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OZET
Cinar, Z., Desma Mutant Zebra Baligi Modelinde Tedavi Ama¢ch XMU-MP-1
Uygulamasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2021. Zebra baligi, ila¢ arastirmalarinda siklikla
kullanilan bir model organizmadir. Bu tez caligmasinda, segici olarak Hippo
yolaginin inhibisyonunu saglayan bir MST1/2 kinaz inhibitorii olan XMU-MP-1 ilag
aday1 molekiilii, zebra balig1 embriyolarinin bulunduklari ortama ve erigkin baliklarin
sirt kasina uygulanmistir. Bu ¢alismanin temel amaci zebra baligi embriyolarinda ve
eriskin baliklarda ilag adayr molekiillerin taranmasi i¢in gerekli olan toksisite
deneyleri ve ila¢ uygulamalar ile iligkili algoritmay1 olusturmak ve teknik altyapiy1
kurmaktir. Ilag uygulama algoritmasmin gelistirilmesi ve teknik altyapinin
standardizasyonu siirecinde mekanotransdiiksiyon hasar1 olustugu 6ngoriilen desma
mutant kgl55 (-/-) zebra baliklarina XMU-MP-1 uygulanmis ve bu molekiiliin
mutant organizma {izerindeki 1iyilestirici etkisi ankrdla ifadesi {izerinden
degerlendirilmistir. Tez ¢aligmasi sonucunda ilag aday1 molekiillerin embriyolara ve
kas ici enjeksiyonu ile eriskin baliklara uygulanmasi ic¢in izlenmesi gereken
algoritma ve iligkili teknik altyap1 basari ile olusturulmustur. Ayrica, desma kg155 (-
/-) mutant embriyolara ve eriskinlere XMU-MP-1 ila¢ aday1r molekiiliin
uygulanmasini takiben ilacin etkinligi i¢in ankrdla ifadesine bakilmis ve kontrol
gruplarina kiyasla herhangi bir farklilik goriilmemistir. Bu tez ¢alismasi, HU BAP
Koordinasyon Birimi tarafindan (Proje No: 17472) desteklenmistir. desma mutant
kg155 (-/-) zebra baliklari, TUBITAK 214S174 no’lu proje kapsaminda olusturulmus
ve bu tez calismasinda toksisite ve ila¢ uygulamalar i¢in kullanilmigtir. Tez
aragtirmasinin yapilabilmesi i¢in gereken zebra balig1 laboratuvar altyapis1 2145174
no’lu proje kapsaminda kurulmustur. Tez calismasi i¢in, HU Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurul’undan 2018/33-10 karar numarali etik izni alinmustir.

Anahtar kelimeler: Zebra baligi, toksisite, ilag uygulamasi



viii

ABSTRACT

Cinar, Z., Therapeutic XMU-MP-1 Application in Desma Mutant Zebrafish
Model. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Medical
Biology Master Thesis, Ankara, 2021.The zebrafish is a popular model
organism in drug research. In this thesis, the application of XMU-MP-1 drug
candidate molecule which is a MST1 / 2 kinase inhibitor and selectively inhibits the
Hippo pathway was performed by mixing the drug with zebrafish embryo egg water
or adult fish by intramuscular injection. The main aim of this study is creating an
algorithm and technical infrastructure related to toxicity and drug applications assays
which are required for screening drug candidate molecules in zebrafish embryos and
adult fish. Along with developing the drug application algorithm and standardization
of the technical infrastructure, we applied XMU-MP-1 to desma mutant kg155 (-/-)
zebrafish which were assumed to have defects in mechanotransduction signaling and
we assessed the therapeutic efficacy of the molecule by targeting the expression level
of ankrdla. As a result, the algorithm and related technical infrastructure which are
required for application of drug candidate molecules to embryos or adult fish have
been successfully procured. Moreover, when control and experimental groups
(desma mutant kgl155 (-/-) embryos and adults) compared, ankrdla expression level
was not changed. This thesis was funded by the HU BAP Coordination Unit (Project
No: 17472). The project for generating of desma mutant kgl55 (-/-) zebrafishes
which were used in toxicity and infrastructure of zebrafish laboratory in the scoop of
this study was granted by TUBITAK (214S174 project number). The required ethical
approval for this thesis was obtained from HU Animal Experiments Local Ethics
Committee with decision number 2018 / 33-10.

Keywords: Zebrafish, toxicity, drug application
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1. GIRIS

Zebra balig1 (Danio rerio), viicut biiyiikliigli, embriyolarinin saydam olmasi,
memelilerle %80 ve daha yiiksek oranda gen ve protein benzerliginin olmasi gibi
Ozellikleri nedeniyle ideal bir laboratuvar hayvanidir. Hizl1 biiytime-gelisme 6zelligi
sebebiyle ilk olarak omurgalilarin gelisim modeli olarak kullanilmaya baslanmistir.
Memeli modellere kiyasla sahip olduklari bir¢ok avantaj nedeniyle, gen islevlerinin
aydinlatilmasi, hastalik modellemesinde ve ila¢ kesfinde kullamimlar1 gittikce

artmustir (1).

Zebra baligi, toksik ajanlarin taranmasinda kullanimlari yaninda, ilag
hedeflerinin tanimlanmasi ve bu tanimlanan hedeflerin dogrulanmasi, ilag kesfinde
kullanilan analiz yontemlerinin gelistirilmesi ve ilag toksisite ¢aligmalar1 gibi bir¢ok
arastirmada model organizma olarak kullanilmaktadir (2). Hastaliklara sebep olan
gen Uriinlerinin molekiiler hedeflerinin belirlenmesi ilag¢ kesfinin dnemli bir yoniidiir.
Bu siire¢ dogrudan ve dolayli olarak ikiye ayrilir. Dogrudan yaklasimda, kii¢iik aday
bilesik ile baglanan protein saflastirilir ve tanimlanir. Dolayli yaklasimda ise aday
ilag hedefleri, aday kiiciikk molekiiliin neden oldugu biyolojik sonuglarin profili
cikarilarak belirlenir. Ornegin aday kiigiik molekiil bilinen bir sinyal yolagr ile iliskili
hiicresel bir aktiviteyi degistirdiginde, bu etkiden sorumlu olan yolaktaki bilinen
proteinler test edilebilir. Zebra baligi embriyolar1 kullanilarak ¢ok sayida kiiciik
molekiil taranabilir. Yabanil tip embriyolarin ortamina eklenen bilesiklerin sebep
oldugu gelisimsel kusurlar oldukga kolay saptanabilir (3). Preklinik bir arastirmada
dolayli yaklasim ile oncelikle ila¢ i¢in olast bir hedef belirlenir. Bu bir yolagin
herhangi bir basamagindaki bir hedef olabilir. Ardindan ilacin etkisini dlgecek bir
yontem belirlenir ya da gelistirilir. Ornegin doku kiiltiiriinde veya zebra baligi
embriyosunda herhangi bir biyolojik sistemde farklilik yarattifi belirlenen bir
yontem ile gozlenebilir. Ugiincii asamada ise secilen ydntem ile ilag taramasi yapilir.
Ayrica hangi ila¢ konsantrasyonunun hiicreler veya embriyolar i¢in toksik olmadigi,
giivenilir oldugu belirlenir. Zebra baligi, ila¢ kesfinde bir¢ok asamada kullanilabilir

ve zaman/maliyet agisindan kemirgenlere iyi bir alternatiftir (4).



Zebra baligt embriyolar1 ilaglara gecirgendir ve genetik ve molekiiler
yaklagimlarla manipiilasyonlar1 kolaydir. Ilag toksisitesi ve ilacin etkinligini calismak
i¢cin yapilan ilag arastirmalarn silirecinde tasidig1 birgok avantajlar1 nedeniyle siklikla
tercih edilmektedir. Ilag¢ aday1 kii¢iik molekiillerin cogunlugunun canli sistemlerde
yeterince etkin olamamasi veya toksisite olusturmalari sebebiyle kullanimlari
simirhidir. Bu nedenle toksisite aragtirmalarinin temel amacit model organizmalar
kullanarak molekiillerin insan {izerindeki toksisitesini hizli ve dogru bir sekilde
tahmin etmektir. /n vivo da tarama yapmak ila¢ toksisitesinin ve in vivo ilag
etkilerinin es zamanli olarak degerlendirilmesini saglar. Ayrica ila¢ aday1 olan kiiciik
molekiiliin canlidaki herhangi bir yolakla etkilesime girmesi nedeniyle ilag adayi
kiigiik molekiiliin bilinmeyen 6zellikleri ve hedefleri de tespit edilebilir. Ayn1 anda
bir¢ok kiiciik molekiiliin her birinde bir zebra balig1 embriyosunu iceren 96 veya 384
kuyucuklu kaplarda taranmasi imkanini veren Olcekli ila¢ taramalari yapabilmek,

zebra balig1 ile ¢alismanin en biiyiik avantajlarindan birisidir (5).

[lag arastirmalarindan onceki siiregte insanda hastalik nedeni olan mutasyonu,
zebra balhiginda olusturmak ve takiben modelin fenotipik dogrulamasini yaparak
patolojik fenotipi tanimlamak gerekir. Ardindan bu model {izerinde molekiil
kiitiiphanelerinden elde edilen ilag adayr molekiil taramalar1 yapilarak tedavi edici
molekiiller tanimlanir. Takiben, Klinik ¢alismalarinin tamamlanmasi sonunda ilag
hastaya verilir. Zebra baligi modeli, ilag arastirmalarinda memeli modellerine bir
alternatif olmakla birlikte ila¢ kesfi silirecinin her asamasinda kullanilabilen g¢ok

degerli bir modeldir.

Preklinik ila¢ taramalarinda, hayvanlarin refahi ile iligkili 4R kurali g6z6niine
alinarak deney hayvanlarina verilecek kimyasallarin uygulama yolu minimum
olumsuz etkiler igerecek sekilde se¢ilmelidir. Bu nedenle ilag arastirmalarinda
laboratuvarda takip edilecek algoritmayr olusturmak ve teknik altyapinin

optimizasyonu ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir.

Iskelet kast ve mekanotransdiiksiyon arasindaki iliski, kas kiitlesinin
korunmasimin mekanik yiiklemeye bagli olmasindan dogar. Yapilan caligmalarda,
mekanik yiiklemenin siirekliliginin kas kiitlesini arttirdigi ve tersi durumda ise kas

kiitlesinin azaldigi gozlenmistir (6,7). Hippo yolagi, IGF1-PI3K-Akt ve MAPK



yolaklar1 ve aktin, titin, ankyrin, vb. mekanik yiikii tasiyici proteinler, kas kiitle
artiginda ve kas farklilagsmasinda 6nemli gorevler alirlar (8). Hippo yolaginin en alt
basamaginda  bulunan  YAP  (Yes-Associated  Protein)  iskelet  kasi
mekanotransdiiksiyonunda kilit gorev iistlenmektedir. Hippo yolag etkisiz iken YAP
cekirdekte bulunmakta ve YAP tarafindan diizenlenen mekanosensitif genler
aktiflesmektedir. Ankrdla iskelet kasi ile iliskili ve YAP ile dogrudan iliskili
mekanosensitif genlerden birisidir (9) YAP 1n ayrica iskelet kasinda bulunan satelit

hiicrelerinde proliferasyonu tetikledigi ve farklilasmay1 durdurdugu gosterilmistir
(10).

LGMD2R (MIM 615325), ge¢ yasta baslayan ve yavas ilerleyen ultra nadir
bir hastaliktir (11). Hastadaki mutant desmin ifadesinin kontrol bireyin desmin
ifadesi ile ayni diizeyde olmasina ragmen ge¢ yasta ortaya ¢ikan kas dejenerasyonu,
desmin—lamin B etkilesiminin bozulmasi durumunda kas fiberlerinde mekanik ileti
bozuklugu olustugunu ve uzun siireli mekanik yiikkleme sonucunda kas
dejenerasyonuna neden oldugunu diisiindiirmiistiir. Hastaliktaki  patogenezi
aciklayabilmek icin TUBITAK 1001 (Proje No: 214S174) projesi kapsaminda desma
mutant kg155 (-/-) zebra baliklart olusturulmustur. Desma mutant kg155 (-/-) zebra
balig1 modeli, Des geninin lamin B baglanma bolgesinde TALEN genom diizenleme
aracl ile desma c.1273delAG mutasyonu olusturularak gelistirilmistir (12). Bu
baliklarda kontrol gruba gore gozlenen farkliliklar igerisinde mekanotransdiiksiyon
hasart ile iligkili en belirgin farklilik kalsiyum gecis sinyalleri ile iliskilidir. Mutant
baliklarda kalsiyum gecis sinyalinin kontrol degerlerine oranla belirgin olarak
azaldig1 gozlenmistir. Bu durum kalsiyum sinyalinin sénme zaman (sarkoplazmik
retikuluma doniis siiresi) ile iligkili olup mutant hiicrelerde sinyalin zamanlamasinin
gec sonme nedeniyle uzadigi yoniindedir. Ozellikle uzun akim uyarist

uygulandiginda bu farklilik daha belirginlesmistir (12).

LGMD2R’de aktif olan YAP miktart Hippo yolagi inhibisyonu ile
arttirtlabilir ve mekanosensitif gen ve yolaklarda gbézlenen bozukluklarin giderilip
giderilmedigi arastirilabilir. Bu nedenle tez ¢aligmasinda desma mutant kg155 (-/-)
zebra baliklarina uygulanacak ila¢ adayr kiigiik molekiil olarak XMU-MP-1
kullanilmistir. Bu molekiil Hippo yolagim1 baskilamaktadir. Bu durumda, YAP’in



cekirdege aktarilarak cekirdekte mekanosensitif genlerin aktivasyonunu saglayarak
kas kiitlesini arttirdigi diisiiniilmektedir (10). Bununla ilgili olarak Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’'mizda yapilan bir tez calismasinda YAP’mn hedef genlerinden
ANKRD1’in LGMDZ2R hastasina ait fibroblastlarin 6liimsiizlestirildikten sonra kasa
farklilagtirilmig  kiiltlirtinde kontrole goére hem duragan hem mekanik yilikleme

durumlarinda ifadesinin 11 kat arttig1 gézlenmistir (13).

Bu tezde, zebra baliginda, hem embriyoda hem de eriskin balikta ilag
uygulamasi caligmalar1 igin bir algoritma olusturulmasi ve teknik altyapinin
hazirlanmas1 amaglanmistir. Ilag uygulamasi ile ilgili algoritmanm ve teknik alt
yapmin olusturulabilmesi i¢in model organizma olarak desma mutant kgl55 (-/-)
zebra baliklari; ilag aday1 molekiil olarak, Hippo yolaginda MST1/2 kinazin gii¢lii ve
secici inhibitorii olan XMU-MP-1 (MedChem, katalog no. HY-100526 CAS
2061980-01-4 kullanilmustir (14). Ilag adayinm in vivo etkisinin gozlenmesi icin,

Y AP'in hedef genlerinden biri olan ankrdla geninin ifadesi arastirtlmistir.

Bu tez kapsaminda XMU-MP-1 ila¢ adayr molekiiliin uygulanmasi
oncesinde, zebra baliklar1 i¢in toksik olmayan dozun belirlenmesi amaciyla toksisite
deneyleri yapilmistir. Yabanil tip baliklarda toksik olmayan ila¢ dozu (embriyolarda
(312 embriyo); 100 mg/L ve erigkinlerde (20 eriskin) 0.05 mg/kg) belirlendikten
sonra ila¢ adayr molekiil belirlenen konsantrasyonlarda ila¢ uygulama siirecindeki
kontrollerle birlikte 180 yabanil ve 180 mutant olmak iizere toplam 360 adet zebra
balig1 embriyosunun su ortamina, 18 adet eriskinde (9 yabanil tip ve 9 mutant
erigskin) 1se mikroenjeksiyon ignesi kullanilarak kas ic¢ine uygulanmistir. Bu
uygulamalarin optimizasyonlar1 yabanil tip zebra baliklarinda yapilmistir. Embriyo
ve erigkin deneylerinde ilacin uygulanmadigi negatif kontrol, ilacin ¢ozlindiigi
DMSO’nun toksik olup olmadiginin kontrol edildigi ¢oziicii kontrolii ve ilag aday1
kiiciik molekiiliin uygulandigi gruplar ortak olarak olusturulan gruplardir. ilaveten
embriyolarda 96 kuyucuklu kap i¢i kontrol, toksik oldugu bilinen molekiilii igeren
pozitif kontrol ve erigkin baliklarda ise mikroenjeksiyon ignesi ile kas igine
enjeksiyon yapildigindan, bu enjeksiyonun balik {izerinde stres olusturma durumu da
kontrol edilmistir. Uygulama sonrast her iki grupta da ilag adayr molekiiliin in vivo

etkilerinin arastirtlmas1 amaciyla YAP'in hedef geni olan ankrdla geninde ilag aday1



kiiglik molekiiliin etkisi olup olmadigi KGZ-PZR ile aragtirilmistir. Embriyolarda ve
eriskinlerde, kontrol gruplar ile ila¢g uygulanan gruplar arasinda bu genin ifadesi

arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaistir.

Sonug olarak, bu tez calismasi ile zebra balig1 embriyolarinda ve eriskinlerde
ila¢ uygulamas1 i¢in gereken algoritma ve teknik altyapr olusturulmustur. Kiiciik
molekiil se¢imi ve etkilerinin biyolojik ¢iktisi ise her ¢alisma igin spesifik

oldugundan arastirmacilarin kendi sorularina yonelik ilerlemelerini gerektirmektedir.

Bu tez calismasi, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje No: 17472). Ayrica, bu tez
calismasinin gerceklestirilmesi igin TUBITAK 214S174 no’lu projede olusturulmus
olan desma mutant kgl55 (-/-) mutant zebra baliklari kullanilmistir. Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul’dan etik izin (2018/33-10) alinmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Zebra Bahgi

Danio rerio (zebra balig1), 1960’lardan bu yana bilimsel arastirmalarda
kullanilan bir organizmadir. Zebra balig1 genomunun 2001°de dizilenmis olmasi ve
insan genomu ile % 87 benzerlik gdstermesi insan hastaliklar ile ilgili bircok genin
zebra baliginda mevcut oldugunu ve insan hastaliklarindaki mutasyonlarin

modellenmesinin miimkiin oldugunu gostermektedir (15).

Zebra baligi, daha 6nce genomu dizilenen diger omurgalilardan daha fazla
(26.206 protein kodlayan) gene sahiptir. Protein kodlayan genlerin zebra baligt ve
insanda karsilastirilmas1 olduk¢a ilging sonuglar ortaya koymaktadir. insan
genlerinin %71.4° {inlin zebra baliklarinda en az bir ortologu vardir. Bu sebeplerden
dolay1 zebra baliklari, insan hastaliklariyla iliskili genlerin biyolojik aktivitelerinin

anlasilmasinda da basariyla kullanilmaktadir (16).

Zebra baliklar1 yaklasik 3 cm uzunlukta tatli su baliklaridir. Erkekler, incedir
ve viicutlart torpido seklindedir. Siyah uzunlamasma ¢izgilere sahiptirler. Karin
bolgesi ve ylizgegler ise altin rengindedir. Disiler yumurta tiretimi nedeniyle
sismandir. Zebra baliklar1 3 aylik kisa bir siirede biiyliyebilirler ve disiler haftada
ylzlerce yumurta verebilir. Dis dollenme gergeklestiginden embriyolarda
manipiilasyonlar yapabilmek miimkiindiir. Embriyolar, 2-4 giin iginde hizlica
gelismekte olup 24 saat icinde kalp atis1 ve eritrositler diseksiyon mikroskobu altinda
kolayca gozlenebilir (17). Jenerasyon siiresi hizli oldugundan 3 ayda erigkinlige
ulagirlar ve ortalama 2-3 yil yasarlar. Zebra baliklari, dogal yasam alanlarinin bir¢ok
ozelliginden dolay1 laboratuvar ortaminda yetistirilme yoniinden dayanikh
canlilardir. Zebra baliklarinin, laboratuvar ortaminda yetistirilme standartlarinda
dogal yasam alanlarindaki biyolojileri ve evcillestirilmis alt popiilasyonlarin
bulunduklar1 ortama adaptasyonlari dikkate alinmalidir (18). Laboratuvar ortaminda
yasadiklart suyun pH’si genellikle 7.2—7.6 ve sicakligi 28.5°C’dir. Suyun UV
sterilizasyonu ve tanklarin temizligi mikroorganizmalarin uzaklastirilmas: igin

kritiktir. Larvalarin ve juvenillerin (21-90 giinliik) biiyiimeleri i¢in paramesyum,



rotifer ve artemia ideal besinlerdir. Eriskinler (90 giinden biiyiik zebra baliklar1) igin

ise toz artemia ve toz gida karigimlari ile beslenme programi olusturulabilir (19).

2.2. Zebra Bahigina fla¢ Uygulamasi ve Toksisite Testi
2.2.1. Zebra Bahgina Ila¢ Uygulamasi

flag kesfi, in vitro deneyler sonrasinda hayvan deneyleriyle dogrulanip son
olarak insanlarin kullanmastyla sonug¢lanan karmasik bir siirectir. Hastaliklar i¢in ilag
gelistirme siireci ilag aday1 olabilecek kiigiik molekiil kiitliphanelerinin taranmasi ile
baslar (20). Zebra baligi, ilag aday1 kii¢iik molekiillerin in vivo taramasinda yaygin
kullanilan bir model organizmadir.  Tek bir ¢iftlesmede yiizlerce embriyo
alinabilmesi ve bu embriyolarin kiigiik kuyucuklu kaplarda yasayabilmesi nedeniyle,
embriyo ortaminda bulunan embriyolar ¢ok fazla sayida kiiciik molekiile maruz
birakilarak ilag taramalar1 ve bu taramalarin fenotipik/genotipik degerlendirmeleri

hizlica ve kolayca yapilabilmektedir (21).

lag taramasinda zebra baligi kullanilmasmin bircok teknik avantaji
bulunmaktadir: (i) ila¢ dogrudan baligin bulundugu ortama verilmektedir. Bunun iki
biiylik avantaji bulunmaktadir: Cok daha hizli ve basit bir islemdir. Ayrica
molekiiliin tiim bir organizmaya absorbsiyon, dagilim, metabolizma ve atilim
(ADME profillemesi) kapsaminda nasil davrandiginin anlagilmasina da katki saglar.
Ancak, iki énemli noktaya da dikkat edilmesi gerekir: ilk olarak, baz1 ilag aday:
molekiiller suda ¢6ziinmez ve bu durum absorbe edilen ilacin miktar1 ve ilag
stabilitesi tizerinde dogrudan etkilidir. Cozilinilirliigii arttirmak icin, bilesikler dnce
DMSO, metanol, asetat veya siklodekstrin gibi organik c¢oziiciilerde veya
tastyicilarda ¢oziilmelidir. Ikinci olarak, global ADME profillemesinin zebra
baliginda uygulanmasinda zorluklar oldugu bilinmektedir. Radyoaktif veya floresan
isaretli molekiillerin tespit edilmesinde yeni tekniklerin gelisimi bu tekniklerin organ
ve hiicreleri ayiric1 tekniklerle birlikte kullanilabilmesi, ilaveten zebra baligi ilag
metabolizmast konusunda detayli birikimin olmasi, bu 6nemli hedefe ulasilmasini
saglar. (i1) Zebra baliklarinin ¢ok sayida yumurta vermesi ve embriyolarin kiiglik
boyutta olmasi birgok ilacin farkli bir¢ok konsantrasyonda ¢ok kuyucuklu kaplarda
parelel olarak test edilmesine olanak saglar. (ii1) Zebra balig1 ile yiiksek omurgalilar

arasinda oOzellikle analog organlar olan kalp, karaciger, pankreas ve beyin ve



insandaki fizyolojik siiregler bakimindan yiliksek oranda genetik korunmugluk
mevcuttur. Ancak, kanser aragtirmalarinda 6zellikle iizerinde ¢ok c¢alisilan akciger,
prostat ve meme zebra baliginda yoktur. Embriyonik gelisimle ilgili molekiiler
mekanizmalarin  bircogu memelilerle aynidir. (iv) Zebra baligt embriyolari
saydamdir, bu nedenle ilacin in vivo etkilerinin hiicre gruplarinda veya tiim bir
dokuda gosterilmesi i¢in floresan igeren transjenik baliklar olusturularak ileri
goriintiileme teknikleriyle gorsellestirilmesi miimkiindiir. Zebra balig1 embriyolarinin
boyutunun kii¢likliigli, fazla sayida yumurta vermesi, ilag uygulama sekilleri ve
yiiksek Olgekli taramalar yapilabilmesi gibi 6zellikleri omurgasizlarin 6zellikleri ile
benzer bile olsa omurgali olmasi onu in vitro ve in siliko taramalara gore daha etkili
kilmistir. Diger yandan fazla zaman ve yiiksek maliyet nedeniyle siklikla
kullanilamayan memeli modellere gére daha avantajli olmasi zebra baligini iki grup

arasindaki boslugu dolduran 6nemli bir aday haline getirmektedir (22).

Ilag arastirmalarinda en erken dénemde giivenirligi ve etkinligi test edilmis
ilag adayr molekiillerini secmek ¢ok Onemlidir. Zebra baligi, ila¢ kesif siirecinin
cesitli asamalarinda kullanilmaktadir. Ozellikle son yillarda preklinik toksisite testi
(morfolojik  bulgularla  degerlendirilebilen  teratojenisite,  hepatotoksisite,
nefrotoksisite; anormal kalp morfolojisinin gézlendigi kardiyotoksisite vb.)
uygulamalar i¢in ¢ok tercih edilen bir organizma olmustur. Ayrica bazi memeli
modellerine (kemirgenler, kdpekler, domuzlar vb.) gore uygun maliyetli bir alternatif
olmustur. Aday kiigiik molekiil kesfinde zebra baligt modeli kullaniminin genel
isleyisi Sekil 2.1° de verilmistir. Yiizlerce kiigiik molekiil, ¢ok sayida zebra baligi

embriyosu kullanilarak bu isleyis ile taranabilir (23).
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Sekil 2.1. Zebra balig: ile ila¢ taramalari. Zebra baligi embriyolar1 kuyucuklu
kaplarda yasayabilir ve es zamanli olarak birden fazla molekiil test edilebilir. Ayrica

toksisite ¢aligmalari da yapilabilir (23).
2.2.2. Zebra Bahiginda Toksisite Testi

Toksisite arastirmalarinin temel amaci model organizmalar kullanarak
molekiillerin insan {izerindeki toksisitesini hizli ve dogru bir sekilde tahmin etmektir.
Toksisite deneyleri genellikle in vitro ¢alismalarla baslar. Aday kiigiik molekiillerin
farkli hiicre hatlarinda farkli konsantrasyonlari denenir. Daha sonra hayvan
modellerinde testler yapilir. Ilag adayr molekiillerin toksisitesini ve giivenirligini
belirlemek igin zebra balig1 iyi bir modeldir. Kii¢iik molekiillerin zebra baliklarinin

su ortamina verilerek diflizyon ile absorbe edilmesi saglanabilir. Ayrica, eriskin
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baliklarda c¢esitli enjeksiyon uygulamalari veya oral gavaj yoluyla aday kiigiik

molekiillerin toksik etkileri test edilebilir (24).

Toksisite testleri zebra baligr embriyolarinda kuyucuklu kaplar kullanilarak
kolayca yapilabilir. Aday kiigiik molekiillerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
cozeltileri kuyucuklu kaplara konulur. Daha sonra her kuyucuga bir embriyo olacak
sekilde embriyolar dagitilir. Embriyolar dollenmeden sonra 5. giine kadar besinleri
besin keselerinden absorbe edebildiginden dollenmeden sonra yaklasik 5.7-8. saatte
baslatilan toksisite testinin 120 saate kadar siirdiiriilmesi miimkiindiir. Embriyolarda
normal olmayan morfolojinin gézlenmesi (siklikla gézlenen morfolojik bozukluklar
Sekil 2.2.’de verilmistir), normal olmayan yiizme davranislar1 veya 6liim ile kiigiik

molekiillerin toksisitesi belirlenebilir (25).
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Sekil 2.2. Toksisite testinde zebra baligi morfolojisinin degerlendirilmesi (25).

Daollenmeden sonra 24. saate kadar
gerceklesen oliimler

Dollenmeden sonra 24. saatte normal
olmayan hareketlilik

Gelisim geriligi
Dollenmeden sonra 24. saatte

normal olmayan notokort gorintiisii
(kawvisli notokort)

Larva durusunun herhangi bir vone
dogru bitkiilmesi, krvinimasi

Normal olmayan bevin morfolojisi, doku ohimi
Normal olmayan kuyruk yiizgeci
Kan akismin olmamasi

Goziin gelismemesi

Normal olmayan kalp morfolojisi

Normal olmayan ¢ene morfolojisi
Normal olmayan kulak morfolojisi

Normal olmayan yan viizgegler ya da
yuzgeg gelismemesi
Normalden daha az va da daha ¢ok pigmentasyon

Normalden daha kisa viicut yapist

Normal olmayan somit organizasyonu
va da somitlerin hi¢ olmamasi 14
Yizme kesesinde sisme

Déllenmeden sonra 120. saatte dokunmaya tepki verilmemesi
Govdenin kisa olmasi ya da normal olmayan gévde morfolojisi

Besin kesesinde sisme

11
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2.2.3. Zebra Bahgmna ila¢ Uygulamasi Yontemleri

Birgok tedavi edici molekiil, in vitro yontemlerle kesfedilmistir. Dokuya 6zgii
toksisite fenotipinin gézlenmesi i¢in ¢ok etkin olarak kullanimlarina ragmen in vitro
yontemlerle bir¢cok organi ve dokuyu etkileyen toksisiteyi gosterebilmek miimkiin
olmamaktadir. [n vitro yéntemlerle kesfedilen birgok potansiyel tedavi edici molekiil
canli organizmalarda yapilan denemelerde ayni etkiyi gostermez. Hiicre kiiltiiriiyle
karsilastirildiginda, aday kiiciik molekiiller organizmanin karmasik biyolojisinden
dolay1 farkli davranabilirler. Canli organizmada tarama yapmak ila¢ toksisitesinin ve
in vivo ilag etkilerinin es zamanli olarak degerlendirilmesini saglar. Hiicre kiiltiirii
ortaminda aday kiigiik molekiillerin daha az sayida hedefleri bulunmasina ragmen bir
model organizmada olas1 hedefleri daha fazla olabilir. Ayrica bir model organizmada
ilag taramasi yapildiginda ilag aday1 olan kiigiik molekiil canlidaki herhangi bir
yolakla etkilesime girebilir. Boylece in vitro c¢alismalara kiyasla kii¢iik molekiiliin

bilinmeyen 6zellikleri ve hedefleri de tespit edilebilir (5).

Zebra baligi, klasik omurgasiz modellere benzer sekilde embriyogenez ve
organogenezin kolayca goriintiilenmesini saglamasimin yani sira hastaliklart ve
gelisimi etkileyen omurgalilara 6zgii bir¢ok siirecin ¢alisilmasinda da kullanilabilir
bir modeldir. Embriyogenez siirecindeki sinyal yolaklar1 genellikle hastaliklarda
hatali oldugundan zebra baligmnin embriyogenez siireci yolaga 6zgiin tedavi edici
molekiillerin aragtirilmasinda kolaylik saglamistir (26). Ayrica hastaliklar1 tedavi
etmek i¢in kullanilan bir¢ok ilacin insan ve zebra baligi embriyolar1 arasinda
kiyaslanabilir etkileri vardir (27). Farmakoloji ¢aligsmalari i¢in zebra baliginin 6nemli
bir 6zelligi yiiksek 6lgekli tarama icin 1yi bir model olmasidir. Yiiksek dogurganliga
sahiptirler. Boyutlar1 déllenmeden sonra 7 giin boyunca 5 mm’dir. 96- kuyucuklu
kaplarda 50 pl kadar az bir sivi ig¢inde yasayabilirler ve bu kaplarda yapilan

caligmalar i¢in miligram miktarda ila¢ aday1 molekiil yeterlidir. (28).

llag arastirmalarinda, deney hayvanlarina verilecek kimyasallarin uygulama
yolu minimum olumsuz etkiler icerecek sekilde segilmelidir. Test edilecek etken
molekiiliin uygulanmasi i¢in baligin yasadigi su ortamina katma, oral yolla uygulama
ve retro-orbital, damar i¢i vb. enjeksiyon yontemlerinin uygulanmasi gibi farklh

metotlar miimkiindiir. Zebra balig1 ilag uygulamalarinda en popiiler yontem ilacin
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suya katilmasidir (29). Etken ilag adayr molekiil dogrudan olarak zebra baliklarinin
yasadiklar1 su ortamina katilabilir. Su ortamina katilan ila¢ aday1 molekiillerini zebra
baliklar1 agiz, solungag ve deri yoluyla alabilir (30,31). ilaglar1 su ortamina katmak
uygun ve elverigli bir metottur ancak bu yontemle molekiiliin balik tarafindan ne
kadar alindigin1 bilmek zordur. Ilaveten ilacin viicutta dagilimi, metabolizmasi ve
atilimi1 (ADME profillemesi-absorbsiyon, dagilim, metabolizma, atilum) ile ilgili bilgi
edinebilmek miimkiin degildir. ila¢ adayr molekiil su ortamma katildiginda tam
olarak verilen dozun bilinmemesi ve ¢oziiniirliikk gibi sorunlar enjeksiyon uygulamasi
ile ortadan kaldirilabilir. Erigskin zebra baliklarina &zellikle periton ici, kas igi,
retroorbital ilag enjeksiyonu giivenli yoOntemler olarak kullanilmaktadir. Bu
yontemlerin basarili olabilmesi i¢in anestezi, enjeksiyon, iyilesme vb. asamalar
boyunca dikkatli ve tedbirli olmak gereklidir (32). Damar i¢i enjeksiyon da ¢ok etkin
bir metot olmakla birlikte zebra baliklarinin damar ¢aplarinin kiigiik olmasi1 sebebiyle
uygulanmasi olduk¢a zordur (33). Bunlarin yani sira kas i¢i enjeksiyon yontemi de
Ozellikle kas galismalari i¢in kullanilabilir (34). Oral gavaj, uzun siireli ilag
uygulamalarinda tercih edilebilecek bir yontemdir. Bu uygulamada gavaj

ekipmanlar1 gereklidir. Travma ve yaralanmalar olusabilir (35).
2.2.4. Yabaml Tip ve Mutant Zebra Bahgina ila¢c Uygulamasi

Zebra balig1 genomu ile insan genomunun yiiksek orandaki benzerligi bir¢cok
hastaligin patogenezinin anlagilmasinda model organizma olarak kullanilabilmesini
saglamistir. CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palin- dromic
repeat/ CRISPR-associated nuclease-9) gen diizenleme teknolojisi, hastaliklarin zebra
baliginda modellenmesi i¢in biiylik imkanlar sunmaktadir. Olusturulan modellerin
fenotipleri tanimlanabilmektedir. Bu sekilde, zebra baligi modelleri yeni tedavi edici
ila¢ aday1r molekiillerin hedeflerinin kesfinde kullanilmaktadir. Bu durum, preklinik
memeli modellerine gecilmeden Once ila¢ adayr molekiille ilgili tiim analizlerin

yapilabilmesine olanak saglamaktadir (36) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Zebra baligi modellerinin tedavi edici ila¢ adayr molekiillerin
kesfinde kullanimi (36).

Tedavi edici ila¢ adayr molekiiliin tek bir hedef iizerinde ytiksek secicilik ile
etkinlik gdstermesi ideal olamidir. [n vitro ¢alismalarda bu etkinlik saglanmaya
calisilsa da, ilag adayr molekiiller canli organizmanin kompleks yapist sebebiyle
beklenenden farkli etkiler gosterebilir. Bu etkilere bir model organizma iizerinde
bakilir. Zebra baligi bu hedef dis1 etkilerin sistematik olarak taranmasini saglar. Her
ilag aday1 molekiil yalnizca bir hedef igin tasarlanir. ilag aday1 molekiil, yabanil tip
zebra baligina uygulandiginda farkl bir etki goriiliiyorsa, ilag aday1r molekiiliin bagka

hedeflerinin de olmasi s6z konusudur (37).
2.3. Iskelet Kas

Iskelet kas1, insana ait en aktif dokulardan biridir. Viicut agirligmin yaklasik
%4011 ve proteinlerin %50-75ini igerir. Genel olarak kas kiitlesi, protein sentezi ve
yikimi arasindaki dengeye baghdir. Iskelet kasi, kas liflerinin ve bag dokunun
birlikte organizasyonu ile karakterizedir (38). Kas lifleri ¢ok ¢ekirdekli ve post-
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mitotiktir (39). Satellit hiicreleri iskelet kasinin yetiskin kok hiicreleri olup
sarkolemma ve bazal lamina arasinda yer alirlar. Kas biiylimesi, onarimi ve
yenilenmesine katkida bulunurlar (40,41). Miyojenik faktorler tarafindan
aktiflestirildiginde ¢ogalir ve yeni kas liflerine farklilasirlar (42).

Omurgalilarda iskelet kaslar1 farkli tipte liflere sahiptir ancak kasilma hizlari,
metabolik aktiviteleri ve motor néron agi farkliliklarina gore temel olarak yavas ve
hizli kas lifleri seklinde siiflandirilabilirler. Embriyoda, ilk kas lifleri miyoblastlar
olarak bilinen proliferatif miyojenik onciillerle olusur. Yetiskin zebra baliginda yavas
ve hizli kas lifleri balik kasmin farkli bolgelerindedir. Hizli kas lifleri govde
kaslarinin ¢ogunu olusturan miyotomun i¢ kisminda iken yavas kas lifleri yatay
miyotomun kama sekline benzeyen bolgesine dagilmistir. Ara lifler ise yavas ve hizl

kas lifleri arasinda yer almaktadir (43).

Iskelet kasi, canlinin yasami boyunca mekanik ve fizyolojik strese dayanikli
olmast gereken bir dokudur. Kas hasar1 veya hastaliklar1 gittikce ilerleyen kas
giicsiizliigline sebep olur. Bu bozukluklarin tedavisini amaclayan yaklasimlar iki
kategoride toplanir; birincisi mutasyona ugramis geni onarmak veya degistirmektir.
Ikincisi ise alternatif yolaklar: aktiflestirerek veya patolojik sonuglar1 diizeltmek igin
yolagin upstreamine miidahale ederek mutasyonun etkisini azaltmayir amaglar.
Iskelet kasinda kok hiicre tedavisi, gen tedavisi, oligoniikleotit ve kiiciik molekiillerin

uygulanmasi tedavi amagl kullanilan uygulamalar arasindadir (44).
2.4. Hippo Yolagi ve YAP

Hippo yolagi, doku yenilenmesi, tiimor baskilanmasi ve organ boyutunun
kontroliinde 6nemli rol oynayan bir yolaktir (45). YAP ve TAZ (Transcriptional co-
activator with PDZ binding motif) transkripsiyon aktivatorlerinin inhibisyonu ile
aktiflesen Hippo yolagi, hiicre c¢ogalmast ve apoptozun yani sira hiicre-hiicre
etkilesimi, hiicre polaritesi, G-protein bagl reseptorlerin ligantlar1 ve hiicresel enerji
durumu da dahil hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyallere yanit olarak hiicrenin kendini

yenilemesini diizenleyen bir yolaktir (Sekil 2.4) (46).
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Sekil 2.4. Memelilerde Hippo yolagi. Hippo yolag: etkisiz oldugunda YAP ve TAZ
fosforillenmemistir ve ¢ekirdekte yerlesmislerdir. YAP/TAZ proteini TEAD
proteinine baglandiktan sonra YAP ile iliskili genlerin (ankrdl, ctgf, c-myc, diaphl
vb.) transkripsiyonu aktiflesir. Hippo yolagi TAO kinazlar tarafindan aktiflestirilir.
TAO kinazlar MST1/2 proteinini aktif bolgesinden fosforilller. Fosforillenmis
MST1/2, LATS1/2’yi fosforiller. Aktif LATS1/2, YAP/ TAZ’1 fosforiller. Bu
fosforillenme YAP/TAZ’in 14-3-3 proteini aracili sitoplazmik tutulumuna ve E3

ubikiitin ligaz aracili yikimina sebep olur (47).

Hiicre polaritesi, hiicreler arasi etkilesimler, hiicre iskeletinin mekanik
etkileri, hormonlar gibi bir¢ok hiicre i¢i ve dis1 etken ile aktiflesen Hippo kinaz
kaskatinda, TAO kinazlar (TAOK 1/2/3), MST1/2’yi fosforiller ve boylece MST1/2
aktiflesir (48,49). Aktiflesmis MST1/2 skafold proteinlerden biri olan SAV1’i
fosforiller (50). MST1/2’nin diger substrattarr MOBKIA ve MOBKIB
polipeptitleridir ve aktif olan MST1/2 tarafindan fosforillenir (51). Bu iki protein,
LATS1/2°nin MST1/2 araciligiyla aktiflestirilip fosforillenmesinde yardimci olur.
Aktiflesen tiimor baskilayici kinaz LATS, PDZ-baglanma motifli koaktivator
YAP/TAZ’1 fosforiller. Bu da YAP’1n 14-3-3 proteinleriyle baglanarak sitoplazmik
lokasyonuna sebep olur ve onun transkripsiyon faktorlerine baglanmasini baskilar
(52,53). YAP/TAZ’mm aktivitesi, LATS tarafindan baslatilan fosforillenmenin

ardindan E3 ubikiitin ligaz ile katalizlenen ubikiitinasyon sonucu gerceklesen
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YAP/TAZ degredasyonu ile de diizenlenebilmektir (54). Ayrica YAP proteini otofaji
ile de yikilabilir. YAP/TAZ dogrudan DNA’ya baglanamaz, hedef genlerin ifadesini
diizenlemeleri i¢gin DNA’ya baglanabilen transkripsiyon faktorleriyle etkilesime
ge¢meleri gereklidir (55). TEAD transkripsiyon faktorleri YAP/TAZ’in en iyi
tanimlanmis baglanma partnerleridir. Bu proteinler ortak TEA DNA baglanma
domaini paylastiklarindan bu ismi almislardir (56). TEAD-1/TEF-1 kalp kasinda gen
ifadesi igin gereklidir (57). TEAD-4/TEF-3 iskelet kasmna 06zgii genlerin
aktivasyonunda rol oynar (58). TEAD-3/ TEF-5 plasentada ifade edilip plasental
genlerin diizenlenmesi ve gelisimde rol oynar (59). TEAD-2/TEF-4 ise segici olarak
embriyonik gelisimin ilk 7 giinii boyunca ifade edilir (60).

Hippo kinaz kaskati organ biiylimesinin diizenlenmesinde énemli rol oynar ve
ana hedefi koaktivator YAP’tir. Farede embriyonik kalp gelisimi boyunca
kardiyomiyosit ¢ogalmasi ve kardiyak morfogenezi icin YAP gereklidir (61).
YAP’1n iglev kaybi, yetersiz kardiyak hipertrofisine ve islev bozukluguna yol agar
(62). YAP aktivitesi ¢ekirdekte hiicre g¢ogalmasi ve apoptozla ilgili genlerin
transkripsiyonunu kontrol etmektedir (63). Ayrica YAP hiicre gogiinii de etkiler.
Satellit hiicrelerin, bazal membran boyunca nislerinden dolayr go¢ etmesi
gerektiginden kas gelisimi ve rejenerasyonu i¢in bu go¢ Onemlidir (64). Zebra
baliginda yapilan bir ¢alismada, YAP’in baligin kuyruk yiizgecinin rejenerasyonu

icin gerekli oldugu gosterilmistir. YAP, rejenerasyon sirasinda hiicre ¢ogalmasini
kontrol eder (65).

2.5. Mekanotransdiiksiyon ve YAP

Hiicresel mekanotransdiiksiyon, hiicrelerin mekanik sinyalleri biyokimyasal
tepkilere dontistiirmesidir. Mekanik sinyalin membrana iletilmesiyle olusan mekanik
yiiklemeye cevap olarak aktiflesen iyon kanallari, plazma membraniin girinti ve
cikintilart, integrinler, kaderinler, biliylime faktorii reseptorleri, hiicre iskeleti
filamentleri, hiicre cekirdegi, hiicre dis1 matriks ve diger bircok yapi ve sinyal

molekiilleri bu mekanotrandiiksiyon cevabina katkida bulunmaktadir (66).

Y AP, mekanotransdiiksiyonun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Hiicre dist

matriks tarafindan iletilen fiziksel/mekanik uyaranlar ile YAP/TAZ aktivitesi
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diizenlenebilir. Bu diizenlenme, Rho GTPaz ve aktin-miyozin iskeletinin gerilmesini
gerektirir ve Hippo/LATS kaskatindan bagimsizdir (67). Ayrica, hiicre digindan
alman mekanik uyaranlar hiicre iskeleti niiklear zarfla baglantili oldugundan
cekirdege de iletilir. Nesprin ve SUN proteinlerinden olusan LINC kompleksi aktin
stres fiberlerini g¢ekirdek iskeletine baglar (68). Bu iletim, gerilme ile aktiflesen
YAP/TAZ yolagi i¢in sarttir. Mezenkimal kok hiicrelerde, aktin iskeleti veya LINC
kompleksinin aracilik ettigi baglantilar tamamen kaybolursa gerilmeye yanit olarak
Y AP sinyalinin engellendigi gosterilmistir (69). Cekirdek membraninin i¢ kisminda
bulunan bir ara filament olan lamin A, SUN proteinlerine baglanir ve lamin A/C ile
LINC kompleksi arasindaki baglanti mekanik cevaba aracilik eder (70). Lamin A/C
kodlayan LMNA geni mutant miyoblastlarda hiicrenin mekanik strese cevap verme
yetenegi ciddi sekilde etkilenmektedir. LMNA mutasyonuna ugramis miyoblastlarda
YAP’m siRNA aracili baskilanmasi ile yapilan bir ¢aligmada, bu hiicrelerde YAP
sinyal iletimi hasar1 oldugu gosterilmistir. Dongiisel gerilme uygulanan yabanil tip
hiicrelerde YAP’1n ¢ekirdekte yerlesim orami artarken LMNA miyoblast hattinda
bunun tam tersi goriilmistlir. Farkli LMNA mutasyonu tasiyan hastalardan elde
edilen primer miyoblast hiicrelerine dongiisel stres uygulandiginda ¢ekirdekte
bulunan YAP miktarinin azaldigi, kontrolde ise hiicrenin mekanik strese uyum
saglamak icin ¢ekirdekteki YAP miktarinin arttigi sonucuna ulasilmistir. Bu sonug,
YAP proteininin diizenlenmesinin bozulmasinin LMNA mutasyonu tastyan

hiicrelerin mekanik strese karsi olan cevabini bozdugu seklinde yorumlanmustir (71).
2.6. XMU-MP-1 ve Rejenerasyon

Dokunun yikict uyarana maruz kalmasindan sonra dokunun onarim siireci baslar
(72). Kok hiicreler, hiicre homeostazinin korunmasi ve doku hasarinin onarilmasinda
onemli rol oynar. Dokularin, hem embriyonik gelisim hem de rejenerasyonu
sirasinda kok ve progenitdr hiicreler 6zgiin hedef hiicrelerine ulagsmalidirlar (73).
Ancak kok hiicrelerin bu potansiyelini organ rejenerasyonunda kullanmanin klinik
faydalari oldukg¢a azdir (75). Fare modellerinde, kolon ve karaciger hasarinda kii¢iik
molekiil inhibitorlerinin kullanilmasi (76), rekombinant biiyiime faktorii ile dogum
sonrasi farelerde kalp kasi hiicrelerinin rejenerasyonunun uyarilmasi (77) gibi tedavi

edici yontemler doku rejenerasyonunda uygulanmaktadir.
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XMU-MP-1(2.6.4-((5,10-dimethyl-6-0x0-6,10-dihydro-5H-pyrimido[5,4-
b]thieno[3,2-e][1,4]diazepin-2-yl)amino)benzenesulfonamide) (kimyasal yapisi Sekil
2.5’ de goriilmektedir) MST1/2’nin gii¢lii ve segici bir inhibitériidiir. Bu durum,
kinaza yonelik bir bilesik kiitiiphanesinin, ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) temelli ileri teknoloji tarama yOntemi uygulanarak gdsterilmistir ve SAR
(Structure-activity relationship) c¢alismalar1 ile de XMU-MP-1’in MST1/2’ye
hiicresel etkilerinin hedefe yonelik oldugu dogrulanmistir. Farelerde, XMU-MP-1’in
farmakokinetik ozellikleri MST1/2’nin aktivitesinin inhibisyonu i¢in yeterlidir.
XMU-MP-1 ilk olarak Sprague-Dawley siganlarda tek bir damar igi enjeksiyon ya da
oral doz verilerek denenmistir. XMU-MP-1 %39.5 biyoyararlanim ve 1.2 saat yari-
Omiir ile uygun farmakokinetik sergilemistir. Farmakodinamik deneylerde, periton
ici 1 mg/ kg XMU-MP-1 uygulamasiyla MOB1 ve YAP’in fosforillenmesi
baskilanmis ve bu inhibisyon uygulamadan sonraki 1.5 ile 6 saat arasinda maksimum
seviyeye ulagsmistir. XMU-MP-1’in karaciger rejenerasyonunda etkisini arastirmak
icin farelerde, kismi hepatektomi (karacigerin tcte ikilik kisminin ¢ikarilmasi)
oncesinde yedi giin boyunca giinde bir kez XMU-MP-1 uygulanmis ve MOB1 ve
YAP’mn fosforillenme seviyeleri diismiistiir. Kismi hepatektomi sonrasi ise karaciger
rejenerasyonu Onemli Ol¢iide artmistir.  MST1/2 KO farelere XMU-MP-1
uygulanmistir. Bu farelerde, kismi hipatektomi sonrasi 36. saatte karaciger
hiicrelerinin ~ bdliinmesinde artig  goriilmemistir.  Bu  durum, karacigerdeki
rejenerasyonun  XMU-MP-1’in ~ MST1/2  inhibisyonu sebebiyle oldugunu
gostermektedir. XMU-MP-1 hasarli doku tamirini ve rejenerasyonu kolaylastirir ve
saglikli organlar1 etkilemez bu yiizden doku hasarini tedavi etmek icin giivenli ve
hedefli bir tedavi edici ilag adayr molekiildiir (14). Kalp hipertrofisinin Hippo yolagi
tarafindan  diizenlenmesi  ilgili  bir  c¢alismada, yenidogan  farelerin
kardiyomiyositlerinde fenilefrin molekiilii ile indiiklenmis hipertrofi olusturulmustur.
Sonrasinda bu farelere on giin boyunca XMU-MP-1 uygulanmistir. XMU-MP-1
uygulanmast YAP aktivasyonunu arttirmis dolayisiyla MST1/2 ve takiben

hipertrofinin de inhibisyonu gézlenmistir (78).
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Sekil 2.5. XMU-MP-1’in kimyasal yapisi (14).

2.7. Ankrin Tekrar Proteinleri (Ankyrin Repeat Domain Proteins,
ANKRD)

YAP/TAZ proteinleri hiicrenin yapisi, sekli ve polaritesi i¢in dogal
sensorlerdir. YAP/TAZ’in aktivasyonu, hiicrenin hiicre disi matriks (ECM)’den
aldig1 mekanik sinyallere tepki verdigini gosterir (79). ANKRD1 YAP’m hedef
genlerinden biridir (80).

Ankrin tekrar proteinleri (MARP’lar), iskelet kasinda titin ile iligkili strese
duyarli proteinlerdir. MARP ailesinin {yeleri kardiyak ankrin tekrar proteini
(ANKRD1/CARP), ankrin tekrar domain proteini 2 (ANKRD2/ARPP), diyabetle
iligkili ankrin tekrar proteini (ANKRD3/DARP)’dir. Bu proteinler mekanik algilama,
farkl sinyal yolaklarinda gorev alma ve transkripsiyon diizenlenmesine kadar birgok
farkli isleve sahiptirler. (81). Kasin strese yanit yolaklarinda rol aldiklarindan,
yaralanma ve hipertrofi ile CARP, gerilme ve denervasyonla ANKRD2/ARPP, aglik
sonrasi iyilesme ile de DARP proteinleri indiiklenir (82).

Memeli ANKRD1 geni zebra baliginda ankrdla ve ankrd1b genlerine karsilik

gelmektedir. Zebra baliginda ankrdlb ifadesi dollenmeden sonra 24. saatte belirgin
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bir sekilde artmaya baslar ve 72. saatte pik (24. saate kiyasla 92 kat artis)
yapmaktadir. Ankrdla ise 24. saatte artmaya baslar ancak ankrdlb’ye kiyasla 72.
saatte daha hafif bir artis (24. saate kiyasla 1.7 kat artis) gostermektedir. Ankrdla
ifadesi iskelet kasi gelisimi sirasinda govde somitlerinde, ankrdlb ise kuyruk
somitlerinde izlenmektedir. Dollenme sonrasi yedi giinliik gelisimde ankrd2 ifadesi
cok az saptanabilmistir. MARP’lar zebra balig1 yetiskin ¢izgili kasinda nispeten
diisiik bir seviyede ifade edilmektedir. Art arda bes gilin boyunca giinde iki kez ii¢
saat ylizme egzersizi yaptirilan zebra baliklarmin, kalp kasinda ankrdla 6.19 kat
artmistir (83). Ayrica LGMD2R fenotipinde desmin ile lamin-B etkilesiminin
olmamasi nedeni ile olusmus “mekanotransdiiksiyon hasar1” fenotipinin
mekanosensitif  genlerin  veya gen  diriinlerinin  ifadesinin  in  vitro
mekanotransdiiksiyon modeli gelistirilerek kontrole gore mutant hasta hiicresinin
nasil etkileneceginin gosterilmesi amaglanan bir tez ¢alismasi sonucunda YAP’in
hedef genlerinden biri olan ANKRDZ1’in, LGMD2R’de kontrole gore hem statik hem

mekanik ylikleme durumlarinda 11 kat arttig1 gézlenmistir (13).

2.8. Limb-girdle Kas Distrofisi ve Desma Mutant kg155 (-/-) Zebra
Bahiklar
2.8.1. Limb-girdle Kas Distrofisi

Limb-girdle kas distrofisi, proksimal ekstremite kaslarinin gittikge
giicslizlesmesi ile karakterizedir. Kalp ve solunum kaslari ile birlikte diger kaslar da

etkilenir. Klinik seyirleri hizli baglangi¢h olup siddetli veya hafif seyredebilir(84).

LGMD2R (Limb Girdle Muscular Dystrophy 2R, MIM 615325/Orpha kod:
363543) fenotipinde DES geninin 7. eksonunda gbzlenen 48 baz ¢ifti uzunlugundaki
insersiyon (c.1289-2A>G) desmin proteininin lamin B baglanma bdlgesi olarak
tanimlanan domaininde hasar olusturmaktadir (11). Yabanil tip zebra balig1 kasinda
yapilan birlikte immiin¢oktiirme deneyi, bu iki proteinin etkilesim halinde oldugunu
ve Duolink-PLA deneyi ise bu etkilesimin tiim kas ¢ekirdeklerinin yalnizca
%30’unda oldugunu gostermistir (85, yayinlanmamig veri). Desmin-lamin B
etkilesiminin tiim c¢ekirdeklerde olmamasi, bu etkilesimin kas hiicreleri i¢in mekanik
ylukleme oldugunda gergeklestigini diisiindiirmiistiir. Bunu destekleyen en 6nemli

veri, mutant desmin proteininin saglikli bireyde ifade edilen desmin ile yaklasik



22

olarak ayn1 diizeyde ifade edilmesine ragmen hastada kas dejenerasyonu
gbozlenmesidir. LGMD2R hasta ve saglikli kas dokusunda yapilan calismada
mekanik iletiyi diizenleyen Hippo yolaginda gorevli bir transkripsiyon faktorii olan
YAP proteini saglikli kas filamenti igerisinde bulunan cekirdeklerin %37,5’sinde
goriiliirken, hasta 6rneginde bu oranin %15,1°e diistiigli gézlenmistir (13). Ayrica,
hastanin erken yaglarda degil, 40’lu yaslar1 takiben hastalik semptomlarini
gostermesi de hastada mekanotransdiiksiyon mekanizmasindaki bu hasarin mekanik
ylklenmeye bagli olarak zaman igerisinde kas dejenerasyonu olusturdugu sonucunu

desteklemektedir.
2.8.2. Desma Mutant kg155 (-/-) Zebra Bahgi

Desmin ¢.1289-2A>G mutasyonunun zebra baliginda modellenmesi amaciyla
TALEN genom diizenleme araci kullanilarak desma 8. eksonun lamin B baglanma
bolgesinde c.1273delAG mutasyonu olusturulmustur. Homozigot mutasyon tasiyan
96 saatlik embriyolarda ve eriskin mutant zebra baliklarinda iskelet kasinda desma
ifadesi mRNA diizeyinde incelenmis ve mutant embriyolarda yabanil tipe oranla
%66 oraninda azalis tespit edilirken eriskin mutant baliklarda da desma ifadesinin
yabanil tipe oranla %355 oraninda azaldigi tespit edilmistir (Yaymlanmamis verti).
Eriskin mutant baliga ait kas dokusu kesitleri elektron mikroskobunda incelendiginde
mutant zebra baliginda miyofibrillerin birbirinden ayrildigi ve sarkomerik
organizasyonun bozuldugu ve yer yer nekrotik alanlar bulundugu gézlenmistir. Ek
olarak miyofibril kayiplarinin oldugu alanlarda anormal krista yapisiyla farklh sekil
ve boyutlarda mitokondri gozlenmistir. Ancak bu bulgu yalnizca bir mutant balikta
incelenmistir (12). Mutant baliga ait en 6nemli veri, sitozolik kalsiyum sinyali ile
iligkilidir. Bilindigi tizere sitozolik kalsiyum sinyali artinca fiberde kasilma baglar.
Kalsiyum konsantrasyonu yiiksek kaldigi siirece kasilma devam eder. Kasilmanin
bitip gevsemenin saglanmasi igin sitozolik kalsiyum konsantrasyonun istirahat
seviyesine gevsemesi gerekir. Bir uyariy1 takip eden siirecte hiicre ici kalsiyum
konsantrasyonunun kisa siire i¢in artip azalmasina kalsiyum gecis sinyali denir.
Uyarilma ile ER’dan sitozole kalsiyum salinir daha sonra ise bu kalsiyum ER
tarafindan geri toplanir. Bir yagindaki desma mutant kg155 (-/-) baligin kas fiberleri

incelendiginde uyarilma sonrasi sitozole kalsiyum salinimi, kontrol ile benzerlik
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gostermistir ancak sitozolden kalsiyumun geri toplanmasi siiresinin Kontrole gore
yavagladigi, kalsiyum gecis sinyalinde sonme agamasinin uzadigi ve ozellikle uzun
akim uyarist uygulandiginda bu farkin daha belirgin hale geldigi goriilmiistiir. Bu
bulgular kalsiyum transientini sondiiren mekanizmalarin mutasyondan etkilenmis

olabilecegini gostermektedir (12)
2.9. Hipotez ve Amag

Bu tez calismasinda zebra baliginda ila¢ uygulama algoritmasini gelistirmek
ve iligkili teknik altyapiyr olusturmak iizere asagidaki hipotez kapsaminda

calisilmigtir.

Hipotez: XMU-MP-1, hippo yolagin1 baskilayarak YAP’in ¢ekirdege
taginmasini ve kas kiitlesinin artisi ile ilgili genlerin aktiflesmesini saglayarak zebra
baligi desma mutasyonunun neden oldugu kas distrofisi fenotipini diizeltir veya
hafifletir.

Yukaridaki hipotez dogrultusunda;

Tezin amaclari,

- Zebra balig1 embriyolarina ilag uygulama algoritmasini laboratuvarimizda
olusturabilmek,

- Zebra balig1 eriskinlerine uygulanacak kas i¢i ilag uygulama protokoliiniin
laboratuvarimizda standardizasyonu,

- Algoritma olusturulmas: ve teknik altyapinin optimizasyonu igin tez
aragtirmasini, ila¢ adayi olarak XMU-MP-1 molekiiliiniin desma c¢.1273delAG
mutasyonu tasiyan desma mutant kgl55 (-/-) zebra baligi embriyolarina ve
erigskinlerine tedavi amacgli verilmesi ve molekiiliin, mutasyonun neden oldugu kas
distrofisi fenotipi tizerindeki etkisini ankrdla ifadesini degistirerek gosterecegi

seklinde sunulan hipotez iizerinde gerceklestirmektir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gerecler
3.1.1. Zebra Baliklarn

Calismada incelenen zebra baliklari, Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar1  Aragtirma ve Uygulama Merkezi Zebra Baligi Arastirma
Laboratuvari’'nda Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan bildirilen hayvan refahi

yonetmeligine uygun olarak yetistirilmistir.

Tiim deneyler, Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun onayi alinarak (10.07.2018 tarihli, Karar no: 2018/33-10) yapilmistir
(EK-1).

Bu tez calismasi kapsaminda, yabanil tip AB ve laboratuvarimizda
TUBITAK 214S174 projesi kapsaminda olusturulan desma mutant kg155 (-/-) zebra
baliklart kullanilmisgtir. Desma mutant kgl55 (-/-) zebra baliklari, LGMD2R
hastaligin1 modellemek tizere TALEN genom diizenleme araci ile desma tizerindeki

lamin B baglanma bolgesinde ¢.1273del AG mutasyonu olusturularak tiretilmistir.
3.1.2. Zebra Baliklarimin Bakimi ve idamesi

Zebra balig1 embriyo soliisyonu (60X stok soliisyon):

NaCl (Merck): 5.00 mM
KCI (Carlo Erba): 0.17 mM
CaCl,.2H20 (Sigma): 0.33mM
MgCl2.6H20 (Merck): 0.33mM

dH20 ile 1000 mI’ye tamamlanarak +4°C*de saklanmistir.
1X embriyo soliisyonu, 60X stok soliisyondan dH2O ile sulandirilarak
hazirlanmis ve 1X soliisyona, metilen mavisi (Sigma, ABD) %0.01 (w/v)

eklenerek oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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Zebra baliklarina vedirilen yemler:

e Toz artemia, 100 mikron (Gemma, Hollanda)

e Graniil yem, 500 mikron (Gemma, Hollanda)

e Artemia yumurtasi (Salt Lake Aquafeed, Premium Artemia Cyst)
3.1.3. Zebra Balig1 Embriyolarinda Toksisite Deneyi

e 4 adet 96-kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplart

e 1X embriyo soliisyonu

e XMU-MP-1 (Katalog. No.: HY-100526) stok ¢ozeltisi %99.9 DMSO
(Dimetil siilfoksit) (AppliChem GmbH, Almanya) igerisinde

e 3,4-dikloroanilin (embriyolarda toksik etkisi oldugu bilinen molekiil,
pozitif kontrol)

e Parafilm

e 1 mL ve 5 mL serolojik pipetler

e Etiv inkiibator

3.1.4. Eriskin Zebra Baliklarinda Toksisite Deneyi

5L’lik Zebra Balig1 tanklari

e pH metre

e [letkenlik 6lcer

e Civali kimya termometresi

e Hava motoru

e Akvaryum hava taslar

e Oksijen seviyesi Olcer (AZ Water Quality Meter Model:8603)
e Suda toplam sertlik analiz kiti (JBL GH Test, Almanya)

Tricaine (3-amino benzoik asitetilester) stok cOzeltisi:

Tricaine ( Sigma, Kat.# A-5040): 400 mg

ddH20: 97.9 mi
1M Tris (pH 9): ~ 21ml
pH 7’ye ayarlanmustir.

Hazirlanan tricaine stok ¢ozeltisinin anestetik olarak kullanilmasi:
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4.2 ml stok tricaine ¢ozeltisi yaklasik 100 ml sistem suyuna eklenmistir.

3.1.5. Zebra Balhig1 Embriyolarinda Ila¢ Uygulamasi

96-kuyucuklu hiicre kiiltiirti kaplar1 (ThermoFischer Scientific, ABD)
1X embriyo soliisyonu

XMU-MP-1 (Katalog. No.: HY-100526) stok ¢ozeltisi DMSO igerisinde
Parafilm

Etiiv inkiibator

3.1.6. Eriskin Zebra Baliklarinda ila¢ Uygulamasi

Steril siinger

Mikroenjeksiyon sistemi

Mikroenjeksiyon ignesi

%70’lik etil alkol

Distile su

XMU-MP-1 (Katalog. No.: HY-100526) stok ¢ozeltisi DMSO igerisinde
SL’lik Zebra Balig tanklari

Tricaine (3-amino benzoik asitetilester) stok ¢ozeltisi

3.1.7. Zebra Baliginda Total RNA izolasyonu

Zebra Bah@ Embriyolarindan Total RNA izolasyonu:

Kloroform (Carlo Erba, Fransa)
Izopropanol (AppliChem, Almanya)
RNase Zap (Ambion, ABD)

Eriskin Zebra Baligi Dokusundan RNA Izolasyonu:

Kloroform (Carlo Erba, Fransa)
%99.5 ve %75 Etanol
RNase Zap (Ambion, ABD)

3.1.8. cDNA Sentezi

QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Almanya)
RNase Zap (Ambion, ABD)
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3.1.9. Kantitatif Gercek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (kGZ-
PZR)

e SensiFAST SYBR No-ROX Kit (Bioline, Ingiltere)
e Rotor — Gene 6000 (Corbett Life Science, Avusturalya)

e Forward ve Reverse Primerler (PRZ Bio Technology, Tiirkiye)

3.2. Yontemler
3.2.1. Zebra Baliklarimn Bakimi ve idamesi

Laboratuvar hayvanlarinin kullanildig1 arastirmalar 4R kurali olarak
belirtilen ve agilimi “Replacement” yerine koyma, “Reduction” azaltma,
“Refinement” iyilestirme ve “Responsibility” sorumluluk olan temel ilkeler
baz alinarak deney hayvanlarinin refahlar1 goézetilerek, istatistik hesabi
etkilemeyecek en az sayida hayvanin kullanilarak saglikli ortamlarda yapilmasi
gerekmektedir. ilk olarak 1959 yilinda Russell ve Burch’un (86) “Insani Deney
Tekniginin Ilkeleri”nin yayimlanmasiyla ile 3R kurali olarak ortaya konulmustur.
(87). 4.R, arastirmacinin laboratuvar hayvanini kullandiktan sonra 6ldiiriilmesi
asamasinda da ona kargt vicdani bir sorumluluga sahip olmasini ifade etmektedir
(88).

Déllenmenin hemen ardindan embriyolar toplanarak, petri kaplarinda 1X
embriyo soliisyonu igerisinde, 29 °C sabit sicakliktaki etiive alinmistir. Daha sonra
etlivden alinarak bir aylik jiivenil doneme kadar kapali devre akvaryum sisteminden
bagimsiz tanklar igerisinde, 25-27 °C laboratuvar ortaminda, toz artemia ile
beslenerek biiytitiilmiistiir. Jivenil donem sonrasi zebra baliklar1 sisteme bagh
tanklara alinarak, sabah graniil yem, 0glen ve aksam ise canli artemia ile

beslenmistir.
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3.2.2. Zebra Bah@ Embriyolarinda Toksisite Deneyi

Yabanil tip zebra baligi embriyolarinda toksisite deneyleri, 2013 OECD
Kimyasal Testler Kilavuzu’nda, Balik Embriyosu Toksisite (FET-Fish Embryo Acute
Toxicity) Testi’ne uygun olarak gerceklestirilmistir. Toksisite testi, 96 kuyucuklu
kaplarda, her kuyucukta bir embriyo olacak sekilde yapilmistir.

Toksisite deneyi icin embriyolarin hazirlanmasi: Ddllenme sonrasinda
embriyolar, embriyo soliisyonuna alinmistir. D6llenmemis ve o6lii  embriyolar
ayiklanmigtir. Canli embriyolar 29 °C etiive kaldirilmistir. Diizenli araliklarla ol

embriyolar temizlenmistir ve embriyo soliisyonu yenilenmistir.

Toksisite deneyi i¢in ilag adayi (kiiglik molekiil) molekiiliin hazirlanmasi: 10
mg toz XMU-MP-1, 1 ml DMSO’da ¢6ziilmistiir. Hazirlanan stogun konsantrasyonu
10000 ppm’dir (ppm = mg ¢oziinen / kg veya litre ¢ozelti). Stok, embriyo soliisyonu
ile ara stoga ve ardindan 100 mg/L’ye sulandirilmistir. Uygulanmis olan en yiiksek
konsantrasyon 100 mg/L’dir. 1.5 sabit faktor ile aralikli, seri diliisyon yapilarak
toplam 10 farkli konsantrasyonda ilag uygulanmistir. Her bir kuyucukta toplam

¢ozelti hacmi 200 pl’dir.

Toksisite testi dollenmeden sonra 5.7-8. saat araligindaki (%50 - %75
epiboli) embriyolara ila¢g adayr molekiil uygulanmasiyla baslatilir (25). %50 epiboli
asamas1 germ halkasinin goriiniir hale geldigi en erken asamadir. Toksisite testinin
baslatildigi gelisim asamasi Sekil 3.1.°de verilmistir. Test 120. saate kadar
siirdiiriilmektedir (89). Ilag adayr molekiil uygulamasi oncesinde tiim embriyolarin
benzer bollinme evresinde oldugu mikroskop altinda hizlica kontrol edilmistir. Farkl
boliinme evresinde olan embriyolar ayiklanmistir. Ardindan, varsa 6lii embriyo

kontrolii yapilmistir, embriyo soliisyonu tazelenmistir.

Hazirlanan ilag adayr molekiil, ¢oziicii (ilag adayr molekiiliin iginde
¢oziildiigi DMSO’dur) kontrolii, negatif kontrol (sadece embriyo soliisyonu) ve
pozitif kontrol (embriyolarda toksik etkisi oldugu bilinen molekiil 3,4-dikloroanilin
cozeltileri kuyucuklara dagitildiktan sonra embriyolar kuyucuklara tek tek

dagitilmistir. 96 kuyucuklu kaplar parafilmle kaplandiktan sonra 29°C etiive
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kaldirilmistir. Deney, 96 saat boyunca takip edilerek siirdiiriilmiistiir. 96 saat
sonrasinda o6lii, canli ve embriyolarin morfolojik goriintiilerinin kontrolii yapildiktan
sonra deney sonlandirilmistir. LC50 (%50’sini 6ldiiren doz) hesaplanmistir. Deney

diizenegi Sekil 3.2.°de verilmistir.

%75 epiboli
(8 saat)

%30 epiboli
(5.3 saat)

germ halkas1 shield
(5.7 saat) (6 Sllt)

Sekil 3.1. Toksisite testi embriyo gelisim evresi. Toksisite testinin baslatildig:

embriyo gelisim evresi ok ile gosterilmistir (90).
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Sekil 3.2. Zebra balig1 embriyolarinda toksisite testi diizenegi. Uygulanan 10 farkli
ilag aday1 molekiiliin konsantrasyonu: 100 mg/L, 66.66 mg/L, 44.44 mg/L, 29.62
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mg/L, 19.74 mg/L, 13.16 mg/L, 8.77 mg/L, 5.84 mg/L, 3.89 mg/L, 2.59 mg/L. Her
bir kuyucuga sadece embriyo soliisyonu igerisinde bir embriyo konulmustur. Her
farkli konsantrasyon 21 embriyoya uygulanmistir. 210 embriyo ilag aday1 molekiiliin
farkli konsantrasyonlar1 i¢in kullanilmistir. Kuyucuklu kap i¢i kontrol (ik): 96
kuyucuklu kabin kendi i¢inde olast kontaminasyon durumunu gézlemek amaciyla
kullanilmistir. 39 embriyo kuyucuklu kap i¢i kontrol olarak kullanilmistir. Negatif
kontrol (nk): 21 embriyo negatif kontrol olarak kullanilmistir. Pozitif kontrol (pk):
3,4-dikloroanilin ile muamele edilmis 21 embriyo pozitif kontrol olarak
kullanilmustir. Céziicii kontrolii (¢k): Ilag adayr molekiiliin i¢inde ¢oziindiigii ¢oziicii
solisyonun ilag adayr molekiill eklenmeden de embriyolar i¢in toksik olup
olmadigmin anlasiimasi i¢in kullanmilmistir. Stok XMU-MP-1, DMSO i¢inde
¢oziilmiistiir. Coziicli kontrolii, embriyo soliisyonu igerisinde bulunan %1’lik DMSO

¢oOzeltisidir.

3.2.3. Eriskin Zebra Baliklarinda Toksisite Deneyi

Yabanil tip erigkin zebra baliklarinda toksisite deneyleri, OECD Kimyasal
Testler Kilavuzu’nda, Balik Toksisite Testi’'ne uygun olarak ve yabanil tip zebra
baliklar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Toksisite testinde, eriskin zebra baliklar
2L sistem suyu ile doldurulan balik tanklarinda yasamlarii siirdiirmiistiir (Sekil
3.3.). Toksisite deneyi Oncesi ve sonrast baliklarin bulundugu tanklardaki sistem
suyunun toplam sertlik, su oksijen seviyesi ol¢iimleri yapilmistir (EK-2). Her tankta
bes balik bulunmaktadir (ila¢ aday molekiiliiniin farkli li¢ konsantrasyonu igin 15 ve
¢Oziicii kontrol icin 5 balik). Eriskin toksisite deneyinde ila¢ aday1 molekiiliin 3 farkl
konsantrasyonu denenmistir. OECD kilavuzunda aday ila¢g molekiiliiniin baligin
ortamina verilmesiyle iliskili bilgiler sunulmustur. Bunlar1 temel alarak su ortamina
verilen konsantrasyonlara es deger olan konsantrasyonlar eriskin zebra baligmin
viicut agirligima gore hesaplanarak uygulanmistir. Kullanilan erigkin zebra baliklar
ortalama 0.5 g viicut agirhigmma sahip olduklarindan 100 mg/L’ye es deger
konsantrasyon 0.05 mg/kg’dir. Diger iki konsantrasyon ise 0.025 mg/kg ve 0,0125
mg/kg’dir. Coziicii kontrolii olarak DMSO uygulanmigtir. Ayrica, ignenin eriskin
balikta olusturdugu stresi test etmek i¢in, bir baliga sadece igne batirilarak 96 saat

takip edilmistir. ilag adayr molekiil, kas hastaliginin tedavisi i¢in uygulanmasi
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hedeflendiginden eriskin baliklarin dogrudan sirt kasi icine enjeksiyon yontemi ile

yapilmistir. Yapilan kas i¢i enjeksiyon yontemi detaylari asagida anlatilmistir:

1. Yumusak bir slingerin list kisminda, yaklasik bir eriskin zebra baliginin
sigacagi sekilde kesilerek bosluk olusturulmustur.

2. Siinger sistem suyuyla islatilmistir. Siingerin siirekli 1slak kalmasi
saglanmistir.

3. Erisgkin balik, tricaine ile anesteziye alindiktan sonra, siingerdeki bosluga
dikkatlice yerlestirilmistir.

4. Uygulanacak ¢ozelti, igne yardimiyla dorsal ylizgecin sag tarafina enjekte
edilmistir.

5. Enjeksiyon sonrasi zebra baliklar1 tanklara alinmigtir.

6. Zebra baliklari, 96 saat takip edilmistir ve bu siire¢ boyunca hava motoru
kullanilarak tanklara oksijen verilmistir.

7. 96 saat sonra Olii-canli sayis1 belirlenerek deney sonlandirilmistir. LC50

(%50’sini dldiiren doz) hesaplanmustir.

Sekil 3.3. Erigkin zebra baliginda toksisite testi i¢in tank diizenegi.
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3.2.4. Zebra Balhig1 Embriyolarinda fla¢ Uygulamasi

Yabanil tip zebra balig1 embriyolarina ila¢ uygulamasi déllenmeden sonra 24.
saatte yapilmistir. Embriyolar, taze soliisyon igerisine alindiktan sonra 6lii ve normal
goriiniimde olmayan embriyolar uzaklastirllmistir. Koryonu olan embriyolar
koryondan ¢ikarilmustir. Tlag adayr molekiil (100 mg/L XMU-MP-1 igeren embriyo
sollisyonu igerisinde), ¢oziicli kontrolii (%1 DMSO igceren embriyo soliisyonu) ve
negatif kontrol (sadece embriyo soliisyonu) ¢dozeltileri kuyucuklara dagitilmistir.
Ardindan embriyolar bu ¢ozeltilerin i¢ine konulmustur. Deney, ilag aday1 molekiiliin
uygulandigi 60 embriyo, ¢ozlicii kontrolii i¢in 60 embriyo ve negatif kontrol i¢in 60
embriyo olmak iizere 180 yabanil tip embriyo ile gerceklestirilmistir. Kuyucuklu kap
parafilmle kaplandiktan sonra kapatilarak 29°C’deki etiive kaldirilmistir. Embriyolar
3.5 saat etiivde bekletilmistir. RNA izolasyonu i¢in gerekli en az embriyo sayist
20°dir. Bu sebeple, her 20 embriyo bir biyolojik tekrar olarak kabul edilerek 3’er
tekrar yapilmistir (Sekil 3.4.). Embriyolar, 3.5 saatin sonunda trizol konulmus tiiplere
alimmustir. Takiben RNA izolasyonu gercgeklestirilmistir. RNA’lardan cDNA sentezi
ardindan kGZ-PZR ¢alismasi ile ankrdla ifadesindeki farkliliklara bakilmistir. ilag
aday1 molekiil uygulamasinin yabanil tip erigkinlerde optimizasyonu yapildiktan
sonra yukarida belirtilen asamalar desma mutant kg155 (-/-) x desma mutant kgl155
(-/-) eriskin baliklarin giftlestirilmesiyle alinan desma mutant kg155 (-/-) embriyolara

da ayni sekilde uygulanmistir.
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Sekil 3.4. Zebra balig1 embriyolarina ilag uygulamasi. 96 kuyucuklu kapta ilag
uygulamasindan 3.5 saat sonra, embriyolar bulunduklar1 ¢ozeltiden uzaklastirilarak
RNA izolasyonu i¢in ependorf tiiplere alinmistir. Gruplar: A1,A2,A3: 100 mg/L ilag
adayr molekiil (XMU-MP-1) ¢ozeltisi uygulanan embriyolar; B1,B2,B3: Coziicii
kontrolii (DMSO) uygulanan embriyolar; C1,C2,C3: Negatif kontrol olarak sadece
embriyo sollisyonu uygulanan embriyolar. Sekilde gosterilen her grupta 20’ser

embriyo bulunmaktadir. 1,2,3: tekrar sayis1 A,B,C: grup.
3.2.5. Eriskin Zebra Bahginda Ila¢ Enjeksiyon Bolgesinin Belirlenmesi

Eriskin zebra baliklarinda ila¢ aday1 molekiiliin enjeksiyonunun yapilacagi
bolgenin belirlenmesi i¢in yabanil tip erigkin balikta sirt kas1 dort bolgeye ayrilmistir

(Sekil 3.5.). Belirlenen dort bolgeden doku pargasi alinarak RNA izole edilmistir.
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RNA’lardan ¢cDNA sentezi ardindan kGZ-PZR ¢alismasi ile ankrdla ifadesindeki
farkliliklara bakilmaistir.

Sekil 3.5. Zebra balig1 enjeksiyon bolgesinin belirlenmesi.

3.2.6. Eriskin Zebra Bahiginda Enjeksiyon Stresinin Belirlenmesi

Eriskin zebra baliklarina ila¢ uygulamasi mikroenjeksiyon ignesi ile
yapilacagindan baligin sirt kasina igne batirildiginda bu islemin balikta ilave bir stres
(Ornegin bu calismada Hippo yolagi mekanik uyaranlara karsi hassas bir yolak
oldugu i¢in mikroenjeksiyon ignesi ile enjeksiyon yapilmasinin ila¢ uygulamasindan
bagimsiz olarak kasta olusturabilecegi stres kontrol edilmistir) olusturup
olusturmadig: test edilmistir. Daha Once belirlenen enjeksiyon bolgesine sadece
mikroenjeksiyon ignesi batirilmigtir. Islem sonrasinda zebra baliklar1 tanklara
alinmistir. Baliklar tanklara alindiktan 3.5 saat sonra, enjeksiyon bdlgesinden
yaklagik 4x3x2mm? boyutlarindaki bdlge bistiiri ile kesilerek RNA izolasyonu igin
trizol konulmus ependorflere alinmistir. RNA’lardan cDNA sentezi ardindan kGZ-
PZR ¢alismasi ile ankrdla ifadesindeki farkliliklara bakilmistir.

3.2.7. Eriskin Zebra Balklarinda ila¢ Uygulamasi

Yabanil tip erigkin zebra baligina ilag uygulamasi, mikroenjeksiyon ignesi
yardimiyla kas i¢ine yapilmistir. Steril, yumusak bir siingerin tist kisminda, yaklasik
bir erigkin zebra balig1 sigacak sekilde kesilerek bosluk olusturulmustur (Sekil 3.6.).
Siinger %70’lik etil alkol sonrasi distile sudan gegirilmis, ardindan sistem suyuyla
islatilmigtir.  Erigkin balik, tricaine ile anesteziye alindiktan sonra, silingerdeki
bosluga dikkatlice yerlestirilmistir Uygulanacak ¢ozelti mikroenjeksiyon ignesi ile

dorsal yiizgecin sag tarafina enjekte edilmistir (Sekil 3.7.). Enjeksiyon sonrasi zebra
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baliklar1 tanklara alinmigtir. Baliklar tanklara alindiktan 3.5 saat sonra, enjeksiyon
bolgesinden yaklasik 4x3x2mm? boyutlarindaki bélge bistiiri ile kesilerek RNA
izolasyonu i¢in trizol konulmus ependorflere alinmistir. RNA’lardan cDNA sentezi
ardindan KGZ-PZR calismasi ile ankrdla ifadesindeki farkliliklara bakilmistir. ilag
aday1 molekiil uygulamasinin yabanil tip erigkinlerde optimizasyonu yapildiktan
sonra yukarida belirtilenler desma mutant kgl55 (-/-) eriskinlerine ayni sekilde

uygulanmustir.

Sekil 3.6. Mikroenjeksiyon ignesi ile kas i¢ine enjeksiyon sistemi.
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Sekil 3.7. Mikroenjeksiyon ignesinin uygulama noktasi. Eriskin baligin sirt kasina
ilag uygulamasinda mikroenjeksiyon ignesinin batirildigi nokta ok isareti ile

gosterilmistir.

3.2.8. Zebra Balig1 Embriyolarindan Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu, yabanil tip AB zebra baliklarinin ¢iftlestirilmesinden
elde edilen embriyolardan yapilmistir. D6llenmeden sonra 24. saatte embriyolar her
grupta 20’ser olacak sekilde negatif kontrol, ¢oziicii kontrolii ve ilag aday1r molekiil
uygulamasi i¢in ayrilmistir. Her gruptan 3’er tekrar yapilmistir. Uygulamadan 3.5
saat sonra asagidaki protokol takip edilerek RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Izole edilen RNA’larin konsantrasyon ve saflif1 nanospektrofotometrik dlgiimlerle

belirlenmistir (EK-3).

1. Embriyolar koryonlarindan ¢ikarilmistir.

2. 20 embriyo niikleaz igermeyen 1.5 ml’lik tiiplere alinmistir, tiip
i¢erisindeki tlim s1v1 uzaklastirilmstir.

3. Tiiplere 250 pl trizol eklenmis, RNAse Zap ile temizlenen bir pens
yardimiyla mekanik kuvvet uygulanarak, embriyolar homojen hale
getirilmigtir.

4. Trizol eklenerek toplam hacim 1 ml’ye tamamlanmstir.

5. Tiipler 5 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

6. Tiplere 200 pul niikleaz igermeyen kloroform eklenmistir ve yaklasik 15

sn tiipler calkalanmistir.
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7. Tipler 2 dk. oda sicakliginda bekletildikten sonra +4°C*de 12000 g’de 15
dk. ¢oktiirme islemi yapilmistir. Coktliirme sonrast olusan seffaf iist faz
yeni bir tiipe aktarilmistir.

8. 500 pl niikleaz igermeyen izopropanol eklenmistir ve 10 dk. oda
sicakliginda bekletilerek RNA ¢oktiiriilmiistiir.

9. Tipler +4°C*de 12000 g’de 10 dk. santrifiij edilmistir.

10. RNA peletine dikkat edilerek sivi uzaklastirllmistir ve 1 ml niikleaz
icermeyen %75 etanol konulmustur.

11. Tiipler +4°C*de 7500 g’de 5 dk. santrifiij edilmistir. RNA peletine dikkat
edilerek tiim s1vi ¢ekilmistir, ardindan tiipler kurutulmustur.

12. Tipler kurutulduktan sonra pelet lizerine 30 pl niikleaz icermeyen su
eklenmistir ve 55°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 10 dk. denatiire edilmistir.

13. NanoDrop ND-1000 cihazinda nanospektrofotometrik  dl¢timler

gergeklestirilmistir.
3.2.9. Eriskin Zebra Bahg Dokusundan RNA izolasyonu

Yabanil tip eriskin zebra baliklar1 ve desma mutant kgl55 (-/-)  eriskin
baliklar, negatif kontrol herhangi bir uygulama yapilmamas), ¢oziicii kontrolii ve ilag
adayr molekiil uygulanmis embriyolar olarak gruplandirilmistir.  Ayrica,
mikroenjeksiyon ignesinin stresinin aragtirilmasi  i¢cin  de ayr1  bir grup
olusturulmustur. Her balikta ayn1 bolgeden olmak {izere, mikroenjeksiyon ignesi ile
kas i¢i enjeksiyonun yapildigi doku alnarak RNA izolasyonu yapilmistir. izolasyon,
uygulamadan 3.5 saat sonra asagidaki protokol takip edilerek gerceklestirilmistir.
Izole edilen RNA’larin konsantrasyon ve saflif1 nanospektrofotometrik dlgiimlerle
belirlenmistir (EK-3).

1. Doku pargast niikleaz icermeyen tiiplere alinmistir ve iizerlerine 1 ml

trizol konulmustur.

2. Vidali kapakli tiiplere 1/3 oraninda cam boncuklar konulmustur. Doku

pargasi ve trizol vidali kapakli tiiplere aktarilmistir.

3. Fastprep cihazinda 6.0 hizda 40 sn. doku homojenize edilmistir.

4. Doku homojenizasyonu sonras1 cam boncuklar1 uzaklastirmak i¢in tiipler

+4°C*de 12000 g’de 5 dk. santrifiij edilmistir.



10.
11.
12.

13.

40

Trizol olan faz yeni tiiplere alinmustir. Uzerlerine 200 pl niikleaz
icermeyen kloroform eklenmistir ve 10 sn vortekslenmistir, ardindan 5 dk.
oda sicakliginda bekletilmistir.

Tipler +4°C“de 12000 g’de 15 dk. santrifiij edilmistir.

Coktiirme sonrasi iist faz yeni tiiplere aktarilmigtir. Uzerine 750 ul
niikleaz icermeyen soguk saf etil alkol eklenmistir.

Tipler -20°C*de 30 dk bekletilmistir. Ardindan +4°C‘de 12000 g’de 10
dk. santriflij edilmistir.

Pelete dikkat edilerek iist faz uzaklastirilmistir. Uzerine 1 ml %75 etil
alkol eklenmistir. Ardindan 2 sn karigtirilmistir.

Tiipler +4°C‘de 12000 g’de 5 dk. santrifiij edilmistir.

Pelete dikkat edilerek iist faz uzaklastirilmistir.

Tiipler, 55°C’ye ayarlanmis inkiibatére konularak etil alkol
uzaklastirilmastir.

Tiipler kurutulduktan sonra pelet iizerine 20 pl niikleaz igermeyen su
eklenmistir ve 60°C’ye ayarlanmis inkiibatorde 1 dk. bekletilerek pelet

¢Ozulmiustiir.

3.2.10. cDNA Sentezi

1.

Embriyolara ve erigkin zebra balig1 kas dokularina ait RNA’lardan cDNA
sentezi i¢in QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) kullanilmastir.

Protokol agagida yazilmistir.

cDNA sentezi ¢alismasinda kullanilan tiim malzemeler, RNaz Zap ve %0,1

oraninda hazirlanan DEPC ile riboniikleazlardan arindirilmistir.

Genomik DNA Wipeout reaksiyonu:

7X gDNA Wipeout Tamponu: 2 pl

Kalip RNA: x pl (500 ng/ul olacak sekilde)
Niikleazsiz dH20: (12-x) pl

Toplam: 14 pl

Ornekler 42 °C’de 5 dk. inkiibe edilmistir.



41

2. Her 0rnek tizerine, Reverse transkripsiyon karigimi 6 pl eklenmistir
(toplam miktar 20 pl) ve drnekler Gene Amplification PCR System 9700
(ABI) cihazinda inkiibe edilmistir.

Reverse transkripsiyon karisimai:

Quantiscript RT: 1 pl
5X Quantiscript RT Tampon: 4 pl
RT Primer Karigimz: 1 pl
Toplam: 6 ul
Reaksiyon kosullari:
42 °C - 30 dk.
95 °C - 5 dk.
+4 °C - 0
3. Sentezlenen cDNA’lar, dH2O ile 1:4 oraninda sulandirilarak

kullanilmistir.

3.2.11. Kantitatif Gercek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (KkGZ-
PZR)

Embriyolara ve erigkin zebra balig1 kas dokulara ait cDNA’la kullanilarak
actbl ve ankrdla amplifikasyon reaksiyonlar1 asagida belirtilen kosullarda
gerceklestirilmistir. Corbett Life Sciences Rotor-Gene 6000 cihazi kullanilmistir.
Kullanilan primer dizileri, PerlPrimer (versiyon 1.1.21) ve NCBI-Primer BLAST
programlari kullanilarak tasarlanmistir. Ankrdla ve actbli¢in kGZ-PZR {iriinlerinin
uygun uzunlukta oldugu ve 6zgiil olmayan {iriin amplifikasyonu olmadig1 agaroz jel

elektroforezi ile kontrol edilmistir.

Tez kapsaminda kGZ-PZR deneyi icin kullanilan primer dizileri:

Gen Forward 5°=>3° Reverse 5’23’
actbl TCTTCCAGCCTTCCTTCCTG TGTGTTGGCATACAGGTCCT
ankrdla GAAAAGCGAGAAACAACGAGA GGTTCCTTTACAACTGGAACTT
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actbl ve ankrdla kGZ-PZR kosullari:
SensiFAST SYBRNo-ROX: 5 pl
Primer Forward (10 mM) : 0,4 ul
Primer Reverse (10 mM): 0,4 ul
dH20: 2,2 pl

cDNA: 2 ul

Toplam: 10 pl
Denatiirasyon: 94 °C 2dk 1 dongii
Amplifikasyon: 94 °C 15 sn.
59 °C 60 sn.
40 dongii
Erime: 72 °C’den 95 °C’ye, her asamada 1 °C artarak 1 dongii
Elde edilen veriler, Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 yazilimi ile analiz
edilmistir. Belirtilen yazilim kullanilarak, standart diliisyon 6rnekleri ile standart egri
olusturulmus ve AACt yontemi ile goreceli kantitasyon hesab1 yapilmistir. Ayrica
amplifikasyonun 6zgiilliigii, erime egrileri gizilerek dogrulanmistir. Yabanil tip AB,
ve desma kgl55 (-/-) zebra baligi orneklerinde, ankrdla transkriptinin goéreceli
ifadesi, actbl ifadesine gore normalize edilerek hesaplanmistir (EK-4-5-6). Istatiksel
test olarak parametrik olmayan ve normal dagilim gdstermeyen veriler i¢in uygun

olan Mann- Whitney U testi tercih edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Zebra Bahg1 Embriyolarinda Toksisite Deneyi

Zebra balig1 embriyolarinin embriyo soliisyonu ortamina konulacak ilag aday1
molekiiliin konsantrasyonu OECD Kilavuzu temel alinarak toplam 312 embriyoda

yapilan toksisite deneyi ile belirlenmistir.

96 kuyucuklu kaplarin i¢ kontrolii olarak kullanilan 36 embriyodan biri, ilag
aday molekiiliiniin uygulandigr 210 embriyodan biri, ¢oziicii kontrolii olarak
kullanilan 21 embriyodan biri ve negatif kontrol olarak kullanilan 21 embriyodan biri
Olmiustiir. Pozitif kontrollerin ise beklenildigi iizere tamami Olmistiir. Ayrica
embriyolarda normal olmayan herhangi bir morfoloji goriilmemistir (EK-7).
Denenen ila¢g adayr molekiiliin farkli konsantrasyonlarinin higbirinin ve ¢oziicii
kontroliin embriyolarin %50’sinin 6liimiine sebep olmadigr goriildiigiinden LC50
hesaplanmamistir. OECD kilavuzana gore embriyolara uygulanacak toksisitesi
oOlgiilecek olan molekiiliin deney diizeneginde sinir kullanim degeri 100 mg/L olmasi
tavsiye edilmektedir. Toksisite deneylerinde 100 mg/L kullanilmasina ragmen 6liim
oranlar1 ¢ok diisiik ciktigindan, ilag adayr molekiiliin toksik etkisinin olmamasi

nedeniyle embriyolar i¢in 100 mg/L uygulanacak ila¢ dozu olarak belirlenmistir.

XMU-MP-1’in  kesfedildigi c¢alismada farelerde periton i¢i uygulama
yapilirken ila¢ adayi, %20 Kolliphor HS 15 iceren %0.1°lik sitrik asit ¢ozeltisinde
¢Oziilmiistiir (14). Bu ¢ozelti embriyolara farkli konsantrasyonlarda verilerek toksik
etkisine bakilmistir. Kolliphor HS 15 yabanil tip embriyolarda toksik etki
gostermistir. Toksik etki ancak %0.1°lik sitrik asit ¢ozeltisine %0.002 Kolliphor HS
15 konularak hazirlanan sulu ¢ozeltide goriilmemistir. Ancak ilag aday1 molekiil yine

tamamen ¢6zlilmediginden bu ¢ozelti ile calisiimamistir.
4.2. Eriskin Zebra Baliklarinda Toksisite Deneyi

Eriskin zebra baliklarinda uygulanacak ilag dozunu belirlemek amaciyla
baligin agirligina gore hesaplanan 0.05 mg/kg ilag molekiiliiniin uygulandig1 bes
baliktan biri 6lmiistiir. 0.025 mg/kg ila¢ molekiilii uygulandigi bes baligin ve ¢oziicli

kontroliin uygulandigr bes baligin tamami canlidir. Denenen konsantrasyonlarin



44

hicbirinin ve ¢oziicli kontroliin erigkinlerin %50’sinin Oliimiine sebep olmadigi
goriildiigiinden LC50 hesaplanmamistir.  OECD kilavuzuna gore erigkinlere
uygulanacak toksisitesi Olciilecek olan molekiiliin deney diizeneginde siir kullanim
degeri 100 mg/L (viicut agirligina gore oranlandiginda 0.05 mg/kg) olmasi tavsiye
edilmektedir. Toksisite deneylerinde onerilen en yiiksek dozu kullanmamiza ragmen
Olim oranlan disiik c¢iktigindan, ilag adayr molekiiliin yiiksek toksik etkisinin
olmadig1 bu nedenle eriskinler igin 0.05 mg/kg, uygulanacak ila¢ dozu olarak
belirlenmistir. Bir eriskin baligin ortalama viicut agirligi goéz Oniine alinarak
hesaplanan miktardaki ilag molekiilii mikroenjeksiyon ignesi ile eriskin zebra balig1

kasi i¢ine uygulanmuistir.
4.3. Zebra Balig1 Embriyolarinda Ila¢ Uygulamasi

llag adayr molekiiliin etkilerini yabaml tip ve mutant zebra balig
embriyolarinda gormek ve ilag adayr molekiill uygulamasinin optimizasyonu
amaciyla toksisite deneyiyle belirlenen konsantrasyonda hazirlanan ilag adayi
molekiil, kuyucuklu kaplara konulan embriyolarin sulu ortamina uygulanmustir. ilag
adayr molekiiliin etkisini karsilagtirabilmek i¢in kuyucuklarda sadece embriyo
sollisyonu, ila¢ aday1 molekiiliin ¢oziindiigli ¢ozliciiyli igeren ¢ozelti ve ilag adayi
molekiiliin bulundugu sulu ¢ozelti olmak tizere ii¢ grup olusturulmustur. Uygulama
sonrast embriyolar dogal ortamlarinda tutulmustur. Ankrdla ifadesi zebra baliginda
dollenmeden sonra 24. saatte belirgin bir sekilde artig gosterdigi icin ilag aday:
molekiiliin etkisinin arastirilmasi i¢in 24. saatte ila¢c uygulamasi yapilmistir (72).
Doéllenmeden sonra 24. saatte her bir grupta 120 embriyo olmak iizere toplam 360
(yabanil tip ve mutant embriyolarin tamami) embriyo kullanilmistir. 3.5 saat boyunca
uygulanan ila¢ adayr molekiiliiniin, ankrdla ifadesinde etkisinin olup olmadigini
belirlemek amaciyla kGZ-PZR c¢alismasi yapilmistir. Grafiksel gosterimlerde
GraphPad Prism 5 kullanilmistir (Sekil 4.1.). Metot boliimiinde belirtildigi gibi RNA
izolasyonu i¢in minimum 20 embriyo gerekli oldugundan, 20 embriyo birlestirilerek
bir havuz olusturulmus ve bir biyolojik tekrar olarak sayilmistir. Istatiksel analizler
sonucunda negatif kontrol, ¢oziicii kontrolii ve ila¢ adayr molekiiliin uygulandig:

gruplar arasinda ankrdla ifadesinde farklilik goriillmemistir (p< 0.05).
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Sekil 4.1. Yabanil tip ve mutant embriyolarda ankrdla ifadesi. Déllenmeden sonra
24. saatteki embriyolar kullanilmistir. Her nokta bir tekrar1 gdstermekte olup her

tekrar 20 embriyodan olusmaktadir. Mann-Whitney U testi uygulanmustir.

4.4. Eriskin Zebra Bahginda Kas Ici Enjeksiyon Bolgesinin Belirlenmesi

Ilag adayr molekiiliin embriyolar iizerindeki etkisine ilave olarak eriskin
kasindaki etkilerinin incelenmesi de amaclanmistir. Bu nedenle, ila¢ adayinin kas
dokusu tizerinde etki gosterecegi beklendiginden uygulama yontemi olarak kas igine
enjeksiyon yapilmasi tercih edilmistir. Zebra balig1 derisi pullu ve sirt kasi nispeten
sert bir bolge oldugundan enjeksiyonun yapilacagi uygun bolge asagida yazildigi

sekilde belirlenmistir.

Eriskin zebra baliginin sirt kas1 dort bolgeye ayrilmistir. Metotta belirtilen
asamalar sirasiyla uygulanmistir. Ilgilenilen gen ifadesinin sirt kasi boyunca aym
olup olmadigin1 belirlemek amaciyla kGZ-PZR c¢alismast yapilmis ve ankrdla
ifadesinde bu dort bolge arasinda 6nemli farkliliklar bulunmadigindan ergonomik
acidan en uygun bolge olan liglincii bolge enjeksiyon bdlgesi olarak belirlenmistir.

Grafiksel gosterimlerde GraphPad Prism 5 kullanilmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Eriskin zebra balig: sirt kasinda ankrdla ifadesi.

4.5. Eriskin Zebra Baliginda Enjeksiyon Stresinin Belirlenmesi

Ilag adayinin etkilerini arastirmak amaciyla segilen ankrdla mekanik strese
duyarl bir gendir. Zebra balig1 sirt kasina kas i¢i enjeksiyon yonteminin bu genin
ifadesinde herhangi bir etkisi olup olmadigim1 arastirmak amaciyla enjeksiyon
yapilan bolgeden alinan kas dokusu metotta belirtilen agsamalar uygulanmis ve kGZ-

PZR caligmasi1 yapilmistir.

KGZ-PZR g¢alismasi sonucu ankrdla ifadesinde gozlenen kat degisimleri
istatiksel olarak karsilagtirllmistir. Erigkin zebra baliginda mikronjeksiyon ignesi ile
kas icine enjeksiyon uygulamasmmin zebra baliklarinda enjeksiyon stresi
olusturmadigi gozlenmistir. Grafiksel gosterimlerde GraphPad Prism 5 kullanilmigtir

(Sekil 4.3.). Mann-Whitney U testi uygulanmistir.
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Sekil 4.3. Eriskin zebra baliginda mikroenjeksiyon ignesi ile kas i¢i enjeksiyon

stresinin belirlenmesi, ankrdla ifadesi.

4.6. Eriskin Zebra Bahklarinda ila¢c Uygulamas

Erigkin balikta mikroenjeksiyon ignesi ile kas ici ila¢g uygulamasinin
yapilacagi bolge saptandiktan sonra bu yontemin strese sebep olmadigi da tespit
edilmistir. XMU-MP-1’in kesfedildigi calismada farelerde periton i¢i uygulama
yapilirken ila¢ adayi, %20 Kolliphor HS 15 iceren %0.1°lik sitrik asit ¢ozeltisinde
¢Oziilmiistiir (14). Belirtilen bu ¢oziicli tez ¢alismasinda da kullanilmis ancak ilag
aday1 molekiiliin ¢6ziilmesine herhangi bir katkis1 olmamis olup uygulama esnasinda

mikroenjeksiyon ignesinin ucunun tikandigr gézlenmistir.

DES mutasyonunun neden oldugu mekanotransdiiksiyon hasarimin
patofizyolojisi heniiz bilinmemektedir. Ancak, desminin lamin B ile birlikte rol
aldig1 yeni bir mekanosensitif yolagin oldugu, bu yolagin Hippo yolag: ile
etkilesimde olabilecegi, YAP’mn hedef genlerinden biri olan ANKRD21’in,
LGMD2R’de kontrole gére hem statik hem mekanik yilikleme durumlarinda 11 kat
arttig1 daha Onceki arastirmalarimiz sonucunda Ongoriildiigiinden desma mutant

kgl55 (-/-) eriskin zebra baliklarinin kaslarina ilag adayr molekiiliin uygulanmasi
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sonrasi ilag adaymin ankrdla ifadesi {izerindeki etkileri arastirilmigtir (13,

yayimlanmamis Veri).

Erigkin zebra baliklarina mikroenjeksiyon ignesi ile ilag adayr molekiil
uygulamasi yapildiktan 3.5 saat sonra deney sonlandirilmistir. kGZ-PZR ¢alismasi
sonucu negatif kontrole kiyasla ¢oziicii kontrolii ve ilag aday1 molekiiliin uygulandigi
erigkin baliklarda ankrdla ifadesinde artis goriilmiistiir (p=0,1). Bu artis, DMSO
kaynaklidir. Coziicii kontrolii ile ilag aday1r molekiiliin uygulandigi eriskin baliklarda
ankrdla ifadesinde farklilik goriillmemistir. (Sekil 4.6) Nadir hastaliklar ile ¢alisirken
fazla sayida hastayr calismaya dahil etmek miimkiin olmadigindan istatiksel
anlamlilik i¢in ortak kabul edilen p< 0,05 yerine esik degeri p=0,1 olarak kabul
edilmistir (91). Grafiksel gosterimlerde GraphPad Prism 5 kullanilmustir (Sekil 4.4.).

Mann-Whitney U testi uygulanmustir.
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Sekil 4.4. Yabanil tip ve mutant eriskinlerde ankrdla ifadesi. Her nokta bir eriskin

zebra baliginin KGZ-PZR sonucu ankrdla ifadesindeki kat degisimini temsil etmekte
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olup her grupta ii¢ eriskin zebra baligi kullanilmigtir. Mann-Whitney U testi

uygulanmistir.
4.7. Zebra Baliginda Toksisite ve Ila¢ Uygulamasi Algoritmasi

Zebra bahg embriyolarinda toksisite ve ila¢c uygulamasa ile ilgili

olusturulan algoritma:

1. llag¢ adayr molekiiliin suda ¢oziiniir olmas1 ya da suda ¢oziiniirliigiinii
arttiran farkli bir ¢oziicliide ¢oziinmesi ilag molekiilii olarak dogru
konsantrasyonda uygulanmasini saglar.

2. Toksisite testi i¢in test edilecek molekiil, embriyolarin bulundugu
embriyo ortamina katilir.

3. Eriskin baliklar ciftlestirilir (Kaliteli ve fazla sayida embriyo verdigi
bilinen, ¢iftlestirmeden Onceki 2 ay boyunca herhangi bir hastalik
sebebiyle ila¢ tedavisi gormemis saglikli eriskinlerin tercih edilmesi
onerilir) ve embriyolar toplanir.

4. Kuyucuklu kaplara negatif kontrol (embriyo soliisyonu), ¢dziicii kontrolii
(ilag adayr molekiiliin ¢6ziiciisii), pozitif kontrol (toksik etkisi bilinen
madde, toksik oldugu i¢in farkli bir kuyucuklu kapta olmasi 6nerilir) ve
en az bes farkli konsantrasyondaki ila¢ aday1 molekiilii dagitilir.

5. Dollenmeden sonraki 5.7-8. saat araliginda (%50 - %75 epiboli, germ
halkasinin goriindiigii evre ve hemen sonrasi) embriyolar dagitilarak
toksisite testi baglatilir. Her kuyucuga bir embriyo olmak {iizere her bir
kontrol grubun ve ila¢ adayr molekiiliin her bir farkli konsantrasyonu igin
kullanilan minimum embriyo sayis1 20 olmalidir.

6. Dollenmeden sonra, her 24 saatte bir normal olmayan morfolojik
goriintiilii embriyolar ve olii-canli embriyo sayisi kontrol edilir. Toksisite
testi minimum 96 saat siirdiiriiliir. 96 saatin sonunda kuyucuklardaki tiim
embriyolarin mikroskop altindaki goriintiileri ¢ekilerek (Ornek EK-7)
Sekil 2.2.b.’de sik rastlanan normal olmayan morfolojik goriintiiler temel
alinarak degerlendirmeler yapilir. (Takiben embriyolarda LC50 (%50’sini
o6ldiiren doz) belirlenir.

7. 1lag adayr molekiiliin hedef geninin/proteininin embriyoda ifade edildigi
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zaman, ilacin uygulanmasinin planlandigt en uygun zamandir. Her
kuyucuga bir embriyo olmak {iizere her kontrol i¢in ve ilag adayi
molekiiliin farkli konsantrasyonlar1 ic¢in kullanilan embriyo sayisi
minimum 20 olmalidir.

8. ilag¢ adayr molekiiliin uygulanacag: embriyolarn saglanmasi icin erigkin
baliklar (bakiniz 2. madde) ciftlestirilir ve embriyolar toplanir.

9. Ilag aday1 molekiil belirlenen LC50 degerinden diisiik konsantrasyonda
olarak embriyo ortamina katilabilir ya da mikroenjeksiyon ile dogrudan
embriyoya uygulanir. Mikroenjeksiyon uygulamasi, uygulanacak ilag
dozunun dogru miktarda uygulanmasini saglar.

10. Kuyucuklu kaplara negatif kontrol, ¢oziicii kontrolii ve ilag adayi
molekiiliin toksisite testiyle toksik olmadigi belirlenen konsantrasyondaki
ilag molekiilii dagitilir.

11. Ilag aday1 molekiiliin uygulandiktan sonra maksimum etki gosterdigi siire
boyunca (ilacin etki ettigi gen/protein iizerindeki degisimlerin farkli
zaman araliklarinda takip edilmesiyle) embriyolar aday molekiile maruz
birakilir.

12. Calismanin  amacina gore ilag adayr molekiilin etkilerinin
degerlendirilecegi bir veya birden fazla yontem (KGZ-PZR, Western-Blot,
in situ hibridizasyon, omik analizleri vb.) kullanilir.

Eriskin zebra baliklarinda toksisite ve ila¢ uygulamasi ile ilgili

olusturulan algoritma:

1. 1Ilag adayr molekiiliin suda ¢oziiniir olmasi ya da suda ¢oziiniirliigiinii
arttiran farkli bir ¢oziliciide c¢oziinmesi ilag molekiilii olarak dogru
konsantrasyonda uygulanmasini saglar.

2. Tlag adayr molekiiliin erigkin baligin su ortamma mu katilacagi yoksa
enjeksiyon ile mi uygulanacagina karar verilir. Su ortamina katilacaksa
hesaplanan ila¢ dozunun balik tarafindan tamaminin alinmama olasilig
g6zoniine alinmalidir.

3. Ilag adayr molekiilin eriskin baliga enjeksiyon ile uygulanmasi
durumunda toksisite testinin de enjeksiyon yontemi ile uygulanmasi

Onerilmektedir.
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Toksisite testi i¢in negatif kontrol, ¢oziicii kontrolii ve ilag aday1
molekiiliin farkl1 konsantrasyon gruplar1 hazirlanir. ilag adayr molekiiliin
etki edecegi yolagi etkileyebilecek dis etkenler de goz Oniine alinarak
ilave kontrol gruplari eklenmelidir. (Ornegin bu ¢alismada Hippo yolagi
mekanik uyaranlara karst hassas bir yolak oldugu i¢in mikroenjeksiyon
ignesi ile enjeksiyon yapilmasinin ila¢ uygulamasindan bagimsiz olarak
kasta olusturabilecegi stres kontrol edilmistir.)

Hazirlanan ilag adayr molekiiliin farkli konsantrasyonlar1 ve kontrol
cozeltileri erigskin baliklara enjeksiyon yapilarak uygulanir. Toksisite
testinin yapilacagi eriskinlerin birbirlerine yakin yaslarda ve boyutlarda
olmalar1 dnerilmektedir.

Eriskin baliklar her 24 saatte bir kontrol edilerek normal olmayan
morfolojideki baliklar ve 6lii-canli balik sayisi tespit edilir. Toksisite testi
minimum 96 saat sirdiriliir. Takiben erigskinlerde LC50 (%50’sini
oldiiren doz) belirlenir.

Ilag aday1 molekiil belirlenen LC50 degerinden diisiik konsantrasyonda
olarak uygulanr.

[lag uygulamasmin yapilacag eriskinlerin birbirlerine yakin yaslarda ve
boyutlarda olmalar1 tercih edilmelidir.

[lag adaymin enjeksiyon ile uygulanmasi durumunda, hedef dokuya baglh
olarak enjeksiyon yontemi belirlenir (kas igi, periton i¢i, retro-orbital vb.).
Kas icine enjeksiyon mikroenjeksiyon ignesi veya hayvan deneylerinde
kullanilan diger enjeksiyon igneleri ile yapilabilir. Eriskin zebra baligina
mikroenjeksiyon ignesi kullanilarak enjeksiyon yapilmast hem maliyet
hem de baligin saglikli yasaminin idamesi agisindan onerilmektedir.
Erigkin baliklar, ilag adayinin maksimum etki gosterdigi siire boyunca
(ilacin etki ettigi gen/protein lizerindeki degisimlerin farkli zaman
araliklarinda takip edilmesiyle) ila¢ uygulamasina maruz birakilir.

[laca maruz birakilan siirenin tamamlanmas: sonrasinda baliklara anestezi
etkisi altina girmelerini takiben dekapitasyon ile 6tenazi uygulanilir ve
deney sonlandirilir.

Calismanin  amacma goére ila¢ adayr molekiilin etkilerinin
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degerlendirilecegi bir veya birden fazla yontem (KGZ-PZR, Western-Blot,

In situ hibridizasyon, omik analizleri vb.) kullanilir.
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5. TARTISMA

Ilag arastirmalarmin amaci, hastaliklar1 tedavi etmek igin etkin ve giivenli
tedavi edici molekiilleri kesfetmektir. /n vitro analizlere kiyasla in vivo hayvan
modellerinde yapilan ilag arastirmalar1 birgok avantaji nedeni ile tercih edilmektedir.
Zebra balig1 preklinik ilag arastirmalarinda diisiik maliyette ancak yeterince giiglii
olmayan veri sunan in vitro analizler ile yliksek maliyette olmakla birlikte gliclii veri
sunan memeli modelleri arasinda koprii olusturan bir modeldir. Zebra baliginin
pestisitler ve agir metaller gibi g¢evre Kkirleticilere, hormonlar, kanser ilaglar1 ve
antibiyotikler gibi tibbi ilaglara maruz kaldiklarinda memelilere ¢ok benzer fizyolojik
yanitlar  olusturduklar1  gosterilmistir.  Zebra baliginda yapilan toksisite
deneylerindeki fizyolojik etkiler, yiiksek omurgalilar1 da temsil eden sonuglar
icermektedir. Bu nedenle, ilag arastirmalarinda zebra baligmin kullanimi, in vitro
sisteme gore insan biyolojisine daha yakin bir durum sunmaktadir (92).

Bu tez ¢aligmasi sonunda zebra balig1 embriyolarinda ve erigkinlerde etkin ve
organizmaya toksik olmayacak ila¢ konsantrasyonunu belirlemek icin
gerceklestirilen toksisite deneyleri ile ilgili deney diizenekleri, embriyolarda ilag
uygulamasinin standart kosullar1 ve gerekli diizenekler; yetigkin zebra baliklarinda
kas icine enjeksiyon yontemi ile ila¢ uygulanmasinin optimizasyonu saglanmistir.
Bu siirecin her asamasinda karsilasilan zorluklar olmakla beraber bulunan alternatif
yontemler ile izlenecek algoritma olusturulmus ve teknik altyapinin optimizasyonunu
saglanmigtir. Tiim agamalarda OECD kilavuzunun tavsiye kararlarina, 4R ve hayvan

etigi kurallarina uygun davranilmistir (87, 88, 93).

Tez galismasinda embriyolarda ilag adayi kiigiik molekiil, embriyolarin i¢inde
bulundugu soliisyona eklenmistir. Genellikle zebra baligi embriyolarinda ilag
arastirmalarinda en sik kullanilan uygulama bu sekildedir. Eriskinlerde ise yine en
stk kullanilan baligin sulu ortamina ilacin verilmesidir. Her iki durumda da ilag
bilesikleri dogrudan baligin su ortamina verildiginden organizma tarafindan
absorblanan bilesik miktar1 bilinmemektedir (94). Bu durumda bilesiklerin ADME
profillerinin saptanmast miimkiin olmaz. Bu nedenle ila¢ adayr molekiiliin
etkinliginin kasta olusmasi beklendiginden dogrudan mikroenjeksiyon ignesi ile

erigskin baligin kas i¢ine enjeksiyon yapilmistir.
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Tez calismasinda karsilagilan en biiyilk zorluklardan biri, kullanilan
molekiiliin yiiksek hidrofobisite gostermesi olmustur. Bu durum ilag aday1
molekiiliin ¢ozlniirligiini etkilediginden uygulanmas1 gereken ilag dozunun
uygulanamamis olmasina neden olmaktadir. Ila¢ adayr molekiil su ortamindan
yeterince alinamazsa, gergekte uygulanmis olan doz daha az olacaktir. Bu durum,
ila¢ adayr molekiiliin etkin olup olmadiginin anlasilmasi siirecini de etkileyecektir.
[lacin uygulanmadig1 embriyolar (bu ¢alismada negatif kontrol ve ¢oziicii kontrolii)
ile uygulandigi embriyolar {izerinde ilacin etki mekanizmasina bagli olarak yapilan
molekiiler degerlendirilmeler ile fark elde edilmesi sonucunda ilacin etkinligi
konusunda bilgi alinabilecektir. Diger durumda ise ilacin etkin olmadigini ifade
etmek dogru olmayacaktir. Tedavi amagli yapilacak preklinik uygulamalarda,
embriyolarda da mikroenjeksiyon ignesi ile ilacin uygulanmasi dogru ilag dozunun
verilmesini sagladigindan tercih edilmesi daha uygun olabilecektir. Kimyasal
cozlinlirliik, stabilite ve uygulanacak ilag dozu 6nemliyse veya protein gibi biiyiik
molekiillii ilaglar kullaniliyorsa, embriyoya uygun kantitatif mikroenjeksiyon
kullanilabilir. Bu yiizden ¢6ziinmeyen bilesikler, makromolekiiller veya proteinler
embriyoda dogrudan besin kesesine, sinlis damarma veya kan dolasimina
enjeksiyonla da verilebilir (94). Ancak, en sik uygulanmasi nedeniyle tez
calismasinda embriyolara ila¢ uygulamasi embriyolarin bulunduklar1 su ortamina

verilerek gerceklestirilmistir.

Ilag adayr olmus bir molekiil toksisite testlerini ge¢mistir. Ancak zebra
baligina ila¢ adayr molekiiliiniin uygulanmasindan once ila¢ adayinin uygulanacak
konsanstrasyonu bilinmiyorsa toksisite deneyleri ile toksik olmayan uygulama
konsanstrasyonu belirlenmelidir. Bu ¢aligmada kullanilan ilag aday1 molekiiliin daha
once zebra baliginda denenmemis olmasi ve bu tezin temel amacinin bir algoritma
olusturmak olmasi sebebiyle toksisite testleri yapilmistir. OECD kilavuzuna gore
toksisite deneyleri minimum 192 embriyo ile gerceklestirilmelidir ve ilag adayi
molekiiliin en az 5 farkli konsantrasyonunun denenmesi tavsiye edilmektedir. Bu tez
calismasinda toksisite testi i¢in toplam 312 embriyo kullanilmigtir ve 10 farkl: ilag
konsantrasyonu denenmigstir. Denenen 10 farkli konsantrasyonda da toksik bir etki
goriilmemistir. Erigkinlerde ise toplam 20 balik kullanilmistir ve ii¢ farkl ilag

konsantrasyonu denenmistir. Denenen {i¢ farkli konsantrasyonda da toksik bir etki
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goriilmemistir.  Toksisite testlerinin yapilmasinin nedeni LC50’nin (%50’sini
oldiiren doz) belirlenmesi i¢indir. LC50 dozu ¢alisilan organizma popiilasyonunun
yarisint Oldiiren dozdur. Belirlenen LC50’den diisiik olan ilag dozu, baliklara
uygulanacak dozdur. Bu g¢alismada oldugu gibi bazi durumlarda LCS50
belirlenemeyebilir. Bu aslinda beklenilen bir durumdur. lag aday1 olarak sunulan bir
molekiiliin ila¢ arastirmalarinin ¢ok erken bir doneminde toksik olup olmadigi
gosterilmelidir. Nitekim bu tez ¢alismasinda kullanilan ilag aday1r molekiil farelerde
tedavi amaciyla uygulanmistir (14). Tez calismasinda embriyolarda su ortamina
uygulanan en yiiksek konsantrasyon 100 mg/L’dir. Eriskinlerde ise viicut agirligina
gore su ortamindaki konsantrasyona esdeger olan 0.05 mg/kg uygulanmis ve bu
konsantrasyonda dahi toksik etki goriilmemistir. Ancak OECD kilavuzunda toksisite
testi i¢in uygulanacak konsantrasyonlarda 100 mg/L st smir olabilecek
konsantrasyon olarak belirtilmistir. Bunun sebebi ise bir molekiiliin yiiksek oranda
toksik olup olmadigimin 10-100 mg/L konsantrasyon araliginda bulunabileceginden
dolayidir. LC50, 100 mg/L’nin ne kadar iizerinde ise molekiiliin toksik 6zelliginin o
kadar az oldugunu gosterir (94). Sonu¢ olarak toksisite deneyinde ila¢ aday1
molekiilin ~ 100mg/L  konsantrasyonunda  uygulanmasina ragmen LC50
saptanamamistir. Bu nedenle embriyolara 100 mg/L, eriskinlere ise 0.05 mg/kg
uygulanacak ila¢ dozu olarak belirlenmistir. Bu uygulanan ilag dozu, Fan ve ark.(14)
caligmasinda farelere uygulanan ila¢g dozunun (1-3mg/kg) baligin viicut agirligina
oranlanarak hesaplanan degeri olan 0.02-0.06 mg/kg’a karsilik gelmekte olup bu
deger erigkin baliklarda uygulanilan 0.05 mg/kg degeri ile aynidir. Aslinda 100 mg/L
uygulandiginda dahi LC50’nin  hesaplanamamis olmasi, daha yiiksek
konsantrasyonlarda uygulansa bile ilacin toksik olmayacagint ve LC50’nin 100
mg/L’den biiyiik oldugunu gdstermektedir. Ilaveten, organizmalar arasi aymi ilag
aday1r molekiiliin bir tlirdeki toksik degerinin bir baska tiirde on kata kadar daha
yiiksek olabilecegi verisi de goz Oniline alindiginda baliklara uygulanan
konsanstrasyonun (embriyolara 100 mg/L, eriskinlere ise 0.05 mg/kg) Tlizerine
cikilabilirdi (94). Ancak OECD kilavuzuna gore 100 mg/L’nin bir smir
konsantrasyon olarak belirtilmis olmasi sebebiyle daha yiiksek konsanstrasyonlar

denenmemistir.



56

llag adayr molekiiller eriskin baliklarin su ortamma verilebilir ya da
enjeksiyon ile uygulanabilir. Eriskin zebra baliklarina kas i¢i enjeksiyon igin
kullanilan literatiirde tavsiye edilen ignelerden biri olan 30G (0,3 mm x13 mm) igne
denenmistir. Ancak, baliklarin akvaryum tanklarinin dibinde uzun siire hareketsiz
kalmalar1 ve yalpalayarak yiizme davranisi gostermeleri nedeniyle 30G igneden
vazgecilerek mikroenjeksiyon ignesi ile enjeksiyon denenmistir. Bu ignenin
kullanimindaki iki zorluktan biri, baligin pullar1 nedeniyle dokuya giriste
zorlanilmas1 olmustur. Erigkin baligin sirt bolgesinde milimetrik hareketler ile saga-
sola gidilerek igne batirilmaya devam edilmistir. Bu sekilde devam eden birkag
deneme sonrast pullarin daha az yogunlukta oldugu bdlge belirlenmistir.
Mikroenjeksiyon ignesinin olduk¢a kolay kirildig1 bu nedenle enjeksiyon isleminde
dikkatli olunmasi1 ancak bu sirada erigkin baliginda anestezide oldugu ve su
ortaminda olmadigi da unutulmadan hizli hareket edilmesi gerektigi anlasilmistir.
Ikinci zorluk ise mikroenjeksiyon ignesinin ¢apmin ¢ok kiiciik olmasindan dolayi
yasanmustir. Ilacin  suda ¢oziinmemesi nedeniyle olusan ilag tortulari
mikroenjeksiyon ignesinin tikanmasina ve ila¢ verilememesine neden olmustur.
Literatiirde ilagc adayr molekiil olarak kullanilan XMU-MP-1’in kesfedildigi
caligmada farelerde periton i¢i uygulama yapilirken ilag adayi, %20 Kolliphor HS 15
igeren %0.1°lik sitrik asit ¢ozeltisinde ¢ozilmiistiir (14). Belirtilen bu ¢oziicii tez
calismasinda da kullanilmis ancak ilag adayr molekiiliin ¢6ziilmesine herhangi bir
katkis1 olmamistir. Bu nedenle ilag aday1 molekiil ana stok soliisyondan (yaklasik
%99.9 saflikta DMSO igerisinde) alinarak dogrudan enjeksiyon yapilmistir. Bu
sartlarda yapilan zebra balig1 eriskin toksisite testiyle 96 saat boyunca baliklarin
yasamlarini siirdiirdiikleri gozlenmistir. 96 saat sonunda bu baliklar dldiiriildiigiinden
DMSO’nun ilerleyen zamanlarda balia herhangi bir toksik etkisi olup olmadig:
gozlenememistir. Buna ilave olarak (%20 Kolliphor HS 15 igeren %0.1 lik sitrik asit
¢ozeltisi embriyolara farkli konsantrasyonlarda verilerek toksik etkisine bakilmistir.
Kolliphor HS 15 yabanil tip embriyolarda toksik etki gostermistir. Toksik etki ancak
%0.1’lik sitrik asit ¢ozeltisine %0.002 Kolliphor HS 15 konularak hazirlanan sulu
¢ozeltide goriilmemistir (EK-8’de detayli olarak sunulmustur). Ancak ilag adayi

molekiil yine tamamen ¢oziilmediginden bu ¢ozelti ile calisiimamustir.
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Bu tez c¢alismasinda ¢oziicii kontrol olarak kullanilan DMSO amfipatik
ozellikli kompleks bir ¢oziicli olup fizyolojik sistemlerde bircok etkisi mevcuttur.
Farkli DMSO konsantrasyonlarinin (%0.5, %1 ve %2) farenin embriyonik
gelisiminde etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, %0.5 DMSO blastosit evresine
kadar onemli bir etki gostermemistir. %1 DMSO embriyonik gelisimde morula
asamasinda %31, erken blastosit evresinde %59 oraninda gelisimi engellemistir. %2
DMSO ise, 2-hiicreli embriyonik asamadan itibaren gelisimi 6nemli derecede
engellemistir.  Buna bagli olarak, morula evresi ve blastositler olusmamustir.
DMSO'nun zigotlarda oksidatif stres tizerindeki etkisini ayn1 dozlarda arastirmak igin
zigotlar 30 dk DMSQ'ya maruz birakilmistir. Hiicre i¢inde doza bagli ROS artis1 2
saate kadar siirmiistiir. Ozellikle, %2 DMSO uygulanan grupta birkag embriyoda
anormal sekilde kiimelenmis ROS birikimleri goriilmiistiir. Aym1 zamanda pro-
oksidant genlerin (Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Duoxl, Duox2, Ncfl, Ncf4) mRNA
seviyeleri artmistir. Baz1 anti-oksidant genlerin (Gsr, Gpx3, Sod2) mRNA seviyeleri
artis goOstermistir (96). Tez calismasinda embriyo toksisite deneylerinde %1°lik
DMSO kullanilmis ve toksik etki goriilmemistir. DMSO’nun hiicresel siireclerdeki
degisiklikleri indiikleme yetenegi olup miimkiinse kullanimindan kagimmak gerektigi
ile ilgili veriler literatiirde mevcuttur (96). Ozellikle aday ilag molekiillerinin
dogrudan baliga enjeksiyon yapilmast gereken durumlarda suda c¢Oziinebilir
formiilasyonlarda olmas1 tercih edilmelidir. Nitekim tez ¢alismasinda eriskinlerde
mikroenjeksiyon ignesi kullanilarak yapilan uygulamada ilag adayi molekiiliin %99.9
DMSO igerisinde ¢6ziinmiis olmasi, erigkin zebra baliklarinda ankrdla ifadesinde

DMSO kaynakl1 artisa sebep olmustur (Bulgular Sekil 4.6.)

Tez ¢aligmasinda ila¢ adayr molekiil hem yabanil tip hem de mutant zebra
baliklarina uygulanmistir. Uygulama iki nedenden dolay1 bu sekilde yapilmistir: 1)
desma mutant kg 155 (-/-) baliklarin sayica az olmasi. Mikroenjeksiyon ignesi ile kas
ici ila¢ uygulama tecriibesinin kazanilmasi i¢in yabanil tip zebra baliklar
kullanilmistir. 2) Ilag aday1 molekiiliin beklenen hedefi disinda baska bir hedefinin
olup olmadigimin mutlaka go6zoniine alinmasi gerektiginin varsayimsal olarak
gosterilmesi. Bunun gerekliligi asagidaki sekilde aciklanabilir. Ornegin ila¢ aday:
molekiiliin hedefi protein A'nin inhibisyonu olsun. Protein A i¢in mutant olan bir

zebra baliginin gosterdigi fenotip ile yabanil tip zebra baligina ilag adayr molekiil
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uygulandiginda goriilen fenotip ayni olmalidir. Ciinkii ila¢ adayr molekiil yabanil
balikta protein A’y1 inhibe edecektir. Yabanil tip zebra baligina ilag adayr molekiil
uygulandiginda mutant organizmada gozlenen fenotipten farkli olarak gozlenen etki,
ilag aday1 molekiiliin ilave hedefi olabilecegini gostermektedir. Klonlanmis zebra
baligi mutantlarinin veya morfolino knockdown hayvanlarin fenotip 6zelliklerinin
detayli olarak katologlanmas: ikincil ilag etkilerinin tanimlanmasina yardim edebilir
(www.zebrafish.org ve www.zfin.org). Bu durumda, in vitro ila¢ taramalarinin zayif
hedef oOzgilliigiinin ve diisiik biyoyararlaniminin ve toksisitesinin bulunmasi
yaninda zebra baligi embriyolarinin, ilag adayr molekiilin hedef dist etkilerinin
saptanmasinda kullanilabilecek olmasi ve zebra baliginin birgok hedefi olan bir
bilesikten tek bir hedefi olan tiirevlerin gelistirilmesine de katki saglamasi ilag

arastirmalarinda zebra baliginin tercih edilmesinin nedenlerindendir (37).

Embriyolarda yapilan toksisite deneylerinde negatif kontrol i¢in 21 embriyo,
kuyucuklu kaplarin kendi i¢inde olasi kontaminasyonunu kontrol etmek icin 39
embriyo, ¢6ziicli kontrolii icin 21 embriyo, pozitif kontrol i¢in 21 embriyo ve ilag
aday molekiiliiniin farkli konsantrasyonlari i¢in 210 embriyo olmak {izere 312
embriyo kullamlmstir. flag molekiiliiniin uygulanmasinda ise yabanil tip ve desma
mutant kg155 (-/-) embriyolarda negatif kontrol i¢in 60 embriyo, ¢6ziicli kontrol igin
60 embriyo ve ilag adayr molekiil i¢in 60 embriyo olmak iizere 360 embriyo (180
yabanil tip + 180 desma mutant) kullanilmistir. RNA izolasyonu i¢in minimum 20
embriyo gerekli oldugundan, 20 embriyo birlestirilerek bir havuz olusturulmus ve bir
biyolojik tekrar olarak sayilmustir. Istatiksel analizler sonucunda negatif kontrol,
¢oziicli kontrolii ve ilag adayr molekiiliin uygulandigi embriyo gruplari arasinda

ankrdla ifadesinde farklilik goriillmemistir (p< 0.05).

Yabanil tip eriskinlerde negatif kontrol i¢in ii¢, ¢oziicii kontrolii i¢in ii¢ ve
ila¢ adayr molekiiliin uygulanmasi i¢in ii¢ olmak iizere toplam dokuz erigkinin kas
icine enjeksiyonu yapilmistir. Ayrica, kas ici enjeksiyon el becerisinin kazanilmasi
icin toplam alt1 yabanil tip erigkin balik kullanilmis olup bu baliklarin verileri
bulgulara dahil edilmemistir. Desma mutant kg155 (-/-) eriskinlerde negatif kontrol
i¢in ¢, ¢oziicii kontrolii i¢in ii¢ ve ilag aday1 molekiiliin uygulanmasi icin ii¢ olmak

tizere toplam dokuz erigkinin kas igine enjeksiyon yapilmistir. Bu ¢alismada, hem
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yabanil tip hem de desma mutant kgl55 (-/-) eriskin baliklarda negatif kontrole
kiyasla ¢oziicli kontroliin ve ilag adayr molekiiliin uygulandigi eriskin baliklarda
ankrdla ifadesinde artis gorilmistir (p=0,1). Coziicii kontrolii ile ila¢ aday1
molekiiliin uygulandigi eriskin baliklarda ankrdla ifadesinde farklilik goriilmemistir.
Bu yiizden goriilen artisin sebebi DMSO kaynaklidir. ankrdla ifade artisinin p=0,1
degerinde degerlendirilmesinin sebebi tez ¢aligmasinda, mevcut desma mutant kg155
(-/-) balik sayisinin ¢ok az olmasi nedeniyle kontrollerde dahil olmak tizere toplam 9
mutant balik kullanilmasindan dolayidir (Bulgular Sekil 4.6.). 2007°de yayinlanan
CHMP (Commitee For Medicinal Products for Human Use)’un *’Kiiciik
Popiilasyonlarda Klinik Denemeler Rehberi’’nde kisitli hasta sayisi ile yapilan
calismalarda sayica fazla hastayr calismaya dahil etmenin miimkiin olmadig:
tartistlmistir. Yeteri kadar bliylik bir popiilasyon ile c¢alisildiginda giiven araligi
daralir ve istatiksel olarak anlamlilik seviyesi de artar. Ancak nadir hastaliklarda
istatiksel anlamlilik i¢in ortak kabul edilen p< 0,05 esik degerinin uygulanmasinin
uygun olmadig1 ve nadir hastaliklarla ilgili yapilan ¢aligmalarda neredeyse biitiin
vakalarda gozle goriilen anlamliligin p degerinden daha bilgilendirici oldugu

sonucuna varilmis ve istatiksel anlamlilik esik degeri olarak p=0,1 belirlenmistir
(912).

Tez c¢alismasinda kullanilan ilag adayr molekiili MST1/2 kinaz inhibitoriidiir.
MST1/2 kinaz inhibisyonu ile Hippo yolagi baskilanir, fosforillenmemis YAP
cekirdege gecer. YAP ¢ekirdekte yerlestiginde YAP ile iligkili mekanosensitif genler
aktiflesir. Mekanosensitif genlerden biri olan ankrdla nin iskelet kasi ile iliskisi ve
YAP ile dogrudan iliskili oldugu literatiirde gosterilmistir (83). YAP,
mekanotransdiiksiyonun diizenlenmesinde temel rol oynamaktadir. Dolayisiyla YAP
aktiflestiginde desma mutant kgl155 (-/-) baliklarda mekanotrandiiksiyon hasarinin
azalmasi1 Ongoriilmektedir. Bu yilizden YAP yerlesimini tespit edebilmek ilacin
etkinliginin degerlendirilmesinde ¢cok 6nemli diger bir veri saglayacaktir. Bu nedenle
YAP ve p-YAP antikorlar1 ile immiinfloresan boyama yapilmis ve Western Blot
deneyleri gerceklestirilmistir. Ancak ticari olarak bulunan higbir antikor zebra balig
kas dokusunda ¢alismamistir. Immiinfloresan boyamalar ve Western Blot ¢alismalar
yapilamadigi icin ilag aday1r molekiiliin uygulanmasindan 6nce ve sonrasindaki YAP

ve p-YAP lokalizasyonlar1 ve miktarlar1 bilinmemektedir. Dolayisiyla ankrdla
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ifadesinde herhangi bir artis veya azalig goriilmemesi, ilag aday1 molekiilin MST1/2
kinazin inhibisyonuna sebep olmamast ve buna bagli olarak da YAP’in

aktivasyonunun gerceklesmemesi Sebebiyle olabilir.

Bu tezin amaci zebra baligi embriyolarina ve eriskinlerine ila¢ uygulamasi
yapilabilmesi i¢in gereken algoritmanin olusturulmasi ve teknik altyapinin
standardizasyonunun saglanmasidir. Bu siirecte ilag uygulamasinin yapilacagi
herhangi bir yabanil veya mutant balik susu kullanmak yerine TUBITAK 2145174
no’lu proje kapsaminda olusturulmus olan desma mutant kg155 (-/-) zebra baliklar
kullanilmistir. Bu baliklardaki olast mutant fenotipin mekanotransdiiksiyon hasari
oldugu ongoriisiiyle ila¢ aday1 kiiciik molekiil olarak mutant baliktaki patogenezin
geri dondiiriilmesi ile iligkili olabilecegi 6ngoriilen Hippo yolagimi baskilayan
MST1/2 kinaz inhibitorii olan XMU-MP-1 kullanilmistir. Bu molekiiliin mutant
balik {izerindeki etkisinin biyolojik sonucunu gozlemek i¢in mekanosensitif bir gen
olan ve ilag adayinin mekanotransdiiksiyon hasarint diizeltmesi durumunda
ifadesinin artacagi ongoriisiiyle ankrdla geni segilmistir. Mutant zebra baligi
modeli, ilag adayr molekiill ve bu molekiiliin etkisinin biyolojik sonucu olarak
ifadesinin artacagi ongoriilen gen, kuramsal temelli en olasi hipotez iizerinden tez
caligmasinin yiriitilmesi i¢in secilmislerdir. Bu nedenle tez ¢aligmasi sonunda
hastalik, ilag adayr molekiil ve bu molekiiliin organizma iizerindeki etkilerinin
biyolojik sonuglar1 arasindaki iliski kapsamli olarak arastirlmamistir. Ancak bu
konuda yapilmak istenen arastirma konular1 detayli olarak Oneriler kisminda

sunulmustur.

Zebra baligi, gerek test edilen ilag adayr molekiiliin diisiik miktarlarda
kullanilmasma, deney siiresinin kisalmasina ve gerekse geleneksel hayvan
modellerindeki ila¢ arastirmalarina gore daha basit bir ilag arastirma ve gelistirme
stireci sunmaktadir (22). Ayrica, hastalik modellerinde, genis biyoaktif madde
kiitiiphanelerinin hizlica taranarak ilag¢ kesfini saglamasi ve yiiksek 6zgiilliikk ve ¢ok
diisiik hedef dis1 etkisi olan ilag adaylarinin tamimlanmasina da katkida

bulunmaktadir.

Nadir hastaliklarin patogenezinin arastirilmasi i¢cin CRISPR-Cas9 genom

diizenleme araci ile laboratuvarimizda zebra baligi hastalik  modelleri
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olusturulmaktadir. Bu modellerde ilag aday1 olabilecek kiigiik molekiillerin
taranabilmesi amaciyla gereken algoritmanin olusturulmasi ve ilag teknik
altyapisinin kurulmasi igin gergeklestirilen bu tez ¢alismasi, gerek embriyolarda
gerekse erigkin zebra baliklarinda, toksisite ve ilag uygulamasi i¢in ¢ok detayli olarak
sundugu ilag algoritmasi ve tamamlanmis teknik altyapisi ile kiiciik dlgekli ilag
aragtirmalar yapilabilmesini miimkiin kilmasinin yaninda diisiik maliyetli ve yiiksek

Olcekli ilag taramalarina gecilebilmesi i¢in de saglam bir zemin olusturmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinin amaci embriyo ve erigkin zebra baliklarina ila¢ adayi
molekiiliin uygulanmasi i¢in gereken algoritmanin olusturulmasi ve iliskili teknik
altyapmin  optimizasyonudur. TUBITAK 2145274 no’lu proje kapsaminda
olusturulan desma mutant kgl55 (-/-) zebra baliklar1 ilag uygulamasi igin
kullanilmistir. Desma mutant kgl55 (-/-) zebra baliklarinda mutant fenotip olarak
olustugu Ongoriilen mekanotransdiiksiyon hasarini YAP proteininin ¢ekirdege
gecmesiyle mekanosensitif  genlerin  ifadesini  artirarak  diizenleyebilecegi
yaklagimiyla bir ilag aday1 kiigiik molekiilii olan XMU-MP-1 secilmistir. Bu ilag
MST1/2 kinaz inhibitérii olup Hippo yolagini baskilamaktadir. XMU-MP-1
uygulanmasi sonrasinda ifade artisinin beklendigi mekanosensitif gen olarak ankrdla

secilmistir.
6.1. Sonuclar

1. Yabanil tip embriyolarda yapilan toksisite deneyi ile en yiiksek 100 mg/L,
en diisik 2.59 mg/L konsanstrasyon olmak iizere 10 farkli ilag
konsantrasyonu denenmis olup ilacin embriyolar iizerinde herhangi bir
toksik etkisi goriilmemistir. Ilave olarak c¢ziiciiniin toksik etkisinin
kontrol edildigi embriyo oOrneklerinde de %1 DMSO’dan kaynakh
herhangi bir toksik etki gozlenmemistir.

2. Erigkin zebra balig1 toksisite deneylerinde kullanilan 0.05 mg/kg, 0.025
mg/kg ve 0,0125 mg/kg ilag konsantrasyonlarinda baliklarda herhangi bir
toksik etki goriilmemistir. Ancak, ilacin mikroenjeksiyon ignesi ile
uygulanabilmesi i¢in %99.9 saflikta DMSO kullanilmistir. 4 giin boyunca
baliklar izlenmis ve saglikli olduklar1 gdzlenmistir. 4. giinliin sonunda
baliklara Otanazi uygulandigi i¢in siireg daha uzun siireli takip
edilememistir.

3. Embriyolarda XMU-MP-1’in toksik olmayan en yiiksek degeri olan 100
mg/L, eriskinlerde ise 0.05 mg/kg, ila¢ uygulama dozu olarak segilmistir.

4. Eriskin zebra baligma mikroenjeksiyon ignesi kullanilarak enjeksiyon
yapilmasmin hem maliyet hem de baligin saglikli yasam idamesi

acisindan elverigli bir yontem oldugu gosterilmistir. Erigkin baliklarda,
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mikroenjeksiyon ignesi ile ilag aday1 molekiiliin kas i¢ine enjeksiyonunun
yapilabilmesi ile iliskili diizenek olusturulmustur. Mikroenjeksiyon ignesi
ile kas icine enjeksiyon yapildigindan, enjeksiyonun tek basina balik
tizerinde stres olusturmadigi gosterilmistir.

5. ilag uygulamasi sonrasinda, yabaml tip ve desma mutant kgl55 (-/-)
embriyolarda ankrdla ifadesinde herhangi bir farklilik gozlenmezken,
hem yabanil tip hem de desma mutant kgl55 (-/-) eriskin baliklarda
%99.9 saflikta DMSO kullanilmasina bagli olarak ankrdla ifadesinde
artis gorilmiustiir (p=0,1).

6. Embriyolarda ve eriskin zebra baliklarinda ila¢ uygulamasi ile ilgili
algoritma (Sekil 4.7.a-b) olusturulmustur

7. Toksisite ve ilag uygulamasi ile iliskili teknik altyapinin optimizasyonu

saglanmistir.
6.2. Oneriler

Tez galismasi kapsaminda zebra baliklarinda ilag uygulama algoritmast
olusturulmus ve gereken teknik altyapr kurulmustur. Oneriler, bu nedenle ilag aday1
olan XMU-MP-1 kiigiik molekiiliiniin etkinliginin arastirilmasi iizerine
yogunlasmuistir.

1. Tlag adayr molekiiliin suda ¢dziiniirliigiiniin az olmas1 sebebiyle embriyo
deneylerinde uygulanmak istenen dozdan daha az miktarda ila¢ adayi
molekiiliin embriyo tarafindan alinmis olma olasilig1 yiiksektir. Ayrica
erigkin baliga ila¢ uygulamalarinda ilacin suda ¢oziinmemesi nedeniyle
olusan 1ila¢ tortular1 ilacin mikroenjeksiyon ignesinden geg¢mesini
engellemistir. Erigkinlerde %99.9 saflikta DMSO kullanildiginda ise
izlenen siirecte bir toksisite goriilmemis olmasma ragmen ankrdla
ifadesini DMSO’nun arttirdig1 goézlenmistir. Bundan dolayi, ilag adayi
molekiilin  suda ¢Ozlniirliigiini  arttiran, toksik olmayan ve
mikroenjeksiyon ignesinden gecebilecek bir ¢oziicli soliisyonun
varliginda desma mutant kg155 (-/-) zebra balig1 embriyolarina ve erigkin
baliklarin kas1 i¢ine ila¢ aday molekiiliin uygulanmasi,

2. Aday kii¢iik molekiiliin kesfedildigi calismada (14) ilacin etkisinin 1.5 ile
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6 saat arasinda siirdiigii bildirilmistir. Bu kii¢lik molekiil daha 6nce zebra
baliginda hi¢ denenmedigi i¢cin matematiksel olarak ortalama deger olan
3.5 saatte karar kilinarak embriyo soliisyonu i¢inde embriyolar 3.5 saat
boyunca ilaca maruz birakilmistir. Daha yiiksek zaman dilimlerinde ilag
adayma maruz birakilarak ankrdla ifadesine tekrar bakilmasi ve eger bir
farklilik gozlenirse erigkin baliklar i¢in de ilag adayi molekiile maruz
birakilma siiresinin farkli araliklarla denenmesi. ilag adayr molekiiliin
uygulama dozu embriyolarda 100 mg/L, eriskinlerde ise 0.05 mg/kg’dir.
OECD kilavuzuna istinaden bu konsanstrasyonlar arttirilmamistir ancak
denenen en yiiksek konsanstrasyonda toksik etkinin goriillmemis olmasi
sebebiyle bu konsantrasyonlar arttirilarak LC50 degerinin hesaplanmasi
ve embriyo ve eriskinlerde ilag aday1r molekiiliin mikroenjeksiyon ignesi
kullanilarak uygulandig1 deneylerin tekrarlanmasi,

3. llag adayr molekiiliin Hippo yolagi’nda MST1/2 kinazin segici bir
inhibitoérii olmast sebebiyle ilacin uygulanmasi1 sonrasinda Hippo
yolagmin inhibisyonunu takiben YAP’in gekirdege tasinmasinin zebra
balig1 kas dokusunda yapilan imminfloresan boyamalar ve Western Blot
analizleri ile gosterilmesi planlanmis ve bu tez kapsaminda denenmistir.
Ancak, antikorlar zebra balig1 dokusunda ¢alismamistir. Zebra baliginda

yeni antikorlarin kesfedilmesiyle bu ¢alismalarin denenmesi,

Ayrica; karaciger rejenerasyonunda etkinligi gosterilmis olan XMU-MP-1
molekiiliiniin, kas rejenerasyonundaki roliinin  YAP proteini iizerinden
aydinlatilmas1 amaciyla in vitro calismalarimiz devam etmektedir. Bu ¢alismalar
kapsaminda ticari olarak edinilen Oliimsiizlestirilmis miyoblast hiicreleri
kullanilmaktadir. Elde ettigimiz 6n verilerimiz, XMU-MP-1 molekiiliiniin miyoblast
hiicrelerinin rejenerasyonu lizerinde etkili olabilecegi yoniindedir (yayimnlanmamis

veri). Bu amagla ¢alismalarimiz devam etmektedir.
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EK-2. Toksisite testi 6ncesi ve sonrasi erigkin baliklarin bulunduklart su ortaminda

toplam sertlik su oksijen seviyesi Olglimleri. ( Hava: test 6ncesi %70.2 test sonrasi

%48.6)
Toksisite testi dncesi Toksisite testi sonrasi (96.saatte)
Su oksijen Sudaki toplam Su oksijen Sudaki toplam
seviyesi sertlik (dGH) seviyesi sertlik (dGH)
100 mg/L %52 3° %44.1 3°
50 mg/L %52 3° %44.9 3°
25 mg/L %52 3° %38.0 3°
Coziicti kontrolii %52 3° %44.3 3°




EK-3. RNA konsantrasyon ve saflik degerleri

73

Yabanil Tip embriyon 1 330,25 1,9 1,7
Yabanil Tip embriyo n 2 630,3 2,32 1,73
Yabanil Tip embriyon 3 366,7 1,97 1,35
Yabanil Tip embriyo s 1 335,8 1,97 1,35
Yabanil Tip embriyo s 2 264.9 1,9 1,25
Yabanil Tip embriyo s 3 356,0 19 1,73
Yabanil Tip embriyo i | 200,5 1,8 1,23
Yabanil Tip embriyo i 2 279,6 19 1,30
Yabanil Tip embriyo i 3 2354 19 1,60
Kg155 (-/- ) embriyon 1 160,6 1,7 1,38
Kg155 (-/-) embriyon 2 344,3 1,8 1,73
Kg155 (-/- ) embriyon 3 223,7 1,7 1,61
Kg155 (-/- ) embriyo s 1 420,2 15 1,46
Kg155 (-/- ) embriyo s 1 317,9 1,93 0,76
Kg155 (-/- ) embriyo s 2 355,2 1,81 1,10
Kg155 (-/-) embriyo i 1 368,3 1,80 1,07
Kg155 (-/- ) embriyo i 2 237,5 1,36 1,46
Kg155 (-/- ) embriyo i 3 201,1 1,69 1,49
Yabanil Tip erigkinn 1 159,1 1,92 1,52
Yabanil Tip erigkin n 2 261,2 1,92 1,48
Yabanil Tip erigskin n 3 172,2 1,80 1,85
Yabanil Tip erigkin s 1 186,5 1,70 1,59
Yabanil Tip erigkin s 2 157.,8 1,83 1,40
Yabanil Tip erigkin s 3 2715 1,79 1,01
Yabanil Tip erigkini 1 231,2 1,93 1,79
Yabanil Tip eriskini 2 135,0 1,94 1,83
Yabanil Tip erigkin i 3 283,0 1,87 1,72
Kg155 (-/- ) eriskinn 1 255,7 1,89 1,74
Kg155 (-/- ) eriskin n 2 190,7 1,89 1,74
Kg155 (-/- ) eriskinn 3 127,7 1,88 1,24
Kg155 (-/- ) eriskin s 1 153,0 1,83 0,98
Kg155 (-/-) erigkin s 2 154,0 1,91 1,14
Kg155 (-/- ) eriskin s 3 186,4 1,77 1,47
Kg155 (-/- ) erigkini 1 299,6 1,87 1,44
Kg155 (-/-) erigkin i 2 185,5 1,52 0,83
Kg155 (-/- ) eriskin i 3 152,1 1,88 1,47




EK-4. Yabanil tip ve mutant embriyolarda ankrdla ifadesinin actb ile
oranlanarak elde edilen kat degisimleri.
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Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Mutant Mutant Mutant

negatif ¢oziici ilag negatif ¢ozilicii ilag

kontrol kontrolii uygulamasi kontrol kontrolii uygulamasi

1,01 2,86 4,13 1,02 1,46 0,99

7,82 2,30 1,88 0,63 1,08 1,10

161 2,70 1,79 1,27 1,27 1,04
EK-5. Yabanil tip ve mutant embriyolarda ankrdla ifadesinin actb ile

oranlanarak elde edilen kat degigimleri.

Yabanil tip Yabanil tip Yabanil tip Mutant Mutant Mutant

negatif ¢oziicii ilag negatif ¢oziici ilag

kontrol kontrolii uygulamasi kontrol kontrolii uygulamasi

1,01 58,94 64,57 1,02 5,72 20,08

1,00 65,95 51,21 1,01 27,76 57,67

1,26 98,30 31,45 1,10 37,54 62,24
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EK-6. Yabanil tip ve mutant embriyolarda (A-B) /erigskinlerde (C-D) actb (A-
C) ve ankrdla (B-D) KGZ-PZR ¢aligsmalari.
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EK-7. Toksisite testinin sonrasinda morfolojik degerlendirme, 96 saatin

sonunda normal morfoloji gosteren embriyoya ait mikroskop goriintiisii

A




EK-8. Sitrik asit- Kolliphor HS 15 igeren ¢dziicli optimizasyon c¢aligmalari

77

%16 %12 Kolliphor | %8 Kolliphor | %4 Kolliphor | %1 Kolliphor
Kolliphor HS 15 iceren | HS 15 iceren | HS 15 | HS 15
HS 15 | %0.1 sitrik | %0.1 sitrik | iceren %0.1 | iceren 9%0.1
iceren asit sulu | asit sulu | sitrik asit | sitrik asit
%0.1 sitrik | ¢ozeltisi cozeltisi sulu sulu
asit  sulu | (embriyo (embriyo cozeltisi cOzeltisi
cozeltisi mediumu mediumu (embriyo (embriyo
(embriyo icerisinde) icerisinde) mediumu mediumu
mediumu icerisinde) icerisinde)
icerisinde)
24 saat sonra
zebrabal@ embriyolari | Oli Oli Oli Oli Oli
canlihk durumu
%2 Kolliphor | %16 %2 Kolliphor | %16 %2 %16 Kolliphor
HS 15 iceren | Kolliphor HS 15 iceren | Kolliphor Kolliphor HS 15 iceren 1
50 mg sitrik | HS 15 | 10 mg sitrik | HS 15 | HS 15 | mg sitrik asit
asit sulu | iceren 50 | asit sulu | iceren 10 | iceren 1 mg | sulu  ¢Ozeltisi
cOzeltisi mg sitrik | ¢ozeltisi mg sitrik | sitrik  asit | (Embriyo
(Embriyo asit sulu | (Embriyo asit sulu | sulu medium
medium cozeltisi medium cozeltisi cozeltisi icerisinde)
icerisinde) (Embriyo icerisinde) (Embriyo (Embriyo
medium medium medium
icerisinde) icerisinde) icerisinde)
24  saat
sonra
zebraball | Oli o]l Oli Oli Ol Ol
o]
embriyola
ri canhhk
durumu

Deneme 1: %1, %0.5, %0.2 ve %0.1 Kolliphor HS 15 igeren embriyo medium ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Es zamanlh olarak, %1, %0.5, %0.2 ve %0.1 Kolliphor HS 15 igeren 1 mg
sitrik asit ¢ozeltileri (embriyo mediumu icerisinde) de denenmistir. 24 saat sonrasinda,

negatif kontrol

embriyolar

harig,

kuyucuklardaki embriyolar dlmugtar.

yukarda bahsedilen

tim c¢ozeltilerin - uygulandigi

Deneme 2: %0.05, %0.02, %0.01, %0.002 ve %0.001 Kolliphor HS 15 igeren embriyo
medium ¢dzeltileri hazirlanmistir. %0.002 ve %0.001 Kolliphor HS 15 iceren embriyo
medium ¢dzeltisinin embriyolar i¢in toksik olmadigina karar verilmistir.

Son olarak, %0.002 Kolliphor HS 15 iceren embriyo mediumu igerisinde 1 mg sitrik asit
cozeltisi de embriyolarda denenerek toksik olmadigi belirlenmistir. Kullanilacak solvent
%0.002 Kolliphor HS 15 iceren 1 mg sitrik asit (embriyo mediumu icerisinde) sulu ¢dzeltisidir.
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