [zmir

Erythropoietin (EPO) is a hematopoietic growth factor and cytokine which stimulates
erythropoiesis. In recent years it’s been shown that EPO and its receptor is expressed in the
brain, neurons and the glial cells. EPO has a critical role in the development, maintenance,
protection and repairment of the nervous system. A possible mechanism of EPO is gene
regulation at the transcriptional level. In this study, our aim is to investigate the effects of
EPO on mRNA expression levels in SHSY-5Y neuroblastoma cell line.

In our project, the transcriptional effects of EPO was examinated by microarray. For
this purpose neuronal cell line SHSY-5Y has been induced by EPO and any mRNA
expression changes that occured has been detected by microarray and Quantitative
Polymerase Chain Reaction (QPCR) methods both.

According to our results, by eBayes hypothesis test, there is no significant changes in
control versus 24 hour EPO induction group. Our results show that in comparision control
group versus 48 hours EPO induction group, 438 gene upregulated and 482 genes down
regulated. <0,5 fold change determined as decreased gene expression level and > 1,5 was
determined as increased gene expression level. According to this, 52 gene fold change >1,5
and 23 genes fold changes <0,5. We choose 26 genes for gPCR confirmation depend on
literature. The concordance between microarray and gPCR results was found. Our results
show that 18 gene expression was significantly increase and 8 genes expression was
significantly decrease after 48 hour EPO induction. Using KEGG and reactome applications,
we investigated releated pathways such as extracellular matrix organisation, axon guidance,

signal transduction, protein metabolism.

Key Words: Erythropoietin, SHSY-5Y Cell line, Gene expression, Microarray



g IRIS VE AMAC

Eritropoetin (EPO), primer fonksiyonu hematopoetik dokularda eritrosit Oncuisi
hiicrelerin apoptotik Slumint baskilayarak eritrosit Uretimini (eritropoez) uyarmak olan
glikoprotein yapida bir hormon ve sitokindir.

Son yillarda beyindeki néronal ve glial hiicrelerde kendisinin ve reseptdrinin varligi
ortaya konmustur. Hematopoetik dokular disindaki dokularda da fonksiyonel EPO
reseptorlerinin - bulunmast bu maddenin eritropoez disinda baska fonksiyonlari da
olabilecegini dusundurmustir. EPO; sinir sisteminin gelisiminde, néronal canliligin
devaminda, noronal hasarin tamirinde 6nemli roller Gstlenir. Ayrica EPO nun iskemik,
hipoksik, metabolik, ndrotoksk ve eksitotoksik streste noroprotektif etkisi oldugu
gogterilmistir. EPO’nun ndron koruyucu etkilerinin kesin mekanizmasi tam olarak bilinmese
de hiicre canliligim arttirici yolaklar: uyardigi, anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu
arttirchgi, hicre ici kalsiyum metabolizmasin dizenledigi, nitrik oksid Uretimini azalttigi,
glutamat salimmim baskiladigi, anjiyojenezi ve norogenezi uyarchigi, norotrofik faktor
sentezini arttirdigi, bu sayede anti-apoptotik, anti-oksidatif ve anti-inflammatuar etki
gosterdigi bildirilmistir.

Eritropoetin, anemi tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Y apilan serebral iskemi, multiple
skleroz ve sizofreni klinik calismalarda EPO uygulamas: ile klinik bulgularda dizelme
gbzlenmistir. EPO’ nun kullammint simirlandiran en énemli yan etki hematopoetik etkileridir.
Bunlarin en 6nemlisi eritropoez artisidir. Bu nedenle EPO’ nun sinyalleme mekanizmasinin
cok iyi bilinmesi biyitk 6nem tasir. Bu bize EPO'nun yan etkilerini azaltabilmemizi
saglayacaktir. Son yillarda EPO’ya benzer, ancak hematopoetik yan etkileri olmayan
bilesikler gelistirilmektedir.

Bu caligmadaki amacimiz, EPO'nun SHSY-5Y noroblastoma hiicre hattinda
transkripsiyonel duzeyde yaptig1 degisikliklerin incelenmesidir. Bu amagla néronal bir hiicre
hatt: olan SHSY-5Y hiicre hattina EPO indiksiyonu uygulanmp bunun sonucunda ekspresyonu
degisen mMRNA’lar mikroarray ve Kkantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (gPCR)
yontemleriyle incelenmistir.

H1: SHSY-5Y noroblastoma hiicre hattina EPO uygulamasi ile mRNA ekspresyon
diizeylerinde degisiklik olur.



2. GENEL BILGILER

2.1. ERITROPOETIN

Eritropoetin  (EPO), 165 aminoasitten olusan, 34 kDa'luk pleiotropik bir
glikoproteindir. Eritropoez’ in (Eritroid 6ncl hticrelerin olgun kirmizi kan hiicrelerine gelisimi
ve eritrosit diferansiyasyonu) uyarilmas: ve devam ettirilmesinde hormonal bir rol oynar. EPO
molekuli 14 den fazla sialik asit rezidusiine sahiptir (1, 2).

Eritropoetin, fetal donemde karacigerde hepatositler tarafindan, eriskin dénem de ise
bobrek korteksinin kapiller yatagimn renal intestisyel fibroblast benzeri hiicrelerinde ve
karacigerde periventz hepatositlerde sentezlenir. Karaciger, EPO Uretiminin %10-20’ sinden
sorumludur (1, 3).

Hipoksik kosullarda, kirmizi kan hiicresi sentezini arttirabilmek icin bdbrek EPO
uretir ve sentezler. Dolagimdaki EPO, kemik iligindeki eritroid prekirsor hiicrelerdeki
reseptorlerine baglanir ve eritropoez uyarimina neden olur. Hematopoezdeki roli, eritroid
prekirsor hucrelerini apoptozunu engellemek, proliferasyonlarim arttirmak ve normoblastlara
olan diferansiyasyonunu saglamaktir. Eritropoez indiksiyonu doku oksijenlenmesinin
artmasini saglar. Doku oksijenlenmesi, oksijen bagimli EPO dretiminin ve eritropoezin etkili
ve kritik hormonal feedback mekanizmasidir. EPO, transkripsiyon faktorleri hipoksi ile
induklenebilir faktorler (HIFs) oksijen varliginda hikdroksillenir ve proteozomal olarak yikilir
(4-7).

Eritropoetin, ilk kez anaplastik anemili hasta idrarindan izole edildi. 1985 yilinda EPO
geni ilk kez klonlandi ve 1989 yilinda rekombinant EPO, FDA (Food and Drug
Administration) onay: alarak hastalar icin kullanilmaya baslad: (8, 9).

2.1.1. Eritropoetin Reseptoru

Eritropoetin, 66 kDa agirhginda, 507 aminoasitden olusmus tip 1 transmembran
protein grubuna ait, tip 1 sitokin reseptér slper ailesinin bir (yesi olan Eritropoetin
reseptoriune (EPOR) baglanir (10, 11).

Eritropoetin reseptorii tek bir membran gegisine sahiptir. Bu reseptérler sitokin
reseptor homoloji bolgesi (CRM) diye adlandirilan fonksiyonel bélgeleri ile karakterizedir.
Sitokin reseptdr homoloji bolgeleri silindirik gdvde yapisinda ve herbiri 7 b zincirinden



olusmustur. Eksrasellller bolgede korunmus 4 adet sistein rezidisi ve WSXWS (W:
Triptofan, S: Serin X:Herhangi bir aminoasit) aminoasit dizisi igerir (12-14).

Inaktive durumda homodimer olarak bulunurlar. EPOR’Uin sitoplazmik kismi birgok
fosfotirozin igerir. Sitoplazmik bolgesini katalitik aktivitesi yoktur. EPO'nun reseptoriine
baglanmasi ile EPOR’leri homodimer haline gecerler. Bu konformasyonel degisiklik EPOR
ile iliskili olan Janus Tirozin Kinaz 2 (Jak-2)'nin otofosforilasyonuna neden olur. Bu
fosforilenme sonucunda EPO/EPOR sinyali baglatilir ve arttirilarak iliskili bir¢cok alt yolaga
iletilir (Sekil 1). Bu alt yolaklardan biri Jak-2 tarafindan aktive edilen Ras/ Mitojen Aktivated
Protein Kinaz (MAPK) yolagidir. Diger bir yolak “Signal Transducers and Activators of
Transcription” (STAT) ailesi olan transkripsiyon faktorlerinin aktive oldugu yolaktir. Jak-2
araciligi ile aktive olan diger bir yol ise Fosfiditilinositol 3 Kinaz (PI3K) /Akt aracil1 yolaktir.
Bu sinyal yollarinin aktiflesmesi ile eritroblastlar icin EPO’ nun net etkisi olan apoptozun
inhibisyonu, proliferasyon ve diferansiyasyonda artig gbzlenir (13-15).
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Sekil 1: Eritropoetin sinyal yolagi

Eritropoetin  reseptorinun, mezensefalik, hipokampal ve kortikal ndronlarda,
astrositlerde, oligodendrositlerde ve beyin kapiller endotelyal hticrelerinde eksprese edildigi
cesitli arastirmalarla gosterilmistir (16-19).

Eritropoetin reseptorii gen ekspresyonu beyin gelisimi ve doku koruyucu etkiler icin
gereklidir. Yapilan incelemelerde EPOR’niin gelismemis olmast embriyonik dénem 13.
gunden sonra tamamlanamamis eritropoez sonucunda oldurict etkinin yam sira, kardiyak
anomaliler ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir. (20-23).

2.1.2. Beta Common Reseptor (bc Reseptdr)
Son yillarda yapilan calismalar ile EPO’ nun noroprotektif ve doku koruyucu etkilerini
baska bir reseptor araciligi ile gosteriyor olabilecegi ortaya gikmistir. EPO ve beta common



reseptorin (bc Reseptdr) etkilesmesi ile hematopoetik etkilerin ortaya cikmamasi, bc
Reseptorin, EPO’ya disuk afinite gostermesi ve doku koruyucu etkilerde EPO deriveleri ile
daha yUksek afiniteli reseptor/ligand kompleksi olusturmasi bu teoriyi glclendirmektedir (24,
25).

Beta common reseptor, diger adi ile CD131, a reseptdr alt grublar: ile kompleks
yaparak granllosit makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), interlokin 3 (IL-3) ve Interlokin
5 (IL-5)’ e spesifik reseptoruni olusturur. Klasik Eritropoetin reseptori gibi, be reseptor detip
1 sitokin reseptor stper ailesinin bir GOyesidir. bc reseptor ekstraselliler bolgesinde 2 CRM
icerir. 1.ci ve 3.cl bolgelerinde bulunan korunmus sistein rezidiileri a reseptor ile capraz bag
olusturmasina bdylece ligandlarina yiksek afinite ile baglanmasina neden olur (26, 27).

Hanazono Y. ve arkadaslarimin yaptiklari calismada (28) hematopoetik hiicrelerde bc
reseptorin fosforillenmesi EPO sinyalinin baslamasina neden oldugunu ileri strdikleri
calisma sonucunda EPOR/ bc reseptor birlikteliginin hematopoez igin gerekli oldugu
distinidlmeye baslanmisti. Daha sonra yapilan calismalarda EPOR ile bc reseptor arasinda
fonksiyonel bir iligki oldugu gosterilmistir (29, 30). bc reseptoér knockout farelerde normal
eritrosit olgunlasmasinin oldugunun gosterilmesi ve bc reseptdrin eritropoez igin gerekli
olmadiginin belirlenmesi (31), EPOR/ bc reseptorin olusturdugu heterodimer reseptorin
EPO’ nun doku koruyucu etkisinde rol oynadiklar1 hipotezini guiclendirmistir.

Brines M. ve arkadaglarinin yaptiklar: calismada (24), kardiyomiyosit ve spinal kord
hasarli modellerde EPO’ nun, hem EPOR hem de bc resept6riin birlikte oldugu durumda doku
koruyucu etkisini gosterirken, bc reseptdr knockout farelerde hem EPO’ nun hem de EPO’ nun
eritropoetik  olmayan derivelerinden karbamile eritropoetinin = aktif  olmadiklarin:
gosermislerdir. Bu durum EPO’un doku koruyucu etkisinde EPOR’niin ve bc reseptorin
birlikte rol oynadiklarina kanit olusturmustur.

Swartjes M. ve arkadaslar1 (32), periferal sinir hasarli fare ve sicanlarda yaptiklari
calismada, siyatik sinir hasar sonrasi, bc reseptor saglam olan fare ve sicanlarda gbzlenenin
aksine, bc reseptor knockout fare ve siganlarda EPO’'nun hematopoetik olmayan derivesi
uygulandiginda noropatik agrimin gozlendigi, antiinflamatuar sistemlerin aktive olmadigi
gozlemlemislerdir.

Su KH. ve arkadaslar1 (33), bc reseptoriin EPO ile indiklenen endoteliyal nitrik oksit
(NO) sentezinde etkisini incelemiglerdir. bc reseptérii ve EPOR’'nin birlikte lokalize



olduklarim, nétralize edici kiguk molekiller ve siRNA teknolojisi ile bc reseptori ve
EPOR’'nU inhibe ettiklerinde EPO ile indiklenen nitrik oksit (NO) sentezinin ortadan
kalktigim gozlemlemislerdir. Ayrica, EPO ile indiklenen endoteliyal hiicre proliferasyonu,
migrasyonu, tup formasyonunun bc reseptori antikorlar:t kullanmildiginda inhibe oldugunu

bildirmiglerdir.

2.2. ERITROPOETIN'IN NOROPROTEKTIF ETKILERI

Eritropoetin ve reseptérinin beyinde eksprese edildigi ve bu ekspresyonun iskemi
sonrasinda arttig1 gosterildikten sonra EPO/EPOR’ niin nroprotektif sistemde rol oynadiklart
dustnuldd. Eritropoetinin PC12 sican feokromasitoma ve SN6 septal kolonerjik hiicre
hatlarinda ekspresyonunun varhig: gosterildikten sonra, kiltire edilen sigan fetiis serebral
hiicrelerinde EPO ekspresyonunun varligimn gogerilmesi ve bu ekspresyonun oksijen
bagiml1 oldugunun belirlenmesi ile EPO Ureten yeni bdlgelerin oldugu kanitlanmis oldu (34,
35).

Daha sonra yapilan calismalar ile EPO ve EPOR’ niin iskemik hasar sonrasinda beyin
dokusunda ekspresyonlarimin arttigi, normal insan beyninde EPO/EPOR reaksiyonu zayif iken
akut iskemik hasar sonrast EPOR’ niin ekspresyonunun kan damarlari, néron ve astrositlerde
artmis oldugu bildirilmistir. Bu ¢calismalar ile EPO/EPOR’ niin néroprotektif sissemde 6nemli
rol oynadigi diistinilmustdr (36-38).

Eritropoetinin noroprotektif etkileri ilk olarak ¢esitli hipoksik ve toksk hasar

modellerinde in vitro olarak gosterilmistir. Tablo 1'de in vitro ¢alismalar 6zetlenmistir.

Tablo 1: Eritropoetin’in in vitro noroprotektif etkilerini gosteren ¢calismalar

Noron Tipi Toksisite EPO Etkis Referans
PC12 hiicre hatt1 Glutamat Koruyucu 16
Kortikal ndron Glutamat Koruyucu 16
PC12 hiicre hatt1 Serurny sinir btiyiime faktor azligi Koruyucu 39
PC12 hiicre hatt1 MPP, oksidatif stres ve apoptoz Koruyucu 40
Kortikal ndron Glukoz/  oksijen  deprivasyonu, Koruyucu 41
AMPA
Hipokampal néron  Hipoksi Apoptozu azaltma 42




Kortikal noron Glukoz deprivasyonu Koruyucu 43

Kortikal ndron NMDA, NO Apoptozu azaltma 44
Motor ndron Kainat Koruyucu 38
Hipokampal néron  Hipoksi Koruyucu 38
Hipokampal néron  Kimyasal hipoksi Apoptozu azaltma 45
Hipokampal néron  Anoksi Apoptozu azaltma 46
kaspaz aktivitesi

Mikroglial hicre Glukoz/ oksijen deprivasyonu Koruyucu 47
hatti

Hipokampal néron  NO Koruyucu 48

Eritropoetinin noroprotektif etkileri daha sonra iskemi reperflizyon, spinal kord basist,
hipoksik iskemi, subaraknoid kanama gibi cesitli sinir doku hasar modelinde koruyucu ve
infarkt alanlarini kigultmek gibi iyilestirici etkileri in vivo olarak da gosterilmistir. Tablo

2'dein vivo calismalar 6zetlenmistir.



Tablo 2: Eritropoetin’in in vivo ndroprotektif etkilerini gbsteren ¢alismalar

Doku Kaynak M odel EPO Etkis Referans
Beyin Gerbil  Iskemi/ reperfiizyon Hipokampal noronlarda apoptozu azaltma, 48
CA1 bolgesinde sinaps dejenerasyonunu azaltma
Kognitif iyilesme
Beyin Sican  Iskemi/ reperfiizyon Inme hacminde azalma 49
Beyin Fare Kint travma Inme hacminde ve inflamasyonda azalma 49
Beyin Sican Deneysel otoimmun ensefalit Klinik skorlamada ve inflamasyon sitokin seviyelerinde azalma 49
Beyin Tavsan  Subaraknoid kanama Koruyucu 50
Beyin Fare Parkinson Nigral dopaminerjik néronlarin sag kalim 51
Beyin Gerbil  Iskemi Bcl-xI ile indUklenen apoptozda azalma 45
Beyin Domuz Hipotermi kaynakli dolasim Apoptozu ve glutamat seviyesini azaltma 52
durmasi
Retina Sican  Iskemi/ reperfiizyon Koruyucu 53
Spinal kord Tavsan  Iskemi/ reperfiizyon Motor ndron apoptozunda azalma 54
Spinal kord Sican Basi Norolojik iyilesme 55
Beyin Sican  Deneysel otoimmun ensefalit Inflamatuar belirteclerde azalma, 56
Glial aktivasyon ve proliferasyonda gerileme
Siyatik sinir Sican Basi Hasarda azalma Fonksiyonlarda hizl1 iyilesme 57
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Doku Kaynak M odel EPO Etkis Referans
Periferik sinir ~ Sigan Basi Agr1 ve apoptozda azalma 58
Beyin Sican Neonatal hipoksik iskemi Hasarli doku hacminde azalma, Apoptozu azaltma, 59
Noronlarda NFkB ve kaspaz 3 aktivitesinde azalma
Beyin Sigan  Iskemi Inflamasyonda azalma 60
Beyin Fare Neonatal hipoksik iskemi Hasarl1 doku hacminde azalma, Apoptozu azaltma, 61
Noronlarda NFkB ve kaspaz 3 aktivitesinde azalma
Beyin Sican MK801 Toksisitesi Noronal apoptozda azalma 62
Spinal kord Fare Deneysel otoimmun ensefalit TNF-q, IL-1B ve interlokin-1Reseptor-o (IL1R o) dizeylerinde 63
azalma
Siyatik sinir Sican Kronik siyatik sinir daralma Proinflamatuar sitokin seviyelerinde azalma 64
hasar Kesiye bagli kronik agridaiyilesme
Beyin Sican Hasar sonrasi gelisen serebral Inflamatuar belirteclerde azalma 65
inflamasyon
Beyin Sican Intraserebral kanama Perihematomal inflamasyonda ve apoptozda azalma 66
Spinal kord Sican Deneysel omurilik hasari Lipid peroksidasyonunda azalma 67
Spinal kord Sican Deneysel omurilik hasar Mikroglial  infiltrasyonda ve  proinflamatuar  sitokin 68

seviyelerinde azalma
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Doku Kaynak M odel EPO Etkis Referans

Beyin Fare Deneysel travmatik beyin hasari  Motor kayipda azalma, bilissel fonksiyon kazamminda artis 69
Apoptozda ve inflamasyonda azalma

Beyin Sican Neonatal hipoksik iskemi Proinflamatuar sitokin seviyelerinde 70
Lokosit infiltrasyonunda azalma
Apoptozda azalma

Beyin Sican Neonatal hipoksik iskemi Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde artis 71
Lipid peroksidasyonunda azalma

Beyin Sican Neonatal hipoksik iskemi Hasarli doku hacminde azalma, Apoptozda azalma 72

Beyin Sican Periventrikiler |okomalazi Mikroglial aktivasyonda, oligodendirosit ve miyelin hasarinda 73

azalma
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Yapilan klinik calismalar ile EPO nun norodejeneretif hastaliklardaki noroprotektif
Tablo 3'de inme disindaki sinir sistemi hastaliklarinda

etkileri degerlendirilmistir.

Eritropoetin’in etkilerini gosteren calismalar 6zetlenmistir.

Tablo 3: Inme disindaki sinir sistemi hastaliklarinda Eritropoetin’in etkilerini gosteren

calismalar
Hastahk Faz Hasta Sonug Referans
say1s
Neonatal hipoksik- 1/ 167 Sadece orta seviyede HIE'li infantlarda 74
iskemik ensefalopati uzun vadeli sonuclar iyilesti
IVH, PVL, ROP, lalllb 45 Kisavadeli sonuglarda degisiklik yok 75
septisemi, serebral inme, Ciddi yan etkisi yok
NEC bronkopulmoner
displazili preterm infant
Asirt disik dogum /11 60 EPO iyi tolere edilir 76
agirlikli infantlar Morbidite ya da mortalitede degisim
yok
Sizofreni b 39 Sizofreniyle iliskili bilissel 77
performansta artis
Multipl skleroz lla 8 Y an etki yok motor fonksiyon ve 78
kognisyonda gelisme
Subaraknoid hemoraji b 80 SAH’1 takiben gecikmeli iskemik 79
problemlerde azalma
b 73 EPO’ylaklinik durumda iyilesme yok 80
Friedreich ataksisi lla 8 Frataksin seviyelerinde artma 81
lla 12 Oksidatif stres belirteclerinde azalma 82

HIE: Hipoksik iskemik ensefalopati
M pred: Metilprednisolon

NEC: Nekrotize edici enterokolit

2.2.1. Eritropoetin Deriveleri

PVL: Periventrikiler [6komalasi

ROP: Prematir retinopatisi
SAH: Subaraknoid hemoraji

Eritropoetin reseptorinin, beyinde astrosit ve noronlarda kardiyovaskiler sistemde

kardiyomiyosit, endotelyum, vaskiler diz kasda, spinal kord,

gastrointestinal  sistem ve akciger gibi

iskelet kas,

hematopoetik olmayan hlcrelerde varligimn

reting,

gogerilmesi ile EPO' nun hematopoetik olmayan dokulardaki fonksiyonu incelenmeye
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baglanmustir. Birgok klinik calismada iskemik hasar sonrasinda EPO’ nun hasarli skar dokuyu
kuculttagu ve iyilismeyi arttirdigr gozlenmistir (83-89).

Eritropoetinin doku koruyucu mekanizmasinda hematopoezdekinden daha yiksek
miktar EPO’ya gereksinim duyulmasi, bu nedenle plazma yarilanma omrinin artmasi,
hematopoetik reseptorlerin  stirekli uyarilmasi ile eritropoez artisi, tromboembolizm,
hipertansiyon gibi EPO kullanimina bagli sistemik yan etkiler EPO’ nun doku koruyucu bir
gan olarak kullamm kisitlamaktadir (90). Bu yan etkileri azaltmak igin EPO’ nun
hematopoetik olmayan deriveleri gelistirilmistir.  Bu deriveler; Asialo Eritropoetin
(asialoEPO), Karbamile Eritropoetin (CEPO), No6ro Eritropoetin (Neuro-EPO)’dur (57, 91,
92).

Asialo Eritropoetin

Asialo Eritropoetin (asialoEPO), insan rekombinant eritropoetinden (rHu-EPO),
enzimatik desializasyon ile olusturulmus bir molekildir. EPOR’ ne aym dizeyde afiniteye
sahiptir fakat plazma yarilanma 6mrii EPO’ dan daha dusuktir (57, 91, 92).

Erbayraktar S. ve arkadaslar1 (57), asialoEPO’ nun serebral iskemi modelinde infarkt
hacmini %50 oramnda azalttigini belirlemislerdir. Spinal kord basist modelinde asialoEPO
uygulanan grupta histolojik iyiliesme ve motor skorlarda ilerlemenin kontrol grubuna gore
artmis oldugunu belirtmislerdir. Ayrica siyatik sinir kesisi modelinde, kesi 6ncesi ve sonrasi
asialoEPO uygulamasi ile daha az motor fonksiyon kaybi ve daha iyilesme etkilerini
belirlemiglerdir.

Leist M. ve arkadaglar1 (93) yaptiklart calismada, PC-12 hiicrelerinde EPO ve
asialoEPO’ nun EPOR’ ne baglanma afinitelerinin benzer oldugunu belirlemislerdir.

Mennini T. ve arkadaslar1 (94) Wobbler farelerinde olusturduklart Amiyotrafik lateral
skleroz (ALS) modelinde, kronik asialoEPO uygulamasimin motor davranslart gelistirdigi,
servikal spinal kordda motor ndron kaybini, astrosit ve mikroglial aktivasyonu gerilettigini
gozlemlemislerdir. Yaptiklari calismada, asialoEPO’'nun primer motor ndron hiicre
kilturunde kainat ile indtiklenen hticre 6limtinde koruyucu etki gosterdigini belirlemislerdir.

Wang X. ve arkadaglarimin (91) yenidogan hipoksik iskemi modelinde asialoEPO ve
EPO uygulmasinin, infarkt hacimlerini %50 oraminda azalttigi, ERK fosforilasyonunun
asialoEPO uygulamasi sonrasinda anlamli olarak azaldigini belirtmislerdir. Hipoksik iskemi
modeli olusturulmadan sadece asialoEPO uygulamasi sonrasinda yapilan proteomiks analiz
sonucunda  “synaptosome-associated protein 25" (SNAP25)’in  upregile oldugunu
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belirtmislerdir. AsialoEPO’ nun noroprotektif etki mekanizmasinin ERK fosforilasyonunda
azalma ve SNAP25 upregulasyonu ileiligkili olabilecegini 6ne stirmuslerdir.

Grasso G. ve arkadaslarimin (95) spinal kord hasarinda EPO ve asialoEPO ile
yaptiklar: calismada, spinal kord hasarindan 24 saat 6nce uygulanan EPO ve asialoEPO’ nun
hasar sonrast motor fonksiyonlarin gelismesinde ve glial yanitta belirte¢ olan glial fibriler

asidik protein diizeyinde anlamli artma gozlemlediler.

Karbamile Eritropoetin

Karbamile Eritropoetin (CEPO), EPO molekiltundeki lizinlerin karbamilasyon ile
homositruline donstirilerek gelistirilmistir. EPOR’ ne afinitesi daha disukttr. Néroprotektif
etkilerini EPOR ve bc reseptorin birlikte olusturdugu alternatif EPO reseptért aracilig ile
gerceklestirir (92, 93).

Leiss M. ve arkadaslarimin (93) CEPO ile yaptiklart calismada, invitro UT7
hicrelerinde hematopoez bioassayde CEPO’'nun EPO’nun biyoaktivitesine benzerlik
gostermedigini ve bu hiicrelerde EPOR’ a baglanmadigim gostermislerdir. Ayrica, CEPO’ nun
P19 hicre hattim apoptozdan korudugu ve hipokampal hicrelerde N-metil-D- aspartat
(NMDA) ile induklenen apoptozu engelledigini gostermislerdir. Serebral infarkt modelinde
CEPO'’ nun, EPO ile ayni derecede doku koruyucu etki gosterdigini belirlemislerdir Diger
yandan retinal iskemi ve siyatik sinir basisinda da CEPO’ nun doku kuruyucu etkileri EPO ile
ayn diizeyde bulunmustur.

Brines M. ve arkadaslarinin (49), miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG) ile
indikledikleri deneysel otoimmun ensefalomiyelit (EAE) fare modelinde, haftada 3 kez
CEPO uygulamasinin  norolojik  fonksiyonlarda anlamli  dizelmeyi  sagladigini
gozlemlemislerdir.

Leist M. ve arkadaslarinin (93) diyabetik periferal noropatili sican modelinde, CEPO
ile yaptiklar1 ¢alismada daha 6nceki ¢alismalarda EPO’nun olumlu etkilerine benzer etkiler

gozlemlemislerdir.

Noro Eritropoetin
Noro Eritropoetin (Neuro-EPO), rHu-EPO biyoteknolojik olarak gelistirilirken sialik
asit iceriginin 4-7 mol/molprotein’e disurdlmesi ile gelistirilmis EPO derivesidir. Sialik asit

icerigi dusuk oldugu icin kisa stirede karacigerde yikima ugrar. Molekultin bu 6zelligi Neuro-
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EPO’'nun sistemik yikima ugramadan uygulanabilecegi intranasal uygulama gibi alternatif
yontemleri gelistirmistir (92, 96).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:
Deneysel nitelikte bir arastirmadr.

3.2. Arastirmanmn Yeri ve Zaman:
Galismamiz Aralik 2010 ile Aralik 2012 arasinda gergeklestirilmistir. Deneylerin
tamami Dokuz Eylil Universitesi Arastirma laboratuarinda (Arlab) gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmamin Evreni ve Orneklemi/ Calisma Gruplar
Arastirmamiz insan Uzerinde yapilan bir ¢alisma degildir.
Calismamizin gruplari su sekildedir:

- Kontrol grubu (n:3)

- 24 saat Eritropoetin uygulanan grup (n:3)

- 48 saat Eritropoetin uygulanan grup (n:3)

3.4. Cahsma M ateryali

Calismamizda pasa) 17'deki SHSY-5Y noroblastoma hiicre hatti kullamlmustir.
Almanyada bulunan, kisa adi DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen) olan “Biyolojik Materyal icin Kaynak Merkezi” nden 2006 yilinda alinmustir.
Alim siireci firmalar aracilig ile olmustur.

3.5.  Arastirmanin Degiskenleri
Calismamizin degiskenleri:
- mRNA ekspresyon seviyeleri: (bagimli degisken)
- Eritropoetin (bagimsiz degisken)

3.6. Veri Toplama Araglar:
3.6.1. HucreKultura

Pasgj 15'deki SHSY-5Y noroblastoma hticreleri -80°C'deki dondurucudan alinarak
37°C'deki su banyosunda c¢ozildi. Ardindan icindeki hiicre siispansiyonu 6 ml, %89
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DMEM/F12 (Sigma Aldrich, USA), %10 Fetal sigir serumu (FBS: fetal bovine serum,
Biochrom AG, Almanya) ve %1 L-Glutamin (Biochrom AG, Almanya) besiyeri iceren
falkon tlpe yavasca aktarildi. Tup 1500 rpm’de 5 dk santrifyj (Hettich, Almanya) edildikten
sonra Ust sivi atildi ve pelete 2 ml kiltdr ortam eklenerek stispanse hale getirildi. Hicreler,
Thoma lam: (Marienfeld, Almanya) kullanilarak sayild: ve canlilig: kontrol edildi. 75 cm? lik
hiicre flasklarina 1 x10° hiicre gelecek sekilde ekildi ve Uzerlerine 10 ml kiiltir ortam:
eklendi. Inverted 151k mikroskobunda (Olympus, Japonya) kontrol edilerek hiicreler
inktbatore kaldirildi.

Hucrelerin sikisiklik durumu inverted 1sik mikroskobunda kontrol edildi. %80
konfuluent olan flasklar pasajlandi. Hicreler pasajlanirken flasklardaki hiicre kilttr ortam
cekilip atildi. 10 ml Fosfat tamponlu fizyolojik solisyon (Phosphate buffered saline; PBS)
eklenerek yikandiktan sonra PBS uzaklastirildi. Hucrelere 5 ml Tripsi/EDTA (%0,05/%0,02)
solisyonu eklenerek inkibator icinde 2 dakika bekletildi. Hucrelerin flask ytuzeyinden
ayrilmalar1 saglandi. Daha sonra flasklara 5 ml kilttr ortami eklendi, siispansiyon 15 ml’lik
tuplere aktarildi. Hucreler 1500 rpm hizda 5 dakika santrifiij edildikten sonra ¢oken hiicrelerin
Uzerinde kalan ortam uzaklastirildi. Hucreler 1 ml kiltir ortami eklenerek stispanse hale
getirildi. Hicreler, Thoma lami (Marienfeld, Almanya) kullanilarak sayildi. Flask basina,

1 x10° hiicre gelecek sekilde ekildi ve tizerlerine 10 ml kiltir ortam: eklendi.

3.6.2. in vitro Deney

Pasaj 15'deki SHSY-5Y noroblastoma hiicreleri 75 cm?® lik hiicre flasklarina (Greiner,
USA) 3x10° hiicre/flask yogunlukta olacak sekilde %89 DMEM/F12 (Sigma Aldrich, USA),
%10 Fetal sigir serumu (Biochrom AG, Almanya) ve %1 L-Glutamin (Biochrom AG,
Almanya) iceren hiicre kulttrd ortam ile ekildi.

Flasklar 24 saat sireyle 37°C'de, %5 CO,'li ve nemli hava iceren etiivde (Termo
Scientific, ABD) inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan kontrol grubu (n:3) Optimem
(serumsuz ortam) (Gibco, ABD) ortamina gegildi. 24 saatlik EPO indiksiyonu uygulanacak
grup (n:3), 48 saatlik EPO indiksiyonu uygulanacak grup (n:3) da Optimem ortamina gegildi.
EPO (Neorecormon, 30001U, Roche, Almanya) indiksiyonu 1 U/ml dozda, 24 ve 48 saat

siireyle uygulandh.
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3.6.3 RNA izolasyonu

In vitro deney sonrasinda mikroarray icin hiicrelerden total RNA izolasyonu Qiagen’in
miRNeasy mini kit'i ile izole edilmistir. TUm islem dreticinin belirttigi bicimde
gerceklestirilmistir. Oncelikle hiicreler flasklardan hiicre kaziyict (Grenier, Almanya) ile
toplandiktan sonra 1500 rpm’de 5 dk santrifllj edilerek ¢cokturildi ve ortam uzaklastirildi lizis
icin 700 ul QIAzol Lizis tamponu eklendi. Vortekslenip karistirildi. Oda 1sisinda 5 dakika
bekletildi. Uzerine 140 pl kloroform eklendi ve her bir tiip 15 saniye karistirildi. Oda 1sisinda
2-3 dakika bekletildi. 12,000xg’de 15 dakika +4 C”de santrifijj edildi. Santrifiij sonrasinda
Ust faz yeni toplama tipune aktarildi. 525 pl %100 etanol eklendi, pipetleme yapildi. 700 pl
aiinarak firmamin 2ml’lik toplama tupindeki dondirme kolonuna eklenip 15 saniye
8,000xg’ de oda sicakliginda santriftij edildi. Santriflij sonrasinda alt sivi atildi ve aym islem
kalan ornek icin tekrarlandi. 500 pul RPE tamponundan yikama islemi icin eklendi ve 15
saniye 8,000xg’ de oda sicakliginda santrifiij edildi. Santrif(j sonrasinda alt sivi atildi. Tekrar
500 ul RPE tamponundan yikama islemi icin eklendi, membran: kurutmak icin 2 dakika
8,000xg'de oda sicakliginda santrif(j edildi. Dondirme kolonu yeni 1,5 ml’lik toplama
tuplerine aktarildi 50 pl Rnase free su eklendi, RNA’y1 toplamak icin 1 dakika 8000xg de
santrif(j edildi.

Ornekler 1:25 oraminda seyreltilerek hazirlandi. UV — Spektrofotometrede (Agilent,
ABD) Azs0/ Azgo Oran olculda.

3.6.4. Mikroarray Analiz

Mikroarray analizi igcin AROS (Danimarka) Firmasindan hizmet alimi yapilmstir.
Mikroarray analizi illumina’s BeadArray teknolojisi ile yapilmistir. Bu teknolojiye gore,
genom gen ekspresyonu analizi boncuk (bead) cipleri ile yapilmaktadir. Mikro kuyucuklarin
icindeki bead (boncuk) lara oligontikleotidler sabitlenmistir. Herbir array igin birgok boncuk
bulunmaktadir. Prob basina yaklasik 30 boncuk kullanlir. Hibridizasyon igin her bir boncuk
icin 29 —mer belirli diziler (address sequence) igeren problar vardir. cRNA biotin ile
isaretlenmistir. Bead cip Uzerinde toplam uzunlugu 50-mer olan problarin hibridizasyonu ile
cRNA'lar belirlenebilir. Yikama ve boyama asamalarindan sonra BeadArray Reader
(Okuyucu) ile belirlenmistir.
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3.6.5. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative PCR, gPCR) array
analizi

Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu analizi sectigimiz 26 gen igin yapilmstir.
AROS (Danimarka) firmasina mikroarray analizi icin gonderdigimiz total RNA orneklerinden
gPCR analizi yapilmustir. Segtigimiz 26 gen igin uygun Tagman problar kullanimistir. gPCR
analizi Fludigm platformunda yapilmistir. Ekspresyon analizi icin herbir 6rnegin Ct
(Threshold cycle- siklus esik degeri) kullamlmustir.

3.6.6. mRNA’larin rol aldig yolaklarinin analizi
Mikroarray ve qPCR analizleri sonucunda belirlenen 26 genin yer aldig: hiicre igi
yolaklarin belirlenmesi icin KEGG (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) yazilim ve

Reactome programi kullamlmustir (http://www.reactome.org/). Reactome programinda

“pathways analysis’ (yolak analizi) bolimunde ekspresyonu degisen genlerin hangi yolaklar
etkiledigi, hangi genlerin bu stiregte yer aldig1 belirlenmistir. “analyse expression data”
(ekspresyon verilerinin analizi) bélimunde ise ekspresyon degisimi gozlenen genlerin ve
kontrol grubunun 48 saatdeki Ct degerleri girilerek yer aldiklar1 yolaklarin haritalanmasi ve
bu yolakta proteinlerin ne kadarim (%) yeraldigi belirlenmistir.

3.7. Arastirmamn Plam ve Takvimi

Invitro Deneyler Aralik 2010- Subat 2011
Mikroarray Analizi Mart 2011- Haziran 2011
Mikroarray Verilerin Analizi  Temmuz 2011- Ekim 2011
gPCR Analizi Kasim 2011- Ocak 2012
gPCR Verilerin Analizleri Subat 2012- Mayis 2012
Tez Yazim Agustos 2012- Aralik 2012

3.8. Verilerin Degerlendirilmes

Mikroarray verileri hem AROS firmas: tarafindan hem de ekibimiz tarafindan
degerlendirilmistir. Mikroarray verileri icin Multi Experiment Viewer 4 (MEV4) programi
kullanlmistir. gPCR verileri de hem firma hem de ekibimiz tarafindan degerlendirilmistir.
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gPCR verilerinin degerlendirilmesinde deltadelta Ct (DDCt) degeri kullanilmustir. Her iki
yontemde de ekspresyon degisimlerinin anlamli olup olmadigini belirlemek igin parametrik
t-testi uygulanmistir. Tim analitik degerlendirmelerde pr10.05 anlamlilik sinir1 olarak kabul
edilmistir.

3.9. Arastirmamn Sinirhiliklari

Calismamizda ndron benzeri bir kanser hiicre hatti olan SHSY-5Y hicre hatti
kullanilmigtir. EPO’nun noronlardaki mRNA ekspresyon degisimine etkisinin primer ndron
kilturt ya da diferansiye hticre kilturiinde incelenmesi daha ayrintili bilgi verebilir.

3.10. Etik Kurul Onayr
Dokuz Eylul Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Degerlendirme
Komisyonu 11 Agustos 2010 tarih ve 2010/10-14 sayil1 karar ile ¢calismamiz etik agidan

uygun gorulmustar.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroarray Analizinde Eritropoetin Uygulamas ile Ekspresyonu
Degisen mMRNA’larin Belirlenmes

Mikroarray analizi ile 24 saatlik Eritropoetin uygulamasindan sonra kontrol grubu ile
karsilastirildiginda gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli  bir  degisiklik
bulunamamustir. 48 saatlik Eritropoetin uygulamasinda kontrol grubunda gen ekpresyonu
anlamli olarak degismistir.

Tablo 4’ de 48 saatlik Eritropoetin uygulmasi sonrasinda mikroarrayde ekspresyonu
istatistiksel agidan anlamli olarak en fazla artan mRNA’lar verilmistir. p <0,05 istatistiksel
olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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Tablo 4: 48 saatlik EPO uygulamasi sonrasinda mikroarray analizinde anlamli olarak artan

MRNA’lar

MRNA Kisa Adi MRNA Adi Kat p Degeri
Degisim
DLK1 Delta, drosophila, homolog like 1 2,645 0,0017
GAL Galanin 2,426 0,0003
4636036
CABP7 Calcium binding protein 2,364 322’2063
L OC440063 Cyclophilin A pseudogene 2,274 0,04
Basic helix loop helix domain containing protein
BHLHB2 classB2 2,134 0,00025
IGF2 Insulin like growth factor 2 2,105 0,00057
GNAS Guanine nucleotide binding protein 2,001 0,00031
TRK1 Transfer RNA Lysine 1 1,836 0,030
NELL?2 NEL like 2 1,828 0,0031
C200RF46 Transmebran protein 1,813 0,00024
IGSF21 I mmunglobulin super family member 21 1,809 0,0032
RAB6B Member RAS oncogene family 1,795 0,00022
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine: polypeptide
GALNTL4 N-acetylgalactosaminyltransferase-like 4 1,788 0,00024
OLFM1 Olfactomedin 1- Neuroblastoma proteini 1,780 0,0020
C200RF160 Chromosome 20 open reading frame 160 1,780 0,0036
SOBP Sine Oculus binding protein homolog drosophila 1,766 0,0026
NR2F2 Nuclear reseptor subfamily 2 1,757 0,0036
SGPP2 Sphingosine 1 phosphate phosphatase 2 1,756 0,014
C30RF32 Chromosome 3 open reading frame 32 1,749 0,00046
SUSD2 Sushi domain containing 2 1,728 0,0028
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MRNA KisaAdi  mRNA Adi Kat p Degeri
Degisim
C2CD4B C2 Calcium dependent domain containing protein 4B 1,727 0,011
TSPAN7 Tetraspanin 7 1,691 0,0008
VEGFA Vascular endothelial growth factor A 1,690 0,0043
SORBS2 sorbin and SH3 domain containing 2 1,686 0,00091
CNTNAP4 Contactin associated protein 4 1,662 0,00014
LOC100132291 Ribozomal protein S27 Pseudogene 29 1,656 0,034
CDKN1C Cyclin dependent kinase inhibitor 1C 1,651 0,007
LOC391019 Ribozomal protein L29 Pseudogene 6 1,643 0,023
Vesicular overexpressed in cancer, prosurvival

L OC729086 protein 1 pseudogene 1,639 0,029
BOLA2 Bol A2 homolog (E.coli) 1,634 0,0027
SH2D3C SH domain containing protein 3C 1,617 0,0017
FLJ43681 Ribozomal protein L23a Pseudogene 1,608 0,024
LOC653232 Ribozomal protein L15 Pseudogene 3 1,606 0,064
CYB5A Cytochrome b5 type A (Microosomal) 1,606 0,002

L OC442232 Ribozomal protein L17 Pseudogene 25 1600 0,017
TSPAN4 Tetraspanin 4 1,590 0,008
HES4 Hairy enhancer of split, drosophila homolog of 4 1,583 0,013
LOC728820 Ribozomal protein L29 Pseudogene 15 1,582 0,013
LOC92755 Tubulin beta pseudogene 1 1,580 0,0063
CXCR4 Chemokine CXC motif reseptor 4 1,579 0,00029
HBQ1 Hemoglobin theta 1 1,575 0,017
LOC100128060 Ribozomal protein S7 Pseudogene 10 1,562 0,029
LOC731640 Ribozomal protein L21 Pseudogene 97 1,553 0,016
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MRNA KisaAdi  mRNA Adi Kat p Degeri

Degisim
AQP10 Aquaporin 10 1,549 0,0021
RPL 14 Ribozomal protein L14 1,543 0,033
SYP Synaptophysin 1,541 0,0009
LOC651453 Ribozomal protein L36 Pseudogene 14 1,530 0,017
Minichromosome maintanance complex component 0,004
MCM?2 2 1,528
SLC7A14 Solute carrier family 7 member 14 1,516 0,028
INSIGF2 INS-1GF2 readthrough 1,513 0,010
Hyperpolarization activated cyclic nuckleotide gated
HCN3 potassium channel 3 1,512 0,0016
GALNTL1 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine: polypeptide 1,512 0,008

N-acetylgalactosaminyltransferase-like 1

Tablo 5'de, 48 saatlik Eritropoetin uygulamas: sonrasinda ekspresyonu anlamli
olarak en fazla azalan mRNA'’lar gosterilmistir. p <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.
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Tablo 5: 48 saatlik EPO uygulamas: sonrasinda mikroarray analizinde anlamli olarak azalan
MRNA'’ lar

MRNA Kisa Adi MRNA Adi Kat p Degeri
Degisim
S100A13 S100 calcium binding protein A13 0,495 0,075
MGP Matrix Gla Proteini 0,492 0,00041
IFITM2 Interferon induced transmembrane protein 2 0,491 0,00088
COLBKA2 Collagen, type V, apha 0,489 0,0045
HTRA1 HtrA serine peptidase 1 0,476 0,0017
MATN2 Matrilin 2 0,476 0,017
IFITM3 interferon induced transmembrane protein 3 0,468 0,00017
AHNAK AHNAK nucleoprotein 0,467 0,00011
OLFML3 Olfactomedin-like 3 0,461 0,0028
COL3Al Collagen, type |11, alpha 1 0,457 0,0012
) 888650908,
SPARC Secreted protein, acidic, cysteine-rich 0,455 35978
GPNMB Glycoprotein (transmembrane) nmb 0,448 0,0063
TP5313 Tumor protein p53 inducible protein 3 0,446 0,00030
EGR1 Early growth response 1 0,443 0,052
TSPANS8 Tetraspanin 8 0,439 0,006
S100A10 S100 calcium binding protein A10 0,425 0,00029
LRRC17 Leucine rich repest containing 17 0,410 0,0063
MME Membrane metallo-endopeptidase 0,382 0,00055
PRSS23 Protease, serine, 23 0,362 0,0035
IL13RA2 Interleukin 13 receptor, alpha 2 0,344 0,0019
FBJ murine osteosarcoma viral oncogene
FOSB homolog B 0,344 0,072
TAGLN Transgelin 0,227 0,00063
FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene 0,172 0,0076

homolog
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4.2. Kantitatif PCR Analizinde Eritropoetin Uygulamas ile Ekspresyonu
Degisen mMRNA’larin Belirlenmes

Mikroarray analizi sonucunda ekspresyonu anlamli olarak degisen genlerden
ekspresyonu artan 18 gen ve ekspresyonu azalan 8 gen icin gPCR konfirmasyonu yapil mistir.
gPCR konfirmasyonu yapilacak genler literatir taramast yapilarak secilmistir. gPCR
sonuclarinda da 24 saatlik Eritropoetin uygulamast sonrasinda kontrol grubuna gére anlaml1
bir degisiklik saptanamamustir. 48 saatlik Eritropoetin uygulanan grup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda gPCR sonuclart mikroarray sonuclari ile uyumludur.

Tablo 6'de 48 saatlik Eritropoetin uygulanmas: sonrasinda gPCR ile ekspresyonlari
anlamli olarak artan genler gosterilmistir. p <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 6: 48 saatlik EPO uygulamasi sonrasinda qPCR’ da anlamli olarak artan mRNA’ lar

MRNA Kisa Adi MRNA Adi Kat p Degeri
Degisim

GAL Galanin 3,023 3,49071E-05
Basic helix loop helix domain

BHLHB2 containing protein class B 2 2,584 0,007

NELL2 NEL like 2 2,435 0,00021

IGF2 Insulin like growth factor 2 1,945 0,0049

TSPAN7 Tetraspanin 7 1,843 0,0013
Sine Oculus binding protein

SOBP homolog drosophila 1,781 0,00048
Olfactomedin 1- Neuroblastoma

OLFM1 proteini 1,766 0,0019

RAB6B Member RAS oncogene family 1,735 0,0015

CXCR4 Chemokine CX C motif reseptor 4 1,728 0,0018
Hairy enhancer of split, drosophila 0,025

HESA homolog of 4 1,721

SH2D3C SH domain containing protein 3C 1,707 0,00015
I mmunoglobulin super family

|GSF21 member 21 1,680 0,00025

CNTNAP4 Contactin associated protein 4 1,655 0,0119

SYP Synaptophysin 1,645 0,0021
Hyperpolarization activated cyclic 0,0030

HCNS3 nucleotide gated potassium channel 3 1,563

TSPAN4 Tetraspanin 4 1,558 0,00021

VEGFA Vascular endothelial growth factor A 1,534 0,00071

GNAS Guanine nucleotide binding protein 1,368 0,0026
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48 saatlik EPO Uygulamasi ile gPCR’ da ekspresyonu anlamli olarak azalmis genler
Tablo 7’ de gosterilmistir.

Tablo 7: 48 saatlik EPO uygulamasi sonrasinda gPCR’ da anlaml1 olarak azalan mRNA’ lar

MRNA KisaAdi  mRNA Adi Kat p Degeri
Degisim
EGR1 Early growth response 1 0,689
Y9 =P 0,060

TSPANS Tetraspanin 8 0,451

0,00030
GPNMB Glycoprotein (transmembrane) nmb 0,433

0,00011
IL13RA2 Interleukin 13 receptor, alpha 2 0,336 6,2647E-06
S100A10 S100 calcium binding protein A10 0,320

0,0083
MME Membrane metallo-endopeptidase 0,279

0,00088

FBJ murine osteosarcoma viral

FOS oncogene homolog 0,259 0,0040
TAGLN Transgelin 0,186 4,0895E-05

4.3. Anlamh degisim gosteren mRNA’larin yer aldigr yolaklar

Mikroarray ve gPCR sonuglarinda anlamli degisim gosteren mRNA’larin hangi

yolakta rolt oldugunu belirlemek icin KEGG yazilimindan ve Reactome programindan

yararlanilmigtir. Mikroarray analiz sonuglarina gore gPCR konfirmasyonu yapilan 26 genden

KEGG yazilimina gore 9 tanesi tammlanmis yolaklarda ve metabolik olaylarda rol

oynamaktadir. Tablo 8de KEGG yazilimina gore mRNA'larin yer aldigi yolaklar

gosterilmistir.
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Tablo 8: KEGG yazilimina gore mRNA’ [arin rol adig: yolaklar

mMRNA mMRNA Adi ilgili Yolak
Kisa Adi
GAL Galanin Noroaktif ligand reseptdr iliskisi,

Cevresel bilgi islemleme

Basic helix loop helix domain
BHLHB2 containing protein class B 2 Memeli sirkadyen ritmi

Vascular endothelial growth Kanser yolaklari, mTOR sinyal yolagi
VEGFA  factor A

CXCR4  Chemokine CXC motif reseptor 4 AXOn guidance, Sitokin-sitokin reseptor
iliskisi, Kemokin sinyal yolag:

SYP Synaptophysin Vesikiler transportta SNARE etkilesimi
enfeksiyonlari
Alzheimer hastaligi, Renin anjiotensin

Hematopoietic cell lineage

IL13RA2 Interleukin 13 receptor, alpha 2 Jak-STAT Sinyal yolagi

MAPK Sinyal yolagi, Kanser yolaklari,
Kolinerjik sinapslar, Dopaminerjik
sinapslar, Toll-like reseptor sinyal

FBJ murine osteosarcoma viral yolagi, B Huicre reseptor sinyal yolag:, T

farklilagmasi, Amphetamin bagimliligi

Mikroarray ve gPCR sonuclarina gére ekspresyonu degisen genler icin reactome
programinda analiz yapildiginda EPO nun ekstraselliler matriks organizasyon, gelisimsel
biyoloji, immun sistem, sinyal donuUstUriimesi, protein metabolizmasi, hemostaz, kigik
molekullerin transmembran transportu ile ilgili ana yolaklar: etkiledigi belirlenmistir (Sekil
2). EPO uygulamasi ile ekspresyonu degisen genlerin yer aldigi alt yolaklar Tablo 9'da

verilmistir.
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Total number of events assessed: 7165
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Number of genes matching submitted identifiers: 22

Sekil 2: Ekspresyonu anlamli degisen genlerin yeraldigi ana yolaklar
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Tablo 9: 48 saat EPO uyarim ile ekspresyonu degisen genlerin yeraldig: alt yolaklar
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COLAAY, COLSA2
COLaAs, COLEAZ
COLAAT, COLSAZ
COL3AS, COLSA2
COLAAT, COLSA2
IFITMY, EGRT, IFITMZ
COLAAY, COLEAD
IFITh2, EGR1, IFTTM2
AL NTLY, GALNTLY
COLIAY, COLEAZ
COLIAY, COLEAZ
COLAAT, COLSA2
COLIAG, COLEAZ

COLIA, COLDAZ

COLIAS, COLBAY
EFARLE, VEGFA

COLAAT, COLSAT

COL3AS, COLSAZ
COLIAY, COLSAZ
COLIAS, COLSAZ
AL D, GNAE

COLEAN, COLEAZ

COL3AY, COLSA2
COL3AY, COLSAZ
AL NTLA, GALMTLY
COLIAY, COLEAD
COoLIAY, COLEAZ
SPARC, VEGFA
COLAAY, COLSAZ
SPARC, VEGFA
COLAAT, COLSAT
FITM3, EGRY, IFITM2
COLIAY, COLSAZ

Ekspresyonu degisen genlerden 2 tanesinin akson guidance ile ilgili alt yolakda yer

aldig1 belirlenmistir.

Reactome programinda “analyse expression data’ boliminde ekspresyon degisimi

gozlenen genlerin yer aldiklar1 yolaklarda proteinlerin ne kadarim (%) yeraldigi Tablo 10'da

gosterilmistir.
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Tablo 10: Ekspresyon degisimi gozlenen genlerin % olarak yer aldig1 yolaklar
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5. TARTISMA

Calismamizda EPO’ nun bir ndroblastoma hiicre hatti olan SHSY-5Y‘de meydana
getirdigi MRNA ekspresyon degisiklikleri mikroarray ve gPCR yontemi ile arastirilmustir.
Sonuglarimiza gore, 24 saatlik EPO uygulamasi ile anlaml1 bir degisiklik belirlenemezken, 48
saatlik EPO uygulamas ile toplamda ekspresyonu degisen 75 genden 15 tanesi ekstraselltler
matriks organizasyon, gelisimsel biyoloji, immun sistem, sinyal donustrdlmesi, protein
metabolizmasi, hemostaz, kugik molekillerin transmembran transportu ile ilgili ana
yolaklarda yer aldig1 belirlenmistir. Ekspresyon degisimi 52 gende ekspresyonda artis, 23
gende ekspresyonda azalis seklinde idi. gqPCR konfirmasyonu igin literattr taramas ile secilen
26 genden 18 tanesinin ekspresyonunda mikroarray verileri ile uyumlu olarak artis, 8 genin
ekspresyonunda mikroarray verileri ile uyumlu olarak azalis belirlenmistir. Bu calisma,
EPO’ nun noronal kdkenli hiicre hattinda mRNA’ larin etkisini inceleyen ilk calismadir.

EPO mikroarray ve proteomiks calzsmalarz

Ilgili literatiire baktigimizda, Mauer MH. ve arkadaslarinin (97), Eritropoetin’i 26 kat
fazla eksprese eden transgenik farelerde serebral transkriptom analizi  yaptiklar:
calisgmalarinda hticresel metabolizma ile iliskili genlerden peroksizomal biyogenez faktor
(PEX16), mitokondriyal 28 S ribozomal protein (S18-2), mitokondri i¢ membran translokaz
TIM17a ve  N-asetilglukozamin-6-O-sulfotransferaz  genlerinin - upregilasyonunu
gostermislerdir.

Jull SE. ve arkadaslari (98), neonatal fare oksidatif beyin hasar1 modelinde
Eritropoetin’in proapoptotik, proinflamatuar genlere etkisini incelemek igin yaptiklar:
calismalarinda IL-1a, IL-6, Kaspaz 4, Kaspaz6 ve p53 gen ekspresyonlarimn EPO
uygulamast ile azaldigini gbstermislerdir.

EPO'nun koruyucu etkilerini proteomiks yontemi ile inceleyen calismalarda, EPO
uygulamasinin protein up-regilasyonu ile sonuglandigi ve artan proteinlerin antioksidan,
mitokondrial, metabolik, hiicre iskeleti ve sinyal yolaklar1 ile ilgili proteinler oldugu
belirlenmistir (99). Neonatal hipoksik/iskemik modelinde yapilan proteomiks calismasinda
EPO’ nun koruyucu etkisinde SNAP-25'in aracilik edebilecegi belirtilmistir (91).

Ilgili literatlirdeki tek hiicre hatti calismas: olan Renzi MJ. ve arkadaslarimin (100)
yaptigi calismada, PC-12 Sican feokromositoma hticre hattr kullamilmustir. Bu hiicre hattinda



EPO indiksiyonu ile gen ekspresyonu degisikliklerini incelediklerinde hiicre proliferasyonu,

diferansiasyon ve apoptoz ile iliskili genlerin ekspresyonlarinin arttigini bulmuslardir.

EPO Uyarim: ile En Fazla Ekspresyon Degisimi Gosteren Genler
Calismamizda ekspresyonu en fazla artmis bulunan genlerden birisi olan Galanin

(GAL) geni, santral ve periferik sinir sisseminde birgok fizyolojik fonksiyonlarda hiicresel
mesajc1 olarak gorev alan kiguk noropeptiddir (101). Ilgili literatiirde EPO nun bu gen
ekspresyonunu etkiledigine dair bir yayina rastlanmamustir. EPO‘nun ndronal hticrelerde
ndron koruyucu etkilerine aracilik etmesi olasi bir gendir.

Basic helix loop helix domain containing protein class B 2 (BHLHB2) geni birgok
dokuda eksprese edilen basic helix-loop-helix proteinini kodlar. Kodladig1 proteinin hiicre
diferansiasyonu kontroliinde rol oynadigi distnilmektedir (102, 103). Bizim c¢alismamizda
EPO’'nun BHLHB2 gen ekspresyonunu arttirdigi bulunmustur. Ilgili literattirde EPO’nun bu
gen ekspresyonunu etkiledigine dair bir yayina rastlanmamustir.

Galismamizda 48 saatlik EPO uygulamas ile ekspresyon artisi gbzlemledigimiz diger
bir gen NEL like 2 (NELL2) genidir. NELL2 geni epidermal blyume faktoru ailesi ile
iliskilendirilmistir. Epidermal blylime faktori (EGF) tekrarlari iceren sitoplazmada bulunan
bir glikoproteini kodlar (104). Yapilan ¢alismalarda bu genin noral hiicre biyumesinde,
diferansiyasyonda ve onkogenezde yer aldigini bildirilmistir (105). Ilgili literatiirde EPO’nun
bu gen ekspresyonunu etkiledigine dair bir yayina rastlanmamistir. EPO‘nun néronal
hiicrelerde n6ron koruyucu etkilerine aracilik etmesi olast bir gendir.

Calismamizda EPO uygulamas: ile ekspresyonu en fazla azalan genlerden biri
Transgelin (TAGLN) genidir. TAGLN geni transformasyonda gorev alan ve fibroblast ve diiz
kas hicrelerinde bulunan bir protein kodlar. Bircok hiicre hattinda down regile
oldugu bulunmustur. Bu bulgu transformasyonun erken bir belirteci olarak kabul edilir (106,
107). Ilgili literatirde EPO'nun bu gen ekspresyonunu etkiledigine dair bir yayina
rastlanmamustir.

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog (FOS), 4 Uyeden olusan bir gen
ailesidir. Uriinii olan protein jun proto-onkogen (JUN) gen ailesi ile dimerize olur ve
transkripsiyon faktor kompleksi Aktivator protein-1 (AP-1)'in formasyonunda gorev alir.
FOS, hiicre proliferasyonu, diferansiasyonu ve transformasyonunda regtilatuar olarak gorev
alirlar. Bazi calismalarda FOS ekspresyonu apoptotik hticre oltima ile iligkilendirilmistir
(208). Bizim galigmamizda FOS ekspresyonun EPO uygulamasi ile azaldigi bulunmustur. Bu
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bulgu EPO’ nun anti-apoptotik etkisini destekleyen bir bulgudur. ilgili literatiire baktigimizda
EPO’'nun koruyucu etkilerinde FOS geninin ilgili transkripsiyon faktorti olan AP-1'in roli
oldugu belirlenmistir (109).

Membrane metallo-endopeptidase (MME) geni akut lenfoblastik [6semi antijeni
kodlar. Sadece 16semik hiicrelerde degil birgok normal dokuda da bulunur. Kodladig: protein
notral endopeptidazdir ve bircok peptid hormonun inaktivasyonunda rol oynar (110).
Noronlarda gamma sekretaz kompleksinini bir Gyesi ile regule edilir (111). Bizim
calismamizda 48 saatlik EPO uygulamast ile MME gen ekspresyonunda azalma
gozlemlenmistir. Tlgili literattirde EPO’ nun bu gen ekspresyonunu etkiledigine dair bir yayina
rastlanmamustir.

Onceki Arastirmalarda EPO’ nun Ekspresyon Degisimi Yarattzg: Bildirilen Genler

Early growth response 1 (EGR1) geni, EGR ailesine ait bir gendir, transkripsiyonel
regulator olarak rol oynar. Calismamizda anlamli olarak azalan genlerden biridir.
Eritrolokemik hiicre hatt1 olan UT7 hicrelerinde EGR1 geninin EPO antikorlar1 uygulamasi
ile ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir  (112). Bu c¢alisma ile bulgularimizin
uyusmamasinin  nedeni kullamlan hiicre hattindaki  farklilikdan kaynaklamyor olabilir.
Calismamizda SHSY-5Y insan kokenli néroblastoma hticre hatti kullanilmistir. Y apilan diger
bir calismada, EPO uygulamasimin serebral iskemi sonrasinda sigan iskemik korteksindeki
gen ekspresyon degisikliklerine etkisi incelenmistir. Bu calismada EGR1 geni ekspresyonu
artmis bulunmustur (113). Bu calisma ile bulgularimizin uyusmamasinin nedeni kullanilan
zaman ve tir farklilikdan kaynaklaniyor olabilir. Calismada 2 ve 6.c1 saatlerdeki EPO yanit1
degerlendirilirken bizim calismamizda 24 ve 48.ci saatlerdeki yanit incelenmistir. Bizim
calismamizda kullandigimiz hiicre hatti insan kokenli néronal hticre hattidir.

CXCR4 geni stromal hicre kaynakli faktor-1'e spesifik CXC kemokin reseptori
kodlar. Calismamizda anlamli olarak artan genlerden biridir. EPO’nun sican akut iskemik
stroke modelinde beyin hasar alamina ve nérolojik durumuna etkisini inceleyen calismada
EPO verilen grupda verilmeyen gruba gore artmus CXCR4 gen ekpresyonu gozlemlemislerdir
(114) . Calismamizin sonuclart bu bulgular ile uyum gostermektedir. TNF alfa uygulanmis
insan beyin mikrovaskiler endotel hicrelerinde EPO'nun gen ekspresyonuna etkisi
incelendiginde CXCR4 gen ekspresyonunun EPO uygulanan grupda azaldigi gbzlenmistir
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(115). Bu calisma ile sonuglarimizin uyusmamasinin nedeni EPO uygulamasindan Once
hiicrelere TNF-alfa uygulamasinin verilmesi olabilir.

Sinaptofizin (SYP) geni beyin ve endokrin hiicrelerde kiguk sinaptik vezikillerin
integral membran proteinini kodlar. Calismamizda anlamli olarak artan genlerden biridir.
Eritrolésemik SKT6 hticre hattinda hematopoetik sitokinlerin etkisi incelendiginde EPO’nun
SYP geni Uzerinde bir etkisi bulunamamustir (116). Bu ¢alisma ile sonuclarimizin uyumlu
olmamasinin nedeni kullamlan hiicre hattindan kaynaklamyor olabilir.

EPO Uyarim: ile En Fazla Ekspresyon Degisimi Gozlenen Yolaklar

Calismamizda EPO 48 saat uygulamasi ile % olarak en fazla protein degisiminin
gorildugt yolak VEGF sinyal yolagidir. Bu yolakta %27 oramnda protein degisimi
saptanmistir. VEGFA geni ilgili yolakda yer alan ve calismamizda ekspresyonu artmis
bulunan gendir. VEGFA geni, PDGF/VEGF blyume faktorii gen ailesinin bir Gyesidir.
Ozellikle endotel hiicrelerinde hiicre gociinii arttirma, apoptozu inhibe etme gibi bircok etkisi
bulunmaktadir (117). lgili literatiirde VEGFA geninin ekspresyonunun EPO uygulamasi ya
da EPO gen ekspresyonu artisi ile artis gosterdigi belirtilmistir (117-119).

Yapilan arastirmalarla VEGFA geninin norogenez, noral gog, sag kalim ve akson
guidance gibi birgok néronal fonksiyonda yer aldig1 gosterilmistir (120, 121). Ayrica bu genin
kan beyin bariyerinde norogliovaskiler Unitede ana birim olarak yer aldigi, noral ve vaskuler
sirecleri etkiledigi bildirilmistir. Beyinde VEGFA ndron ve astrositlerden bircok basamakda
ve durumda salgilamir (122, 123). Iskemik beyinde VEGFA'min norovaskiler yeniden
modellenmede yer aldigi, anjiyogenezi indukledigi, iskemik noronlar: hasardan korudugu anti
inflamatuar  etkilerinin  bulundugu ve n6ral Oncl hicrelerin proliferasyonu  arttirdigi
belirlenmistir (123-128). Noron progenitér hicreleri ve fare beyin endotel hicreleri ile
kokultara calismasinda Noral progenitdr hiicrelere EPO uygulamasi ile VEGF ekspresyonu ve
saliniiminda artis ile PI3K/Akt ve ERK1/2 sinyal yolaklarinda aktivasyon gdzlemlenmistir
(129).

Calismamizda EPO 48 saat uygulamast ile % olarak degisiminin goéraldigu
yolaklardan bir digeri hipoksiye hicresel yamtdir. Endojen EPO Uretiminin hipoksi ile
induklenebilir faktor-1 (HIF-1) ile arttigi gosterilmistir (130, 131). Iskemik beyin hasarinda
hipoksi 6n uygulamasina bagli olarak artan HIF-1'in EPO Uretimine neden oldugu ve artan
EPO nun rodent beyninde iskemik hasarda koruyucu etkiler gosterdigi bildirilmistir (130-
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132). Sican iskemik atak modelinde hipoksi ile ekspresyonu artan EPO’ nun koruyucu etkisini
PI-3K yolag1 araciligiyla gergeklestirdigi 6ne surtlmistir. Bu modelde PI-3K inhibitori
uygulamast ile EPO’ nun hipoksideki koruyucu etkileri azalmustir (133). Yapilan diger
calismalarda hipoksi kosullarinda HIF-1 ekspresyon artisinin EPO ekspresyon artisina neden
oldugu ve EPO'nun koruyucu etkisini AKT fosforilasyonunu arttirarak gerceklestirdigi
bildirilmistir (134), diger bir galismada hipoksi ile indiklenen EPO’ nun etkilerini kaspaz-8,
kaspaz-1 ve kaspaz-3 aktivitelerini inhibe ederek gerceklestirdigi bildirilmistir (135).

Yenidogan fokal serebral iskemi modelinde EPO uygulanan grupda hasarli alanda
azalma ile birlikte fosforile JAK2 ve STAT5 ekspresyonuda artma gozlenmistir (136). Sican
serebral iskemi modelinde EPO uygulamas: ile hipokampal CA1l bolgesinde STATS
aktivasyonunun daha erken zamanda bagladigi bildirilmistir (137), aym modelde EPO’ nun
noroprotektif etkisini PIK-3 VE AKT fosforilasyonunu arttirarak gosterdigi ve inhibitor
uygulamast ile bu etkinin ortadan kalktigi bildirilmistir (138). Serebral iskemi modelinde
EPO’ nun hipokampal ndronlar: hipoksi ile indiiklenen néron 6liminden protein kinaz Akt-1/
protein kinaz B aktivasyonu Uzerinden korudugu bildirilmistir (139). Ayrica yapilan
calismalarla EPO’ nun hipoksik yanitinda ERK yolaginin rol oynadig: bildirilmistir (140-143).
Tdm bu sonuclar EPO'nun noéronal hiicrelerde hipoksiye yamti dizenleyen ana
molekillerdenbiri oldugunu desteklemektedir.

Calismamizda EPO 48 saat uygulamasi ile % olarak protein degisiminin goruldigu
yolaklardan birisi Aquaporin aracili sinyal yolagidir. Aquaporin ailesi, birgok hiicre plazma
membraninda bulunan su segici kanal proteini kodlar. Sigan iskemik inme modelinde EPO
uygulamasinin beyin hasarli alan hacminde azalma, norolojik fonksiyonlarda iyilesme ve
aquaporin 4 pozitif hicrelerde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (144). Diger bir sigan
hipoksik iskemi modelinde EPO uygulamasinda azalmis hasarli doku hacmi ve lezyon
bdlgesine diflizyon ile aguaporin-4 eskpresyonunda artis gbzlemlemislerdir (145). Y apilan
diger calismalarda EPO’nun aquaporin-1 ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir. iskemik
hasarda astrosit su gegirgenligi artmakdadir. EPO’ nun néroportektif etkilerinde astrosit su
gegirgenligini aguaporin genlerinin ekspresyonunu etkileyerek gosterdigi bildirilmistir (146-
148).

Myeloid differentiation primary response 88 (MyD88) ve Toll like receptor (TLR)
aracil1 yolaklar calismamizda degisim belirledigimiz diger yolaklardir. MyD88 geni dogal ve
adaptif immun sistemde ana rol oynayan sitozolik adaptor protein kodlar. Bu protein
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interlokin-1 ve TLR sinyal yolaklarinda sinyal donusturtci olarak gorev alir (149). TLR
ailesi, dogal immun sistemin aktivasyonunda rol oynar (150). Inflamatuar yanitlar beyin
hasarinda 6nemli bir rol oynar. Travmatik beyin hasarli hastalarda MyD88 ekpresyonu diger
pro-inflamatuar belirteglerle birlikte artrus bulunmustur (151). Yapilan diger calismalarla
noroinflamutar stiregde MyD88 geninin rol oynadigi bildirilmistir (152, 153). TLR aracili
sinyal yolaklar1 beyin hasarlarindan sonra néroinflamatuar streclerde rol oynamaktadir.
Siyatik sinir hasariile ilgili yapilan ¢alismada TLR yolag1 ve MyD88 geni hasarli farelerde
aksonal yenilenmede, lokomotor fonksiyon iyilesmesinde azalma gozlemlemislerdir (154).
Travmatik beyin hasari ile ilgili yapilan ¢alismalarda TLR sinyal yolak aktivasyonunun,
MyD88 adaptdr protein ekspresyonunun diger inflamatuar belirteclerle arttigi bildirilmistir
(155-158).

Mitogen-activated protein kinazlar (MAPK) yolagi, calismamizda degisim
belirledigimiz bir diger yolakdir. MAPK, bircok uyarana karsi proliferasyon, gen
ekspresyonu, diferansiasyon, apoptoz gibi hiicresel cevaplar olustururlar (159). Oksijen
glukoz deprivasyonu sonrasinda yeniden oksijenlenme modelinde EPO' nun MAPK
aktivasyonu ve aguaporin-4 gen ekspresyonunda artis ile etkilerini gosterdigi bildirilmistir
(160). Travmatik ve iskemik beyin hasarlari ile ilgili yapilan ¢alismada EPO ekspresyonunda
ve MAPK aktivitesinde hipoksiye bagli HIF-1 artis1 ile orantili sekilde artis belirlenmistir
(161). Tavsanlarda yapilan iskemik hasar modelinde EPO’ nun koruyucu etkilerini MAPK
aktivasyonu araciligi ile gergeklestirdigini gostermislerdir (162).

SHSY-5Y hicrelerinde  EPO uygulamasinin  etkiledigi  sinyal alt yolaklari
inceledigimizde 6ne ¢ikanlar immun sistem, sinyal donustlrdlmesi, protein metabolizmasi
oldugunu gériyoruz.

EPO’nun sinyal yolaklarindan biri olan MAP kinaz yolaginda yer alan niklear hedef
genlerinden biri olan FOS ve EGR1 genlerinin ekspresyonlarinin bizim ¢alismamizda da
anlamli sekilde degismesi EPO'nun ndroprotektif etkilerinde bu genlerin aracilik
edebilecegini dusundirmektedir.

Calismamizin Sinerldiklar:
Calismamizda insan kokenli noronal hicre hatti olan SHSY-5Y kullamlmustir. Bu
hticre hatt diferansiye olmayan néron 6ncuisii bir hticre hattidhr. Ileri calismalarda diferansiye

ndron hiicrelerinin ve primer néron kalturundn kullamlmas: yararli olacaktir.
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Calismamizdaki diger bir simirlihik EPO dozundan kaynaklanmaktadir. Bizim
calismamizda SHSY-5Y hicrelerinde toksik olmayan 1U/ml EPO dozu kullamimustir.
Calismamizda 24 saat ve 48 saatlik EPO uygulamasi yapilmistir ve 24 saatlik EPO
uygulamas: ile anlamli gen ekspresyonu degisikligi belirlenememistir. Bu drnek kaynakli
soruna bagli olabilir. Bizim verilerimiz EPO’ya yanitta ge¢ donem degisikliklerini temsil
ediyor olabilir. Literatire baktigimizda EPO' nun gen ekspresyon degisimlerine etkisini
inceleyen caligmalarda daha erken saatlerin de secildigini gorilmektedir (113). Daha
kapsaml: arastirmalar icin EPO’ ya yanit degisik zamanlarda da incelenmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, SHSY-5Y hicre hattinda 24 ve 48 saatlik Eritropoetin uygulamasi ile
transkripsiyonel diizeyde olusan degisiklikler mikroarray ve gPCR yontemleri ile incelenmis
anlaml1 degisen genlerin hangi yolaklarda rol aldiklar1 belirlenmistir. Ekspresyonu anlamli
degisen genler ekstraselltler matriks organizasyon, gelisimsel biyoloji, immun sistem, sinyal
donistardlmesi, protein  metabolizmasi, hemostaz, kigik molekillerin transmembran
transportu ileilgili ana yolaklarda yer almaktadir.

Calismamizda noron benzeri hicre hatti olan SHSY-5Y kullamlmustir. Sonraki
calismalarda primer ndron kultdra kullandabilir.

Calismamizda EPO'nun  mRNA ekspresyonu Uzerinde zamana baglh etkisi
incelenmistir, bunun yam sira ileri calismalarda degisik doz ve sirelerde EPO uygulamasi ile
EPO'nun mRNA ekspresyonu Uzerindeki doz ve zamana baglh etkileri birlikte
degerlendirilebilir.
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