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OZET

Hazir, C., Spinal Miiskiiler Atrofi’li Drosophila melanogaster Modelinde Rpd3
Proteini ve Histon Asetilasyon Diizeylerinin Arastirilmasi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2021. DNA-histon iliskisinin gevsemesine ve transkripsiyonun
aktivasyonuna neden olabilen histon asetilasyonu, histon proteinlerinin amino ucu
kuyruk bolgelerindeki lizin amino asitlerine asetil grubu ekleyen histon asetil
transferaz (HAT) enzimleri ve bu enzime tersinir olarak calisan histon deasetilaz
enzimleri (HDAC) arasindaki denge sayesinde kontrol edilmektedir. Bu dengenin
bozulmasi nérodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisi ile iliskilendirilmis ve HDAC
enzimlerini inhibe edebilen bilesikler gelistirilmistir. Anabilim Dali’mizda yiiriitiilen
bazi caligmalarda da HDAC inhibitorleri sentezlenmis, in vitro ortamda HDACI1
spesifik inhibisyon aktivitelerinin oldugu saptanmis ve bu etkinin in vivo ortamda
arastirilmasina ihtiya¢c duyulmustur. Bu tez calismasi kapsaminda, HDAC inhibitor
aktivitesi oldugu bilinen fenilbiitirik asit kullanilarak SMA'li Drosophila
melanogaster modelinde HDAC inhibitor arastirmalarinda kullanilabilecek uygun
evre ve kosullarin belirlenmesi ve daha oOnce sentezlenmis olan HDAC
inhibitorlerinin etkilerinin in vivo ortamda arastirilabilmesine uygun altyapinin
olusturulmas1 amaclanmistir. HDAC1 enziminin Drosophila ortologu olan Rpd3
proteinin ifade diizeyi yabanil tip ve SMA'l1 sineklerin larva ve ergin donemlerinde
arastirllmig, ergin donemde daha yiiksek ifade edildigi goriilmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gosterilmistir. Bundan sonraki
caligmalara Rpd3 proteinin daha fazla ifade edildigi ergin donem ile devam
edilmistir. Pupadan ¢iktiklar1 giin toplanan ergin sineklere 5 giin siireyle 5 mM ve 10
mM fenilbiitirik asit uygulanmis, yapilan Western blot analizlerinde H3KI18
asetilasyon diizeyinde degisiklik gozlenmezken H3K27 asetilasyon diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli artis saptanmistir. 5 mM ve 10 mM fenilbiitirik asit 10
giin siireyle uygulandiginda ise H3K27 ve H3KI18 asetilasyon diizeyleri
degismemistir. Bu tez c¢alismasi ile fenilbiitirik asit'in SMA'li Drosophila
melanogaster'deki H3K27 asetilasyonunu anlamli olarak artirdig1 ilk kez gosterilmis
ve bundan sonra yapilacak olan HDAC inhibitor aktivitesi tarama g¢alismalarinda
takip edilebilecek kriterler belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: D.melanogaster, histon, asetilasyon, fenilbiitirik asit

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje numarasi: TYL-2020-18470).
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ABSTRACT

Hazir, C., Investigation of Rpd3 Protein and Histone Acetylation Levels in
Drosophila melanogaster Model of Spinal Muscular Atrophy. Hacettepe
University Graduate School Health Sciences, M. Sc. Thesis in Medical Biology,
Ankara, 2021. Histone acetylation causes relaxation of the DNA-histone interactions
and transcriptional activation. It is controlled by the balance between histone acetyl
transferase (HAT) enzymes which add acetyl groups to lysine amino acids on the N-
terminal tail regions of histone proteins, and histone deacetylase enzymes (HDAC)
that work reversibly to it. Disruption of this balance has been associated with the
pathophysiology of neurodegenerative diseases and compounds that inhibit HDAC
enzymes have been developed. In our previous studies, several HDAC inhibitors
were synthesized and their HDACI specific inhibition activities were determined in
vitro, however, in vivo effects of these compounds were needed to be investigated.
This study aims to determine the appropriate stages and treatment conditions which
can be used in HDAC inhibitor research in the Drosophila melanogaster model of
SMA. In our study, the infrastructure to investigate in vivo effects of previously
synthesized HDAC inhibitors were developed by using phenylbutyric acid as an
HDAC inhibitor. The expression level of Rpd3 protein, -the Drosophila ortholog of
human HDACI1- was investigated at larval and adult stages of wild type and SMA
flies. Rpd3 protein level was found to be higher in adult stage than larval, however,
the difference was not statistically significant, therefore, further studies were carried
out with the adult stage. Flies were treated with 5 mM and 10 mM phenylbutyric acid
for 5 days and then H3K27 and H3K 18 acetylation levels analyzed by Western blot.
Our results showed a significant increase in H3K27, but not H3K18 acetylation
levels at 5 mM and 10 mM treatment. Besides, flies were treated with the same
concentrations of phenylbutyric acid for 10 days and acetylation levels of H3K27
and H3K18 were analyzed. No significant change was observed neither in H3K27
nor in H3K18 acetylation levels. In conclusion, in vivo drug treatment conditions on
HDAC inhibition were identified through phenylbutyric acid application and it has
been shown for the first time that it increases the H3K27 acetylation level of SMA
Drosophila melanogaster model.

Keywords: D.melanogaster, histone, acetylation, phenylbutyric acid

This thesis was supported by Hacettepe University Scientific Research Coordination
Unit (Project number: TYL-2020-18470).
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1. GIRIS

Post-translasyonel histon modifikasyonlar1 histon proteinlerinin amino
ucu kuyruk boélgelerinde bulunan ¢esitli amino asitler iizerinde meydana gelmekte,
kromatinin yapi, erisilebilirlik ve fonksiyonunda degisikliklere neden olarak genlerin
aktivasyon ve inhibisyonunu kontrol etmektedir. Bu modifikasyonlar ayn1 zamanda
eklendikleri histon proteinlerinin yapilarini, aktivitelerini ve diger molekiillerle
etkilesimlerini de etkilemektedir. Histon modifikasyonlarinin en sik goriilen
tiplerinden olan asetilasyon, negatif yiiklii asetil gruplarinin lizin amino asitlerine
eklenmesiyle olusmaktadir. Asetilasyon tipi modifikasyon, birbirine tersinir olarak
caligan histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimleri
tarafindan kontrol edilir. Lizin amino asitlerine asetil gruplarinin eklenmesi HAT
enzimleri, ¢ikarilmasi ise HDAC enzimleri tarafindan katalize edilmektedir. iki
enzim arasinda bulunan dengenin bozulmasi, ¢esitli kanser tipleri ve nérodejeneratif
hastaliklarin  patofizyolojisi ile iligkilendirilmis ve HDAC enzimlerini inhibe

edebilen inhibitor bilesikler gelistirilmistir.

Drosophila melanogaster kisa siirede hizli ¢ogalmasi, yasam
dongiisiiniin kisa olmasi, niikleotit dizisi bilinen kiigiik bir genoma sahip olmasi,
diistik maliyetle yetistirilebilmesi ve insanda hastalia neden olan genlerin
bircogunun ortologunu bulundurmas gibi 6zellikleri nedeni ile insan hastaliklarinin
modellenmesi amaciyla siklikla kullanilan bir model organizmadir. Kan beyin
bariyeri tarafindan korunan kompleks bir merkezi sinir sistemi, iki loblu beyin yapist
ve 100.000'den fazla noéron bulundurmasi D.melanogasterin ndrodejeneratif

hastaliklarin modellenmesinde tercih edilmesine neden olmaktadir.

Anabilim Dali'mizda daha oOnce sentezlenmis olan HDAC
inhibitorlerinin in vitro ortamda gosterilen spesifik etkilerinin in vivo ortamda
arastirtlmasina ihtiya¢ duyulmus ve uygun model olarak SMA’lr D.melanogaster
secilmistir. Bu tez calismasi kapsaminda, HDAC inhibitor aktivitesi oldugu bilinen
fenilbiitirik asit kullanilarak SMA'li D.melanogaster modelinde HDAC inhibitor
aragtirmalarinda kullanilabilecek uygun evre ve kosullarin belirlenmesi ve daha 6nce
sentezlenmis olan HDAC inhibitérlerinin  etkilerinin in  vivo ortamda

aragtirtlabilmesine uygun altyapinin optimize edilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Histon Proteinleri

Genetik bilgi, insan genomunu olusturan 3 milyar baz ¢iftine sahip
DNA molekiilii tarafindan aktarilir. DNA, 6karyotik hiicrelerde c¢ekirdek igerisinde
paketlenmekte ve histon adi verilen Ozellesmis proteinlerin etrafina sarilarak
kromatin yapiy1 olusturmaktadir. Histonlar, arjinin ve lizin gibi bazik amino asitler
bakimindan zengin olan pozitif yiiklii proteinlerdir. H2A, H2B, H3, H4 ve H1 olmak
iizere, 5 adet temel histon proteini bulunmaktadir. H1 proteini baglayici histon, H2A,
H2B, H3 ve H4 proteinleri ise kor histonlar olarak adlandirilir. Kor ve baglayici
histon proteinlerinin yani sira histon varyantlar1 olarak adlandirilan bazi 6zel histon
proteinlerinin de varligit ve kromatin yapisinda degisiklie neden oldugu
gosterilmistir. Histon varyantlart (H2A.Z, H2A . X, H3.1, H3.3, H3.5) transkripsiyon,
kromozom segregasyonu ve DNA tamiri gibi hiicresel olaylarda gorev yapmakta ve
kor histon proteinlerinden farkli baz1 6zellikler tasimaktadir. Ornegin, kor histonlar
replikasyon bagimli olduklari igin hiicre dongiisiiniin S fazinda ifade olurken, histon
varyantlar1 replikasyondan bagimsiz bir sekilde hiicre dongiisiiniin tiim evrelerinde
ifade olabilmektedir. Kor histon proteinleri karboksil ucu, histon katlanma bdlgesi
(histone fold domain) ve amino ucu kuyruk bdlgesinden olusmaktadir. Histon
katlanma bolgesi, oktamer olusumu ve oktamer-DNA etkilesiminden sorumludur.
Bu bolgede L1 ve L2 olarak adlandirilan iki protein ilmegi tarafindan birbirine
baglanan 3 adet alfa sarmal yap1 bulunur. (Sekil 2.1.). Baglayici histon proteinlerinde
ise, DNA'nin niikleozom yapisina giris ve ¢ikis yaptig1 noktaya baglanarak DNA'nin

stabilizasyonunu saglayan globiiler bolge (globular domain) bulunmaktadir.
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Sekil 2.1. Kor histon proteinlerinin organizasyonu. A) Kovalent modifikasyonlara
ugrayan amino ucu bolgesi ve DNA etkilesimini kolaylastiran histon katlanma
domaini B) Histon katlanmasi. C) Dimer yapis1 D) Oktamer yapisi (7). al, 02, a3:

alfa sarmal yap1. L1, L2: Protein ilmegi 1, protein ilmegi 2.



Histon-DNA etkilesimi i¢in gerekli olan protein ilmegi yapist H2A-
H2B, H3-H4 heterodimerizasyonunu da kolaylastirmaktadir (Sekil 2.1.). DNA
iskeleti yapisinda bulunan negatif yiikli fosfat gruplart DNA’nin negatif
yliklenmesini saglayarak, pozitif yiike sahip histon proteinleri ile siki bir sekilde
paketlenmesine yardimci olmaktadir. Ikiser adet H2A, H2B, H3 ve H4 proteininin
bir araya gelmesi ile histon oktameri olusmakta, 147 baz ¢ifti uzunlugundaki
DNA’nin bu oktamer yapi etrafina sikica sarilmasiyla da 10 nm ¢apl kor niikleozom
meydana gelmektedir (Sekil 2.2.). Niikleozom yapisi, baglayici histon olarak bilinen
Hl'in kor niikleozoma baglayict DNA yardimiyla disaridan baglanmasiyla
tamamlanir. H1 histon proteininin gérevi, DNA molekiiliiniin niikleozom yapidan
ayrilmasini engellemek ve kromatin agmin sikica paketlenmesini saglayarak

kararliligin1 korumasina katki saglamaktir (1-10).

Niikleozom
(Histon Oktameri + DNA)

Sekil 2.2. Niikleozom yapis1 (11).

Niikleozomlar, olustuktan sonra yogunlasarak 30 nm ¢apindaki
fiberler seklinde paketlenirler. Bundan sonra olusan kivrilma ve katlanmalar ile

kondenzasyon artar ve bu sayede, kromozomu olusturacak siki paketlenme

seviyesine ulasilir (12-14). (Sekil 2.3.)
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Sekil 2.3. DNA Paketlenmesi (15).

2.2. Post-Translasyonel Histon Modifikasyonlari

Histon proteinleri, kromatin yapisini ve fonksiyonunu degistiren
kovalent post-translasyonel modifikasyonlara ugramaktadir. Bu modifikasyonlar,
kromatinin paketlenmesini ve erigebilirligini etkiler. Kromatinin, dkromatin ya da
heterokromatin  yapisint almast ve gen ifadesinin diizenlenmesi histon
modifikasyonlari ile kontrol edilmektedir. Histon proteinlerinin amino ucu kuyruk
bolgeleri niikkleozomun dis ylizeyinde yer alarak kromatin yapisinin stabilizasyonunu
saglamakta ve bu bolgelerdeki amino asitler histon modifikasyonlari i¢in temel hedef
bolgeler haline gelmektedir. Bununla birlikte, histon proteinlerinin globiiler

domainleri ve karboksil ucundan da modifikasyonlara ugradigi bilinmektedir (16,17).

Post-translasyonel modifikasyonlarin diizenlenmesinde gorev alan 3
farkli enzim grubu bulunmaktadir: Yazicilar (writers), okuyucular (readers) ve
siliciler (erasers). Lizin metiltransferazlar, histon asetiltransferazlar, histon
fosfokinazlar gibi yazict enzimler histon modifikasyonlarini gergeklestirirken, lizin
demetilazlar, histon deasetilazlar gibi silici enzimler bu modifikasyonlar1 ortadan
kaldirirlar.  Okuyucular ise, 06zgilil histon modifikasyonlarin1 taniyarak aktivite
gosterirler (Ornegin kromatin remodeling kompleks). Bu enzim gruplar1 hiicre

tiplerindeki farkli fizyolojik yanitlarin anlasilmasinda 6nemli rol oynamaktadir
(18,19).



Metilasyon, fosforilasyon,  asetilasyon,  glikolizasyon  ve
ubikuitinasyon bugiine kadar tanimlanmig en 6nemli histon modifikasyonlarindan
bazilaridir (20-24). Modifikasyonlarin islevi, modifiye edilen amino asitlerin
yerlesimi ve/veya  modifikasyon sayisi tarafindan belirlenir. Ornegin H3K4
bolgesinin mono metilasyonu transkripsiyon aktivasyonu ile iligkiliyken, H3K27
trimetilasyonu transkripsiyonun baskilanmasinda rol oynamaktadir. Ayrica, bir
amino asitin iizerine farkli enzimler tarafindan birden fazla modifikasyon da
yapilabilmektedir. Histon modifikasyonlarinin olusturdugu kombinasyonun kromatin
yapisin1 degistirmesi ve biyolojik fonksiyona olan yansimasi histon kod hipotezi

olarak adlandirilir (25). (Sekil 2.4)
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Sekil 2.4. Histon Modifikasyonlar1 (26).



2.2.1. Histon Metilasyonu

Histon metilasyonu, histon metiltransferaz enzimlerinin ¢ogunlukla
lizin ve arjinin amino asitlerine metil grubu eklemesiyle olusur. Metilasyon dengesi,
metil grubu ekleyen metiltransferazlar ve metil grubunu ¢ikaran demetilaz enzimleri
tarafindan saglanir. Fosforilasyon ve asetilasyonun aksine histon proteinlerinin
yiikiinii degistirmez, bununla birlikte transkripsiyon aktivasyonu ve baskilanmasinda

onemli rol oynarlar (27-29).
2.2.2. Histon Fosforilasyonu

ATP molekiiliinden koparilan fosfat grubunun, kinaz enzimleri
tarafindan serin, treonin ve tirozin amino asitlerinin (-OH) grubuna eklenmesiyle
olusan modifikasyon tipidir. Eklenen fosfat gruplari, kinaz enzimlerine tersinir olarak
calisgan fosfataz enzimleri tarafindan c¢ikartilir. Histon proteinlerinin yiikiinii

degistirerek gen ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev yaparlar (16, 30, 31).

2.2.3. Histon Ubikuitinasyonu

76 amino asit uzunlugundaki ubikuitin proteini, ubikuitin aktivator
enzimi, ubikuitin konjugasyon enzimi ve ubikuitin ligaz enzimlerinin kademeli
yardimu ile lizin amino asitine eklenir. Bu enzimler, ubikuitinasyon derecesini (mono
veya polilibikuitinasyon) ve hangi lizin amino asitinin hedef olacagini belirler.
Histon proteinlerinin ubikuitinasyonu diger modifikasyonlarin gerceklesmesini ve

transkripsiyonun aktivasyon/inaktivasyonunu etkiler (16, 32, 33).

2.2.4. Histon Sumolasyonu

Histon proteinlerinin lizin amino asitine yaklasik 100 amino asit
uzunlugundaki Small wubiquitin related modifier protein (SUMO) grubunun
eklenmesidir. Histon H2A, H2B, H3 ve H4’te sumolasyon tespit edilmistir. Bu
modifikasyon tipinin, transkripsiyon kontrolii, hiicre dongiisii, boliinmesi, apoptoz,

stres yaniti gibi hiicresel siireglerde rolii oldugu gosterilmistir (34-36).



2.2.5. Histon Laktilasyonu

En son kesfedilen histon modifikasyonlarindan olan laktilasyon, hiicre
icerisindeki laktatin histon kuyruklarindaki lizin amino asitlerine eklenmesiyle
meydana gelmektedir. Gen transkripsiyonunda ve makrofaj polarizasyonunda rol

oynadig1 bilinmektedir (37, 38).

2.2.6. Histon Asetilasyonu

Histon asetilasyonu, lizin amino asitlerine asetil gruplarinin
takilmasiyla meydana gelen bir modifikasyondur. Bu modifikasyon tipi, birbirine
tersinir sekilde ¢alisan histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC)
enzimleri tarafindan kontrol edilmektedir. HAT, asetil KoA'y1 kofaktdér olarak
kullanarak lizin amino asitlerini asetilleyen enzim grubudur. Histon asetilasyonu,
lizin amino asitinin pozitif yiikiinlii notralize ederek DNA-histon paketlenmesinin
gevsemesini saglar. Ayni zamanda histon-histon etkilesimlerini degistirerek, TATA
dizisi baglanma proteinleri (TBP) ve RNA polimeraz II i¢in baglanma bdolgesi
yaratarak transkripsiyonun aktivasyonuna neden olur (39,40). Ornegin, H3 ve H4
lizin asetilasyonlar1 bazi transkripsiyon faktorlerinde bulunan bromodomain bolgesi
tarafindan taninmaktadir (41). Histon asetilaz transferaz enzimlerinin HAT-A ve
HAT-B olarak adlandirilan iki tipi vardir. HAT-B, sitoplazmada yeni sentezlenen
histonlarin asetillenmesinde gorev alirken, HAT-A grubu amino asit dizisi ve yapisal
ozelliklerine gére MYST, GNAT, CBP/p300 vb farkli gruplara ayrilir (42).
Transkripsiyon lizerinde pozitif etkisi oldugu bilinen CBP/p300 ailesi, H3 histon
kuyrugunda bulunan K18 ve K27 asetilasyon modifikasyonlarinin %90'indan
sorumludur. Ornegin, H3K27 asetilasyonunun (H3K27ac) enhancer ve promotor
bolgelerinde, H3K18 asetilasyonun (H3K18ac) ise transkripsiyon baslangic
bolgesinde yiiksek diizeyde bulundugu ve bu modifikasyonun ndronal gelisime
paralel olarak arttig1 gdzlenmistir (43,44). Bu durum, H3K27 ve H3KI8
asetilasyonlarinin transkripsiyon aktivasyonuna katki sagladigininin bir gostergesidir.
Ayn1 zamanda, H3K27 asetilasyonunun Drosophila melanogaster'in tiikriik
bezlerinde bulunan polycomb kromozomunun susturulmasini olumsuz yonde

etkiledigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada HDAC1’in ortologu olan Rpd3 enziminin,



D.melanogaster'deki H3K27 asetilasyonunun baskilanmasimna yardimci oldugu

gosterilebilmistir (45).

HDAC enzimleri, lizin amino asitlerindeki asetil gruplarinin
cikarilmasini saglayarak lizin’in pozitif ylikiinii yeniden kazanmasina ve DNA-histon
paketlenmesini sikilagtirarak transkripsiyonun baskilanmasina sebep olur (46-48).
Smuf I, I, IIT ve IV olmak iizere 4 adet HDAC sinifi ve toplam 18 HDAC enzimi
bulunmaktadir. Sif I, II ve IV kofaktor olarak ¢inko bagimli, sinif III (sirtiiinler)
HDAC enzimleri ise NAD+ bagimli olarak ¢aligir. (Tablo 2.1)

Tablo 2.1. Histon deasetilaz enzimlerinin siniflandirilmasi.

HDAC HDAC Enzimi Hiicredeki Yerlesimi Kofaktor
Enzim Sinifi

| HDACI1 Cekirdek
HDAC2 Cekirdek Zn*?
HDAC3 Cekirdek/Sitoplazma
HDACS Cekirdek
Ila HDAC4 Cekirdek/Sitoplazma
HDACS5 Cekirdek/Sitoplazma Zn*?

HDAC7 Cekirdek/Sitoplazma
HDAC9 Cekirdek/Sitoplazma

ITb HDAC6 Sitoplazma
HDACI10 Sitoplazma Zn*?
SIRT1 Cekirdek
I SIRT2 Sitoplazma
SIRT3 Mitokondri NAD"
SIRT4 Mitokondri
SIRTS Mitokondri
SIRT6 Cekirdek
SIRT7 Niikleolus

| Y HDACI11 Sitoplazma Zn*?



10

HDAC enzim smiflari omurgali ve omurgasiz canlilarda kismi
homoloji gostermektedir (49). Ornegin, insandaki HDAC1 enziminin ortologu,
D.melanogaster'de 521 amino asit uzunlugunda ve 65 kDa agirliginda olan ¢inko
bagimli olarak aktivite gosteren Rpd3 (reduced potassium dependency-3) enzimidir.
HDACI, histon proteinlerinin kor yapisindan disartya uzanan, amino ucu
kuyruklarinda yer alan lizin amino asitlerinde meydana gelen asetilasyon
modifikasyonunu ortadan kaldiran ve gen ifadesinin diizenlenmesine yardimci olan
enzim grubunun bir tiyesidir. Eksikligi, D.melanogaster'de yasam uzunlugu artisi ile
iligkilidir. HDAC1 ve Rpd3 enzimleri %77 aynilik (identity) ve %88 benzerlik
(similarity) gostermektedir. 3. kromozomun uzun kolunda yer alan Rpd3 enzimi,
cekirdekte yerlesim gosterse de DNA baglanma domainine sahip degildir, fonksiyon
gosterebilmek icin c¢ok alt birimden olusan proteinlerle (Sin3, NuRD, CoREST)
kompleks olusturur. Yapilan calismalar, Rpd3/sin3 kompleksinin D.melanogaster'de
bulunan genlerin %2-%13’liniin diizenlenmesinden sorumlu oldugunu gostermistir.
HDAC enzimleri, transkripsiyonun baskilanmasi ve histon modifikasyonlarinin
diizenlenmesi gibi mekanizmalar1 etkileyerek; hiicre farklilagmasi, hiicre dongiisii,

apoptoz ve otofaji gibi hiicresel olaylarda rol almaktadir (50-53).

HDAC inhibitorleri ise HDAC enzimlerini baskilayarak, histon
gruplarina takilan asetil gruplarinin korunmasini saglayan bilesiklerdir. Yapisal
ozelliklerine bagl olarak; kisa zincirli yag asitleri, elektrofilik ketonlar, benzamidler,
hidroksamik asitler olarak smiflandirilirlar (Tablo 2.2). Panobinostat, valproat,
sodyum biitirat, fenilbiitirik asit {izerlerinde ¢ok sayida calisma yapilan HDAC
inhibitor 6rnekleridir (54-58).
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Tablo 2.2. HDAC inhibitorlerinin siniflandirilmasi.

Grup HDAC inhibitor HDAC Inhibitor
Gruplan Ornekleri
1 Hidroksamik Asit TSA, SAHA
2 Kisa Zincirli Yag Asitleri Biitirat, Fenil
Biitirik Asit,
Valproat,
3 Benzamidler MS-275,

N-acetyldinaline

4 Siklik Peptidler Tropaksin A,
Depsipeptit
5 Siklik Hidroksamit iceren = Hidroksamik Asitlerin
Peptidler Sentetik Hibritleri,
Siklik Tetrapeptidler

Normal kosullarda HAT ve HDAC enzimlerinin aktivitesi uyum
icerisinde ve denge durumundadir. Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu arasindaki
denge, hiicrenin kaderini belirleyen onemli faktdrlerden birisidir. Ornegin,
ndrodejeneratif hastaliklarda noron hiicrelerindeki histon asetilasyon diizeyinin
global olarak azalmasi, HDAC aktivite artisi ve/veya HAT diizeyinin azalmasi
sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Bu hastalik grubunda HDAC inhibitorlerinin
asetilasyon dengesinin korunmasina yardimei oldugu diisliniilmiis ve HDAC enzim
aktivitesini azaltarak asetilasyon dengesinin yeniden kurulmasin1 hedefleyen
yaklagimlar gelistirilmistir (59,60). HDAC inhibitorlerinin uygulanmasi, bozulan
asetilasyon dengesinin korunmasina ve gen ifade diizeylerinin degistirilmesine
yardimci olan epigenetik tedavi yaklasimi olarak kabul edilmektedir (40). Ornegin,
HDAC inhibitdrleri olan fenilbiitirik asit ve valproatin Spinal miiskiiler atrofi (SMA)
hastalarimin fibroblast hiicrelerinde SMN2 protein ekspresyon diizeyini artirdigi

gosterilmistir (61).
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2.3. Drosophila melanogaster

D.melanogaster, bilinen diger adiyla meyve sinegi, genetik alanindaki
caligmalarda 100 y1il1 askin stiredir kullanilan bir model organizmadir. Thomas Hunt
Morgan'in, Drosophila'da beyaz goz genini kesfederek kromozomlarin kalitimdaki
roliinii aydinlattign calismasi, 1933 yilinda Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii'nii
kazanmasini saglamistir. Sonraki yillarda D.melanogaster kullanilarak yapilan
caligmalarda X 1smlarinin mutasyon oranlari {izerindeki etkisi, embryonik gelisimin
genetik kontrolii, dogustan gelen bagisiklik ve sirkadyan ritmi kontrol eden
molekiiler mekanizmalar aydinlatilabilmistir. D.melanogaster genomu dizilenen ilk
kompleks organizmadir. 2003 yilinda insan genomunun dizilenmesiyle iki tiiriin
genomu arasindaki homolojinin fark edilmesi, bu modelin insan biyolojisini ve

hastalik mekanizmalarini anlamadaki roliinii giiclendirmistir (62-64).

Hizli ¢ogalmalar, diisiik maliyetle yetistirilebilmeleri, 180,000 baz
cifti ve 13,600 gen bulunduran, 4 ¢ift kromozomdan olusan kii¢iik bir genomunun
olmasi1 (ayrica, tiikriik bezlerinde transkripsiyonun takibini kolaylastiran politen
kromozomlar bulundururlar), genomlarinda degisiklik yapilabilmesi (transpozon
sisteminin gen bolgesine O6zgii fonksiyon kaybi mutasyonlart olusturmak igin
kullanilmas1 veya GAL4/UAS sistemiyle dokuya 6zgili ekspresyon/baskilamanin
yapilabilmesi) ve yasam dongiisiiniin kisa olmas1 D.melanogaster'in arastirmalar i¢in
uygun bir model organizma olmasint saglayan O6zellikleri arasinda yer almaktadir

(65-68).
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2.3.1. D.melanogaster'in Yasam Dongiisii

Tim  metamorfoz  geciren  organizmalarda  oldugu  gibi,
D.melanogaster'in viicut yapist da yasam dongiisii boyunca ciddi degisikliklere
ugramaktadir. 25°C'de yaklasik 10 giin igerinde tamamlanan yasam dongiisii, farkl
ortam kosullarinda degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin, 19°C'de beslenen
yumurtanin ergin doneme geg¢mesi 19 giin slirmektedir (69). Sicaklik haricinde,
laboratuvar kosullar1 ve beslenme sekilleri de gelisim siiresini etkileyen diger
faktorler arasinda yer almaktadir. D.melanogaster'in yasam dongiisii: embriyo
(yumurta), larva (1.evre, 2.evre ve 3.evre), pupa ve ergin donemlerinden olusur.
Ergin doneme ulagan canli, uygun laboratuvar kosullarinda 50-60 giin arasinda

yasayabilmektedir (68,70).

@ Embriyo
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/ Ergin \
1. evre <

. Erkek
\ Pupa (geg)
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- - Larva
v

Sekil 2.5. D.melanogaster'in yasam dongiisii (71).

Pupa
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Disi sinegin yumurtlamasinin ardindan gerceklesen embriyogenez
siireci yaklasik bir giin siirer. Bu siirecte anneden aktarilan RNA'lar larva igin gerekli
olan proteinlerin sentezlenmesinde kullanilir. Embriyogenezin tamamlanmasi ile
l.evre larva yumurtadan ¢ikarak beslenmeye ve ayni zamanda besin depolamaya
baglar. Ortalama 5 gilinlin sonunda 3.evre tamamlanir ve pupa donemine gecis yapilir.
Metamorfozun gergeklestigi pupa doneminde c¢ogunlugunu epitel hiicrelerin
olusturdugu imajinal disk hiicrelerinin farklilagsmasiyla organlar gelisir. Metamorfoz
stirecinde dis ortamdan beslenemeyen pupa, hayatta kalmasi i¢in gerekli olan enerjiyi

daha once depoladig1 besinlerden saglayarak ergin doneme ulasir (62,68).

2.4. Hastahklarin Arastirilmasinda D.melanogaster

Genom dizileme c¢alismalarinin tamamlanmasinin ardindan, insan
hastaliklariyla iligkili genlerin yaklagik %75'inin homologunun D.melanogaster'de
bulundugu ve insana benzer fonksiyonlara sahip oldugu goriilmiistiir. iki canli
arasindaki homolog genlerin dizi benzerlik oraninin, niikleotit ve amino asit dizisi
bakimindan yaklasik %40 oldugu biliniyorsa da, bu oran korunmus fonksiyonel
bolgelerde %80 - %90’a kadar c¢ikmaktadir. Bu genetik benzerlige dayanarak,
D.melanogaster insan hastaliklarin1 anlamak i¢in bir ara¢ olarak uzun yillardir
kullanilmaktadir. Ergin canlilar, 2-3 mm kadar kii¢iik olmasina karsin kompleks
organizmalardir ve memelilerde bulunan kalp, akciger, bobrek, bagirsak gibi
organlarin islevlerini yerine getiren benzer yapilara sahiptir. 100.000'den fazla
ndrona, iki loblu beyin yapisina ve kan-beyin bariyeri tarafindan korunan kompleks
bir merkezi sinir sistemine sahiptir. Bu bilgiler D.melanogaster'in Amyotrofik lateral
skleroz, Parkinson, Alzheimer, SMA gibi norodejeneratif hastaliklarin yanisira
sirkadyan ritm, O0grenme ve hafiza, uyku, bagimlilik gibi karmasik sistemleri
modellemek ve c¢alismak icin de elverigli bir model olduguna isaret etmektedir

(62,72,73).
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Tablo 2.3. D.melanogaster'in insan hastaliklarinda model organizma olarak

kullanilmasindaki avantajlar ve hastaliklarla ilgili caligmalara sagladigi

katkilar.

Avantajlar

¢ Kisa yasam siiresinin olmasi
¢ Kisa yasam dongiisiiniin olmasi

¢ Bakim maliyetlerinin pahali
olmamasi

¢ Etik problemlerinin olmamasi

Temel hiicresel olaylarin ve
sinyal yolaklarinin korunmus
olmasi

e Kiigiik bir genomunun olmasi

ve genom dizisinin bilinmesi

Genom manipiilasyonunun

kolaylig1

* Transgenik modellerin kolay
ve hizli sekilde olusturulabilmesi

« Kompleks merkezi sinir sisteminin,
kan beyin bariyerinin
venOromiiskiiler sistemin varligi

Temel Bilgi Uretilmesi

¢ Gen fonksiyonlarinin anlasilmasi
¢ Yeni genlerin tanimlanmasi

¢ Genetik diizenleyicilerin tanimlanmasi

o Molekiiler aglarin agiklanmasi

Translasyonel Yararlar

o Hastalik patolojilerinin agiklanmasi
¢ Klinik ¢esitliligin anlagilmasi
¢ Yeni tan1 yaklasimlarinin geligtirilmesi

¢ Tedavi yaklagimlarimnin gelistirilmesi

o Ilag gelistirilmesi

Dezavantajlar

® Omurgali olmamasi

e insandaki tiim doku (6r;kan,
kemik, kikirdak) ve organlan (or;
karaciger) bulundurmamasi

o Insandaki tiim hastaliklarin
modellenememesi
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2.4.1. Norodejeneratif Hastahklar ve D.melanogaster

Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS), beyin ve spinal kortta bulunan alt
ve iist motor ndronlarin kayb1 ile karakterize ndérodejeneratif bir hastaliktir. Hastaliga
neden olan mutasyonlar ilk olarak siiperoksit dismutaz (SODI) geninde tanimlanmis
ve daha sonraki yillarda hastaliga neden olan (TDP43, VAPB, FUS/TLS, CYorf72,
TBKI1, CHCHDI0, PFNI vb) c¢ok sayida gen bildirilmistir (74). Bu genler i¢in
D.melanogaster modeli olusturulmasi ve incelenmesi hastaligin patofizyolojisinin
daha iyi anlagilmasi ve tedavi gelistirilmesi acisindan 6nem tagimaktadir. Ornegin,
D.melanogaster’de SODI proteininin asir1 ifade edildigi bir ¢alismada, motor
ndronlarda protein birikimi ve hasar oldugu goézlenmis, elde edilen bu bulgular,
ALS'nin protein birikimi goriilen ndrodejeneratif hastaliklar sinifina katilabilecegini

ilk kez diistindirmiistiir (73,75).

Parkinson hastali§i, alfa siniliklein proteini birikmesi sonucunda
dopaminerjik ndron hasarr/kaybinin ortaya ¢iktigi ve motor fonksiyon hatalari
gbzlenen ndérodejeneratif bir hastaliktir (76). Hastaliga neden oldugu bilinen genlerin
(Parkin,  Dardarin/LRRK2,  PINKI, Park7, GBA vb) homologlarinin
D.melanogaster'de bulunmas1 Parkinson hastalifinin modellenebilmesine imkan
saglamistir. D.melanogaster modeli kullanilarak Parkinson hastaligina neden
olabilecek protein etkilesimlerinin ve sinyal yolaklarinin aydinlatilmasi ve in vivo'da
etkili olabilecek potansiyel tedavi yaklasimlarini arastirilmas: miimkiin olmustur
(77). Ornegin, Parkin ve PINK1 mutant modellerde kas dejenerasyonu ve mitokondri
hasar1 gibi benzer bulgularin gézlenmesi bu iki gen iiriinlerinin ayni yolakta gorev
yaptigini diistindiirmiistiir. PINK1 mutant Drosophila’da gozlenen fenotipik bulgular,
Parkin geninin asin ifadesi ile diizeltilebilirken, Parkin mutantlarin bulgulariin
PINK] geninin asir1 ifadesi ile diizeltilememesi, rol aldiklar1 yolakta PINKI ‘in

Parkin’in tstlinde yer aldigin1 géstermistir (78).

En yaygin demans tiirii olarak bilinen Alzheimer hastaligi, 85 yas iistii
bireylerin yaklasik %350'sini etkilemektedir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde
norofibriler diigiimler ve amiloid plak birikimi gorilir (79). D.melanogaster

modelleri kullanilarak yapilan arastirmalarda, A42 ve Tau proteinlerinin Alzheimer
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hastaliginin patolojisinde rol oynadigi kanitlanmis, amiloid beta toksisitesinin

mekanizmalar1 aydinlatilabilmistir (80, 81).
2.4.2. Spinal Miiskiiler Atrofi Arastirmalarinda D.melanogaster

Spinal miiskiiler atrofi (SMA), spinal kord 6n boynuz motor néron
hiicrelerinin dejenerasyonu sonucu olusan néromiiskiiler bir hastaliktir. 5q11.2-13.3
kromozom bolgesinde bulunan Survival Motor Neuron 1 (SMNI) geninde meydana
gelen delesyonlar veya nokta mutasyonlari sonucunda, SMN proteininin eksikligi ile
ortaya ¢ikmaktadir. SMN geni tarafindan kodlanan SMN proteini, hiicrenin ¢ekirdegi
ve sitoplazmasinda yerlesim gdosteren 38 kDa agirliginda, 294 amino asit
uzunlugunda bir proteindir. mRNA trafigi, splicing, endositoz, hiicre iskelet
dinamigi, noromiiskiiler kavsak stabilitesi gibi onemli hiicresel olaylarda gorev
yapmaktadir. SMA'nin hastalik fenotipine bagl olarak, 4 klinik tipi bulunur: Tip I
(Werdnig-Hoffmann), tip I, tip III (Kugelberg-Walender) ve tip IV (82-85). SMA
geni, SMN1 ve SMN2 olarak bilinen iki kopyaya sahiptir (Sekil 2.6).

T SMN2 SMN1 c
o —_—— =P
Sentromerik kopya Telomerik kopya

Ekson 7’nin dahil olmasi
(Yaklasik %15 oraninda)

YY) (Y Y Y e

4 3 2b 2a 1 1 2a 2b 3 4 6 7 8

Ekson 7’nin dahil olmamasi
(Yaklasik %85 oraninda) ' '
Yaklasik %15 %100

Yaklasik %85
Kirpilmis Smn )

Sekil 2.6. Insandaki SMN protein sentezinin sematik gdsterimi (86).

SMN?2 geninin 7. ekzon bolgesi, SMNI geninden farkli olarak sitozinin
timine transisyonunu (840C>T) igerir (87). Bu transisyon, SMN2 genindeki ekzon 7
bolgesinin olgun mRNA igerisine alinmasini saglayan exonic splicing enhancer
(ESE) bolgesini ortadan kaldirarak %90 oraninda kararsiz, ¢abuk yikilan ve farkli
karboksil uglarina sahip SMN proteininin sentezine yol agar. Tam uzunlukta

sentezlenen SMN proteini (%10), hastaligin 6nlenmesi i¢in yeterli degildir (88). SMN
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genlerinin stabil olmayan genomik bdlgede bulunmasi, SMN2 gen kopya sayisinin
bireyler arasinda farklilik gostermesine neden olmakta ve hastaligin fenotipe
yansimasini degistiren faktorlerden biri olarak bilinmektedir (89-91). Bunun yaninda
Plastin3, Coronin, Zinc Finger Protein 1 gibi hastalik siddetini degistiren baz1 genler

de tanimlanmistir (92).

D.melanogaster'deki SMN geni, insandan farkli olarak 3. kromozomun
uzun kolunda yalnizca tek bir kopya olarak bulunmakta ve bu o6zellik SMA

modellenmesini oldukga elverisli hale getirmektedir (93) (Sekil 2.7).

A)
3L |
| 1es8ok 16590k
Gene Span
Mippl mbfl Smn CR43727 UQCR-C2 asRNA:CR45895 spd-2
j— | —— 0 —— =
nxf2 Rpniz Syx8 1(3)73Ah
| — — < —
CG32163 tra
| — <=
B)
ATG
. Dur
1 68 126 202 226 aa

Sekil 2.7. dSmn geni. A) dSmn geninin Drosophila genomundaki konumu. B) dSmn
proteininin yapisi (50,89).

Smn?, Smn®, Smn®, Smn® ve Smn® adi verilen SMA'li Drosophila
modelleri, Smn proteini tlizerinde bulunan YG kutusu, tudor domaini ya da
transkripsiyon baslama bolgesinde ¢esitli mutasyonlar olusturularak meydana
getirilmistir (Sekil 2.8). Ornegin, Smn* ve Smn® modelleri YG kutusunda nokta
mutasyonlar yaratilarak olusturulmus, Smn® modeli transkripsiyon baslama
bolgesinin 94 baz ¢ifti yukarisina P elementi eklenmesi ile meydana getirilmistir.

Smn® ve SmnP modelleri ise, piggybac transpozon sistemi kullanilarak Smn proteini
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izerinde sirasiyla 193 ve K136 amino asit bolgesinde erken dur kodonu yaratilarak

olusturulmustur (94,95).
EY 14384 W‘“”"“
W ATG ' S
' | G Tudor Domain Y-G Sll(’p
Smn  ——— | [ [oo] —

t ' 7\
Smn”‘}" m Smn® Smn
Smnt33 / \

f01109 S201F  G202S

Sekil 2.8. SMA'l1 D.melanogaster modelleri (95).

SMA’li  D.melanogaster  modelleri, hastalifin  etiyolojisinin
aciklanmasina, patogenez ile iliskili mekanizmalarin ve Smn proteininin gorevlerinin
aydinlatilmasina yardimer olmustur. Ornegin, dSmn geninde mutasyon olusturulan
sineklerde motor davraniglarda bozukluklar ve noromiiskiiler kavsak hatalari
gozlenmis, Smn proteininin hem noronlarda hem de kasta ifade olmasi gerektigi
aciklanmistir (96). Bir bagka calismada ise Smn protein eksikliginin Drosophila’da
kok hiicre boliinmesini yavaslattigi ve kok hiicre boliinmesi i¢in Smn protein

varliginin 6nemli oldugu gosterilmistir (97).

Insan hiicrelerindeki  aktivitesi &nceden bilinen bilesiklerin
Drosophila'da benzer molekiiler etki mekanizmasina sahip oldugunun gdsterilmesi,
Drosophila'y1 ilag tarama calismalarinda kullanilmasi i¢in uygun bir model haline
getirmektedir (98). Ornegin, FDA/EMA onayli bir potasyum kanali inhibitérii olan
4-aminopyridin’'in SMA’l sineklere uygulanmasi ile kii¢iilmiis olan kas yiizey alani
genislemis ve bozulan lokomotor aktivite diizeltilebilmistir (99). Ayrica, tek kopya
smn geni bulunmasina ragmen, anneden aktarilan az miktardaki Smn proteini
sayesinde embriyonik letalite olmamasi, SMA hastaligimin Drosophila'da

modellenmesini elverisli hale getirmistir (100,101).

Anabilim Dali'mizda daha 6nce yapilan ¢aligmalarda yapisal olarak
kisa zincirli yag asidi grubu HDAC inhibitorlerine benzeyen bilesikler
tanimlanmistir. Bilinen HDAC inhibitorlerinin tiirevlendirilmesi yoluyla sentezlenen

bu bilesiklerin HDAC1 ve HDACS8’e 6zgii inhibisyon aktivitesi gosterdikleri ve
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SMA hastalarinin  fibroblast hiicrelerinde SMN2 gen ifadesini artirdiklar
saptanmistir (102-104). Bilesiklerin in vivo etkilerinin SMA'lT D.melanogaster
modelinde arastirilmasi i¢in 6ncelikle HDAC inhibisyon aktivitesi gosterdigi bilinen
fenilbiitirik asit'in bu modelde ¢alisilmasina ihtiya¢ duyulmustur. Bu tez ¢aligsmasi
kapsaminda, D.melanogaster'in farkli gelisimsel donemlerinde HDAC1 (Rpd3)
protein diizeyleri ve fenilbiitirik asit'in besin yoluyla verilmesini takiben histon

H3K18 ve H3K27 asetilasyon diizeylerindeki degisimler arastirilmistir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. GERECLER
3.1.1. D.melanogaster Soylar1 ve Cogaltilmalar:

Tez c¢alismalart kapsaminda, Harvard Universitesi “Exelixis”

koleksiyonundan getirilen iki Drosophila soyu kullanilmistir. Bu soylar;
1) w!!® (white geninin bir aleli) belirtecine sahip 06326 kodlu white kontrol soyu,

2) w!!'® kontrol soyundan firetilen ve (SMN¢) PBac{WH}Smn (f05960) olarak
kodlanan SMA’l1 Drosophila modeli. Bu model, piggyBac transpozon sistemi ile

Smn gen bolgesinde erken dur kodonu yaratilarak olusturulmustur.

05960

ATG 'n Stop
| Tudor Domain Y-G |Op

Smn  —— [ [ [So] —

Sekil 3.1. piggyBac transpozon sistemi ile olusturulan Smn® (f05960 kodlu)

mutasyonu (95).

o Standart Drosophila besi yeri,

- Misir unu : 80,4¢g

- Maya 145 ¢

- Seker 128,55 ¢
- Agar 1288 ¢

- Su (31t

- Nipagin :21,4 ml
- Propiyonik Asit : 11,4 ml

o 25°C ve %60 nem kosullarim1 saglayan 12 saat aydmlik/karanlik
(glindiiz/gece) dongiisiine ayarlanmig iklim odas1 (Sekil 3.2)
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Sekil 3.2. Tez ¢aligmasinda kullanilan SMA'li D.melanogaster modeli ve yabanil tip
(yt) kontrol soyu. Soylarin ¢ogaltilmasinin ve devamliliginin saglandig: iklim odasi

ve SMA'l1 D.melanogaster (kirmiz1 gozlii), Yabanil tip (beyaz gozlii).
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3.1.2. Fenilbiitirik asit

OH

4-Fenil Biitirik Asit (Sigma-Aldrich)

Coziiciisii olan dH20 igerisinde 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda hazirlanarak

standart besiyerlerine, besiyeri sogumak tizereyken eklenmistir.

3.1.3. Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Protein lizis tamponu:

Tris-HCI 5M, pH 6,8 :625 ul
EDTA :50 pl

%20 SDS :2,5 ml
dH20 1825 ul

Proteaz inhibitdr tableti (Roche): 2 5 ml

Filtreden gegirilip ependorf tiiplerde alikotlanir, -20 °C’de saklanir.

Sogutmal1 santrifiij (Boeco)

Sonikatdr (Sonics Vibra Cell, islemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18)

Protein Konsantrasyon Tayini:

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)
Spektrofotometre (SpektraMax M2)



3.1.4. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Akrilamid-Bisakrilamid Karisimi (%40):

Akrilamid (Sigma)
Bisakrilamid (Sigma)

dH20 ile 50 mI’ye tamamlanir.

%12 - %15 Ayirict (Separating) Jel Tamponu (pH 8.8):

Tris Baz (Sigma)

SDS (Sigma)

24

:19.56 g

:0.54 ¢

13 g

03¢

pH degeri 0.1 N HCI ile 8.8’e ayarlanarak dH20 ile 100 ml’ye tamamlanir.

%35 Toplayici (Stacking) Jel Tamponu pH (6.8):

Tris Baz (Sigma)

SDS (Sigma)

pH degeri 0.1 N HCI ile 6.8’e ayarlanarak dH20 ile 100 ml’ye tamamlanir.

%10 Amonyum Persiilfat (APS):

APS (Sigma)

dH20 ile I mI’ye tamamlanur.

0,1g
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SDS - Poliakrilamid Jel igerikleri:

%S5 Poliakrilamid jel (Toplayict jel):

Toplayici jel hazirlama tamponu :1ml
Akrilamid/Bisakrilamid (%40) :750 ul
TEMED (Sigma) :10 ul
APS :60 ul
dH20 4,2 ml

%12,5 Poliakrilamid jel (Ayirict jel):

Ayirict jel hazirlama tamponu :6 ml
Akrilamid/Bisakrilamid (%40) :5,6 ml
TEMED (Sigma) :10 ul
APS :100 ul
dH20 :6,8 ml

%15 Poliakrilamid jel (Ayirict jel):

Ayirict jel hazirlama tamponu :6 ml
Akrilamid/Bisakrilamid (%40) :6,75
TEMED (Sigma) :10 ul
APS :100 ul

dH20 :5,2ml
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Yiikleme Tamponu (5X Laemmli):

IM Tris Baz, pH 8 (Merck) :5 ml
Gliserol (Merck) Sml
SDS (Sigma) 15¢g
Brom Fenol Mavisi :Smg
2-merkaptoetanol (Sigma) :2.5 ml

3.1.5. Western Blot

Nitroseliilloz Membran (Biorad)

Coomassie Brillant Mavisi (Sigma)

Ponceau-S (Sigma)

ColorBurst™ Electrophoresis Marker (Sigma-Aldrich)

NuPAGE LDS Buffer, 4X (Invitrogen)

SuperSignal™ West Femto Kemiliiminesans Substrat Kiti (ThermoFisher)
Immubilon (Millipore)
Miniprotean elektroforez sistemi ve gii¢c kaynagi (Biorad)

GeneGnome 5 Kemilliiminesans Gorlintiileme Cihazi (SynGene)
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5X (Yiiriitme) Elektroforez Tamponu:

Tris Baz (pH:8) :15.15 g
Glisin (Sigma) 72 g
SDS :5g

1X elde etmek i¢in 200 ml stoktan alinarak, dH20 ile 1 1t’ye tamamlanir.

5X Transfer Tamponu:

Tris Baz (pH:8) 15,15 ¢
Glisin (Sigma) 72 g
Metanol %20 :200 ml

1X elde etmek i¢in 5X stoktan 200 ml stoktan alinir, 200 ml metanol

eklenerek dH20 ile 1 It'ye tamamlanur.

10X TBS (pH:7.6):

Tris Baz (Sigma) 244 ¢

NaClI (Sigma) 80 g

dH20 ile I It’ye tamamlanir.
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Yikama Tamponu (TBS-T) %0,1 (pH:7.4)

Tween 20 (Sigma) :1ml

10X TBS :100 ml

dH20 ile 1 It’ye tamamlanir.

%35 Bloklama Cozeltisi:

BSA g

TBS-T %0,1 :20 ml

%?2 Bloklama Cozeltisi:

BSA 04¢g

TBS-T %0,1 :20 ml
%20 SDS (pH:7.2):

SDS 20 g

dH20 :100 ml

Coomassie Blue Cozeltisi:

Coomassie Brilliant Blue R-250 :%%0.025
Metanol %40

Glasiyal Asetik Asit %7
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Primer Antikorlar:

Anti-Rpd3 (Tavsan poliklonal, Abcam) birincil antikor (1:1000)

Anti-H3 Histon (Tavsan poliklonal, Abcam) birincil antikor (1:1000)

Anti-H3K27ac (Tavsan poliklonal, Abcam) birincil antikor (1:1000)

Anti-H3K18ac (Tavsan poliklonal, Abcam) birincil antikor (1:1000)

Sekonder Antikor:

e Anti-tavsan, horseradish peroksidaz-konjuge (HRP), Amersham (1:4000)

Baglanan Antikoru Uzaklastirma Soliisyonu (Stripping):

dH20 4,15 ml
Tris HCI 312 ul
2-merkaptoetanol 37,5 ul
%20 SDS (pH:7.2) :500 pl

Membran 65 °C'ye ayarlanmis hibridizasyon firininda 30 dakika bekletilerek

lizerine baglanmis antikorlar uzaklastirilir.



3.1.6. Histon Protein Ekstraksiyonu

Histon Ekstraksiyon Kiti (Abcam):
10X Pre-lizis tamponu
Balance tamponu
DTT soliisyonu

Lizis tamponu

30
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3.2. YONTEMLER

Harvard Exelixis koleksiyonundan getirtilen {05960 kodlu SMA'l1
D.melanogaster modeli, Hacettepe Universitesi Fonksiyonel ve Evrimsel Genetik
Laboratuvar iklim odasinda ¢ogaltilmistir. 3. evreye ulasan larvalar 6. glinde, ergin
doneme ulasan sinekler 17. giinde (5 giinliik ergin) toplanmis, ependorf tiipler
icerisine alinarak 5 dakika sivi azot igerisinde bekletilmistir. -80 °C’ye kaldirilan
sinekler kuru buz igerisinde Anabilim Dali'miza getirilerek -80°C’de muhafaza

edilmigtir. Calismalara ait zaman ¢izelgesi Sekil 3.3’de gosterilmistir.

0. giin 2. giin 3. glin 4. giin 6.gin 7.giin 17. giin
embryo  1.evre 2. evre 3. evre Erken pupa Ergin (5. giin ergin)
. donemi
4 =17 =2
Yt ve Smn€ i¢in: Yt ve Smn€ icin:
+ 10 adet/1.5 m! ependorf * 10 adet/1.5 ml ependorf
 Toplam 300 adet larva * Toplam 300 adet ergin
Stvi azot Stv1 azot
-80°C -80°C
% Kurubuz, -80°C d

Sekil 3.3. 3.evre larva ve 5 giinliik ergin sineklerin toplanma giinlerini gosteren

zaman c¢izelgesi.
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3.2.1. Larvadan Total Protein izolasyonu

e Spatiil, havan, tokmak deterjan ile yikanip alkollendikten sonra kloros ile
temizlenerek kurulandi ve sogumasi i¢in buza yerlestirildi.

e Havanin ve i¢inde spatiiliin bulundugu 50 ml tiipiin igerisine s1v1 azot eklendi.

e Tiim hazirliklar yapildiktan sonra 3. evre larvalar 80°C derin dondurucudan
cikartildi.

e Ependorfla birlikte s1v1 azot icerisine alinarak 2-3 dakika bekletildi.

e Havan buzdan ¢ikartilarak igerisine sivi azot eklendi. Sivi azot ugurulduktan
sonra larvalar siringa ucu yardimiyla seramik havan igerisine aktarildi ve
izerlerine tekrar sivi azot eklenerek tokmak yardimiyla dikkatlice ezilerek
parcalandi.

e Havanin i¢i ve tokmagin yiizeyi spatiille iyice kazinarak doku elde edildi.

e Toz halindeki doku siringa ucu yardimiyla yeni bir ependorf tiipii igerisine
alindi.

e Dokunun iizerine 50 ul protein lizis tamponu eklendi.

e Is1blogu 100°C’ye ayarlanarak doku 3 dakika kaynatildi.

¢ Dokunun bulundugu ependorf buza alindu.

e Dokunun bulundugu ependorf tiip 25 dakika boyunca sonike edildi.

e Sonikasyon isleminin ardindan doku sogutmali santrifiij kullanilarak 6°C’de
10 dakika 14.000 rpm’de santrifiije edildi.

e Santrifiij isleminin ardindan siipernatan temiz bir 1.5 ml tiipe aktarildi.

e Protein konsantrasyonunu 6lgmek i¢in 5 ul 6rnek ayrildi.

e Ornekler Western blot ¢alismalari i¢in -80 °C derin dondurucuya kaldirildi.
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3.2.2. Ergin Sinekten Total Protein izolasyonu

e Spatiil, havan, tokmak deterjan ile yikanip alkollendi. Tokmak ve havan
kloros ile temizlenerek kurulandi ve sogumasi i¢in buza yerlestirildi.

e Havanin ve i¢inde spatiiliin bulundugu 50 ml tiipiin igerisine s1v1 azot eklendi.

e Ergin sinekler -80°C derin dondurucudan g¢ikartildiktan sonra ependorfla
birlikte sivi azot igerisine alindi. 5 dakika sivi azotta bekletilen sinekler, 30
saniye vortekslendi.

e Havan buzdan ¢ikartilarak igerisine sivi azot eklendi. Sivi azot ugurulduktan
sonra sinekler siringa ucu yardimiyla seramik havan igerisine aktarildi ve
izerlerine tekrar sivi azot eklenerek tokmak yardimiyla dikkatlice ezilerek
parcalandi.

e Havanin i¢i ve tokmagi spatiil ile iyice kazinarak doku elde edildi.

e Toz halindeki doku siringa ucu yardimiyla yeni bir ependorf tiipii igerisine
alindi.

e Dokunun iizerine 50 ul Blending tampon eklendi.

e Is1blogu 100°C’ye ayarlanarak doku 5 dakika kaynatildi.

e Dokunun bulundugu ependorf tiip buza alinarak 10 dakika bekletildi.

e Doku buz igerisinde 10 kez 20 saniye boyunca sonike edildi.

e Sonikasyon isleminin ardindan doku 10 dakika boyunca buzda bekletildi.

e Buzdan alinan doku sogutmali santrifiij kullanilarak 6 °C'de 10 dakika
boyunca 14.000 rpm’de santrifiije edildi.

e Santrifiij isleminin ardindan siipernatan temiz bir ependorf tiipe alindi.

e Protein konsantrasyonunu 6lgmek i¢in 5 ul 6rnek ayrildi.

e Ornekler Western blot ¢alismalari i¢in -80 °C derin dondurucuya kaldirildi.
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3.2.3. Ergin Sinekten Histon Proteininin Ekstraksiyonu

e Spatiil, havan, tokmak deterjan ile yikanip alkollendikten sonra kloros ile
temizlenerek kurulandi ve sogumasi i¢in buza yerlestirildi.

e Havanin ve spatiiliin bulundugu 50 ml tiipiin igine s1v1 azot eklendi.

e On hazirliklar tamamlandiktan sonra 90 adet ergin sinek -80°C derin
dondurucudan ¢ikartildu.

e Sinekler ependorfla birlikte sivi azot igerisine alinarak 5 dakika inkiibe edildi.

e Havan buzdan ¢ikartilarak igerisine sivi azot eklendi. Sivi azot ugurulduktan
sonra sinekler havan igerisine aktarildi ve ilizerlerine tekrar sivi azot eklenerek
tokmak yardimiyla dikkatlice ezildi.

e Ezilen doku spatiil ile kaziarak siringa ucu yardimiyla temiz 1.5'luk bir
ependorf igerisine alindi.

e Doku hassas terazide tartild1.

e 100 ul 10X Pre-lizis tamponu 900 ul niikleaz icermeyen su igerisinde 1X'e
seyreltildi.

e | mg doku iizerine 5 ul pre-lizis tamponu eklenecek sekilde hesaplandi.

e Uzerine 1X Pre-lizis tamponu eklenen doku vortekslendi.

e Doku buz igerisinde 5 kez 20 saniye siireyle prob sonikator cihazinda sonike
edildi.

e Parcalanan doku 4 °C'de 10.000 rpm'de 2 dakika santrifiije edildi.

e Siipernatan dikkatlice uzaklastirildi.

e Peletin yaklasik 3 kat1 olacak sekilde lizis tampon eklendi.

e Doku 30 dakika buz icerisinde inkiibe edildi.

e Inkiibasyon isleminin ardindan 4°C'de 12.000 rpm'de 5 dakika santrifiije
edildi.

e Siipernatan dikkatlice temiz bir ependorf tiipe alinarak buz igerisine
kaldirildu.

e 0.5 ul DTT soliisyonu 250 ul Balance tamponu igerisine eklenerek Balance-
DTT tamponu hazirlandi.

e | ml siipernatan i¢in 300 ul Balance-DTT tamponu eklenecek sekilde hesap

yapild.
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e Eklenen Balance-DTT tamponunun ardindan 5ul o6rnek protein
konsantrasyonunu 6l¢mek i¢in ayrildi.

e Ornekler Western blot ¢alismalari i¢in -80°C'ye kaldirildi.

3.2.4. Protein Miktar Tayini

Protein konsantrasyonlar1t BCA Protein Assay kiti kullanilarak 6l¢iildii.
%1 SDS igerisinde farkli BSA konsantrasyonlarina sahip standartlar kullanilarak
standart egri ¢izildi.

Tablo 3.1. Protein miktar tayininde standart egrinin belirlenmesi i¢in kullanilan BSA

konsantrasyonlari.
Standart %1 SDS Miktar1 BSA Miktar Konsantrasyon
(nD (nD (ng/nb)

0 50 0 0

1 47,5 2,5 0,1
2 40 10 0,4
3 30 20 0,8
4 20 30 1,2

Protein Ornekleri %1 SDS kullanilarak 10 kat seyreltildi. 50A:1B
oraninda hazirlanan ¢ozelti (working reagent), standart ve protein Orneklerinin

iizerine 1 ml eklenerek karistirildi. Inkiibatér igerisinde 37 °C’de 30 dakika
bekletildi.

Proteinlerin 562 nm dalga boyundaki absorbans degerleri triplike
olacak sekilde spektrofotometrik (SpectraMax M2, Molecular Devices) olarak

olgiildii. Standart egri yardimiyla protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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3.2.5. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

e Camlar %70’lik etanol ve dH20 ile temizlendi ve proteinlerin molekiiler
agirliklarina gbre ayrilmasi i¢in camlar arasima ayirict jel dokiildii. Jelin
polimerize olmasi beklendi. Polimerizasyon isleminin ardindan toplayici jel
dokiildii ve taraklar iki cam arasina yerlestirildi.

e Jelin polimerlesmesini takiben taraklar ¢ikartilip jel Mini Trans-Blot

Electrophoretic Transfer Cell (Biorad) tankina yerlestirildi.

Rpd3 Elektroforez Kosullar

e Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi i¢in %15'lik ayirict ve
%S5'lik toplayici SDS poliakrilamid jelleri kullanildi.

e Ornekler kuyucuklara 45 pg olacak sekilde 1:5 oraninda 2-merkaptoetanol
iceren 5X laemmli tamponu ile karistirildi ve proteinlerin denatiire olmasi
amaci ile 95°C’de 8 dakika kaynatilarak buz igerisine alindi. 10 pl protein
molekiiler agirlik isaretleyicisi ve 6rnekler jele yiiklendi.

e 120 V’da 3 saat boyunca yiiriitiilerek protein ayrim islemi ger¢eklestirildi.

H3K27ac ve H3K18ac Elektroforez Kosullari

e Proteinlerin molekiiler agirliklarma gore ayrilmasi icin %12,5'luk ayiric1 ve
%S5'lik toplayici SDS poliakrilamid jelleri kullanildi.

e Ornekler kuyucuklara 30 pg olacak sekilde 1:5 oraninda 2-merkaptoetanol
iceren 5X laemmli tamponu ile karistirildi ve proteinlerin denatiire olmasi
amaci ile 95°C’de 8 dakika kaynatilarak buz igerisine alindi.

e 120 V’da 1,5 saat boyunca yiiriitiilerek protein ayrim islemi gergeklestirildi.
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3.2.6. Western Blot
Rpd3 , H3K27ac ve H3K18ac Islak Transferleri

e 9/6 cm boy/en oraninda kesilmis nitroseliiloz membran, 4 adet Whatmann
kagidi ve siingerler transfer tamponu (200 ml tampon + 200 ml metanol +
600 ml dH20) igerisinde 5 dakika bekletildi.

e Elektroforez isleminin ardindan jel camlar arasindan ¢ikartilarak toplayict jel
kesilip atild1 ve ayirict jel tamponu igerisine alind1.

e Islak transfer i¢in kasetin siyah kapagindan baslayacak sekilde sirasiyla
siinger, 2 Whatmann kagidi, jel, membran, 2 Whatmann kagidi, silinger
yerlestirildi ve sandvi¢ tamamlanarak kaset kapatildi.

e Kaset, igerisinde transfer tamponu ve buz kalibi bulunan tanka aktarilarak

120V’da 1,5 saat transfer islemi gergeklestirildi.

Hibridizasyon
Rpd3 Hibridizasyonu

e Transfer isleminin ardindan membran 6zgiil olmayan antikor baglanmalarini
onlemek amaciyla %0,1 TBS-T igerisinde hazirlanmis olan %5 BSA
icerisinde 1 saat oda sicakliginda calkalayicida inkiibe edilerek bloklama
islemi gerceklestirildi.

e Birincil antikor, %5'lik BSA soliisyonu igerisinde 1:1000 (Rpd3/HDACI -
rabbit) oraninda seyreltildi ve +4 °C’de 16 saat siire ile calkalayicida inkiibe
edildi.

e Ertesi giin membran yikama tamponu ile 4 defa 10 dk. araliklarla yikanarak
baglanmayan antikorlar uzaklastirild.

e Membran, horse radish peroksidaz (HRP) uyumlu sekonder antikor
solusyonu icerisinde 1:4000 (anti-rabbit) oraninda seyreltildi ve 1 saat oda
sicakliginda galkalayici iizerinde inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda yikama tamponu ile 4 defa 10 dk. araliklarla yikand.
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Protein bantlarinin goriintiillenmesi amaciyla, West Femto Supersignal
kemiliiminesans kit sollisyonlar1 1:1 oraninda kullanilarak goriintiileme
sollisyonu hazirlandi. Membran goriintiileme soliisyonu ile 5 dakika
karanlikta inkiibe edildi. GeneGnome cihazinda CCD kamera yardimiyla 1 ve
5 dakikalik pozlama siireleriyle goriintiilendi.

Rpd3 protein analizi i¢in total protein kantitasyonu gergeklestirildi. Bu islem
icin Ponceau-S kirmizist igerisinde 2 dakika boyunca tutulan membranin
30kDa ve yukarisinda kalan kisminin goriintiisii kaydedilerek Image J

programu ile analiz edildi.
H3K27ac ve H3K18ac Hibridizasyonu

Birincil antikor %5 bloklama soliisyonu igerisinde 1:1000  oraninda
seyreltildi ve +4 °C’de 16 saat siire ile ¢alkalayicida inkiibe edildi.

Ertesi glin membran yikama tamponu ile 3 defa 10 dk. araliklarla yikanarak
baglanmayan antikorlar uzaklastirild.

Membran, horse radish peroksidaz (HRP) uyumlu sekonder antikor
solusyonu icerisinde 1:4000 (anti-rabbit) oraninda seyreltildi ve 1 saat oda
sicakliginda galkalayici iizerinde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda yikama tamponu ile 4 defa 10 dk. araliklarla yikand.
Protein bantlarmin goriintiilenmesi amaciyla Immunobilon kemiliiminesans
kiti 1:1 oraninda karigtirild1 ve goriintiileme soliisyonu hazirlandi. Membran
goriintliileme soliisyonu ile 5 dakika karanlikta inkiibe edildi. Genegnome
cihazi kullanilarak CCD kamera yardimiyla 30 saniye ve 1 dakikalik pozlama
stireleriyle goriintiilendi.

Normalizasyon amact ile ifadesi degismeyen housekeeping protein olarak H3
histon kullanildi. Proteinleri goriintiileyebilmek i¢in Onceden membran
iizerine uygulanmis antikorlar stripping islemi ile uzaklastirildi. Bu islem
sirasinda membran 65°C'ye ayarlanmis olan hibridizasyon firminda 30 dakika
bekletildi. Ardindan 3 kez hizli, 3 kez 10'ar dakika %0.1'lik TBS-T ile
yikanarak bloklama ve antikor uygulamalarinin arkasindan goriintiileme
islemi gerceklestirildi. Protein bantlar1 Image] programi kullanilarak

dansiometrik olarak analiz edildi.



39

3.2.7. Fenilbiitirik Asit Uygulama Cahsmalar:

Ergin evreye ulagsmis olan sinekler Hacettepe Universitesi Fonksiyonel
ve Evrimsel Genetik Laboratuvari’nda standart besiyerine 5 mM ve 10 mM
fenilbiitirik asit eklenerek 5 giin ve 10 giin siireyle beslenmistir. Fenilbiitirik asit
eklenen besiyeri giin asir1 degistirilmis, kontrol grubunun besiyerlerine ise sadece
distile su eklenmistir. Fenilbiitirik asit uygulama siiresini gosteren zaman ¢izelgesi
Sekil 3.4’te gosterilmis olup bu Orneklere ait Western blot calismalari yukarida
aciklandig1 sekilde yapilmistir. Uygulama yapilan 100 ergin sinek takip edilerek

oliim olmadig1 gozlenmistir.

2. giin 3. giin 4. giin 6. giin 7. giin 12. giin 17.gin  22. giin >
l.evre 2.evre 3.evre  Erken pupa [Ergin 1] [Ergin 5] [Ergin 10]
dénemi ) '
Y
\ )
|
5 mM ve 10 mM PBA
Smn¢ Yabanil Tip

Kontrol 5mM 10mM | Kontrol 5mMPBA | 10 mM PBA
PBA PBA

Sekil 3.4. Yabanil tip (yt) ve SMA'll sineklere fenilbiitirik asit uygulama siiresini

gosteren zaman c¢izelgesi.
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3.2.8. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

Western blot ¢alismalarindan elde edilen sonuglar Image] programi
kullanilarak analiz edildi. Grafik c¢izimlerinde ve gruplar arasindaki istatistiksel
analizlerin degerlendirilmesinde GraphPadPrism8 programi kullanildi. Kullanilan
istatistiksel testler sekil altyazilarinda belirtildi. p<0.05 olan degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yabanil tip ve SMA'lh Sineklerin Larva ve Ergin Donemlerindeki Rpd3

Diizeylerinin Western Blot Yontemi ile Analizi

Fenilbiitirik asit uygulamasindan once, yabanil tip ve SMA'l
sineklerin 3. evre larva ve 5 giinliik ergin donemlerindeki Rpd3 diizeyleri Western
blot yontemi ile analiz edilmistir. Rpd3 protein diizeyinin ergin donemde larva
donemine gore daha yiiksek oldugu gozlenmekle birlikte bu fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (Sekil 4.1.).

A) B)
34 ns
lyt Yt SMA SMA Il
arva - Crgil - larva  ergin )
» I 3 SMA
1} 2- ns
Rpd3 ]
(65 kDa) 2
<]
o
© 14
3 1
Q.
) |l|
Total
p?o:ein 0- T T
o & 4 &
\0(4 & \'bé &L

Sekil 4.1. Yabanil tip (yt) ve SMA'l1 sineklerin (3. evre larva ve 5 giinliikk ergin
donemlerindeki) Rpd3 protein diizeylerinin analizi. A) Yabanil tip ve SMA'l
D.melanogaster'in larva ve ergin donemlerindeki Rpd3 diizeylerine ait Ornek
Western blot goriintiisli, B) Analiz sonuglarin1 gdsteren grafik. Rpd3 diizeyinin larva
ve ergin donemdeki diizeyinin anlamli sekilde degismedigi gézlenmistir. n=2, 10

ornek/tekrar, Unpaired t test, p>0.05, ns:anlamli degil. Veri £SEM.
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4.1.1. Histon Asetilasyon Analizlerinde Total Protein ve Histon Proteini

Karsilastirilmasi

Histon proteinleri iizerindeki modifikasyonlarin tanimlanmasi, bu
modifikasyonlarin biyolojik 6nemlerinin anlasilmasi agisindan olduk¢a Snemlidir.
Bu nedenle; histon proteinlerini hiicre i¢indeki diger proteinlerden ayirabilmek amaci
ile asit ekstraksiyonu yontemi gibi ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler,
aragtirtlacak olan 6rnekteki histon proteinlerinin modifikasyonlarinin kaybedilmeden
elde edilmesine imkan saglamaktadir (105). Bu caligmada, ergin sineklerden histon
ekstraksiyonu ile elde edilen histon proteinleri ve protein izolasyonu ile elde edilen
total protein karsilastirilmast H3K27 ve H3K18 asetilasyonlarinin Western blot
yontemiyle gosterilmesiyle yapilmistir. Histon proteinindeki asetilasyon diizeyinin
total proteine gore daha iyi korundugu gdzlenmis ve fenilbiitirik asit uygulamasi
sonrasinda ergin sineklerde yapilacak olan asetilasyon c¢aligmalarinda histon
ekstraksiyon yoOntemi ile izole edilen histon proteinlerinin kullanilmasina karar

verilmistir (Sekil 4.2).

. H3K27ac H3K18ac
— —_— (17 kDa) - T (17 kDa)
e @D '3 Histon H3 Histon
(17 kDa) - T .o
Sekil 4.2. H3K27 ve H3K18 asetilasyon diizeyinin total protein ve histon protein

orneklerinde karsilastirilmasi. (total protein n=2 tekrar 30 Ornek/tekrar, histon

proteini n=2 tekrar, 90 6rnek/tekrar.)
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4.1.2. Fenilbiitirik Asit Uygulamasi Oncesinde Yabanil tip ve SMA'l Sineklerde
H3K27 ve H3K18 Asetilasyon Diizeylerinin Western Blot Yontemi ile

Arastirilmasi

Yabanil tip ve SMA'll sineklerin H3K27 ve H3KI8 asetilasyon
diizeylerinin farkli olabilecegi diistliniilerek, fenilbiitirik asit uygulamasi 6ncesinde
her iki gruptaki ergin sineklerin H3K27 ve H3K18 asetilasyon diizeyleri Western
blot yontemiyle analiz edilmis ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadig gosterilmistir (Sekil 4.3.).

A)
1.5
ns
SMAI SMA2
yil y2 e 1.0
H3K27ac -~
—-— — S - (17 kDa) N
X
. £ 054
——— s
r (17 kDa)
0.0- "
yt SMA
B)
1.5
ns
2 1.0
SMA2 SMA1 yt2 ytl 3
H3K18ac >
i < <m— -
(17 kDa) T 05
il e — — 113 histon
(17 kDa) 0.0- :
yt SMA

Sekil 4.3. Yabanil tip (yt) ve SMA'll ergin sineklerde fenilbiitirik asit uygulamasi
oncesi H3K27 ve H3KI8 asetilasyon diizeylerinin karsilastirilmasi. A) H3K27
asetilasyon diizeylerine ait 6rnek Western blot goriintiileri ve analiz sonuglarini
gosteren grafik. Yabanil tip ve SMA'll sineklerin H3K27 asetilasyon diizeylerinde
anlamli bir degisiklik saptanmamistir. n=2 tekrar (90 6rnek/tekrar), Unpaired t test,
p>0.05, ns:anlamli degil. Veri #SEM. B) H3K18 asetilasyon diizeylerine ait drnek
Western blot goriintiileri ve analiz sonuglarin1 gosteren grafik. Yabanil tip ve SMA'l1
sineklerin H3K 18 asetilasyon diizeylerinde anlamli bir degisiklik saptanmamuistir.

n=2 tekrar (90 6rnek/tekrar), Unpaired t test, p>0.05, ns:anlamli degil. Veri =SEM.
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4.2. 5 Giin Siireyle Gerceklestirilen Fenilbiitirik Asit Uygulamasimin Yabaml
Tip ve SMA'lh D.melanogaster modelindeki H3K27 ve H3K18 Asetilasyon

Diizeylerine Etkisinin Western Blot Yontemi ile Analizi

Fenilbiitirik asit uygulamasi sonrasinda H3K27 ve H3K18 asetilasyon
diizeylerini takip etmek amaciyla, yabanil tip ve SMA’l1 ergin sineklerin standart
besiyerlerine 5 giin siireyle, 5 mM ve 10 mM fenilbiitirik asit uygulanmistir. Bu siire
icinde besiyerleri her giin degistirilerek taze fenilbiitirik asit uygulanmis, kontrol
gruplarina ise yalnizca dH20 verilmistir. 5 giin sonunda sineklerden histon protein
izolasyonlar1 gergeklestirilerek, H3K18 ve H3K27 asetilasyon diizeyleri Western blot
yontemi ile karsilagtirilarak analiz edilmistir. Western blot sonuglari, 5 giin siireyle
gerceklestirilen SmM ve 10 mM fenilbiitirik asit uygulamasinin yabanil tip ve
SMA'l sineklerdeki H3K27 asetilasyon diizeyini kontrol sineklere gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde artirdigini, H3K18 asetilasyonunda ise anlamli bir degisiklige

neden olmadigin1 gostermistir. (Sekil 4.4.)
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Sekil 4.4. 5 giin siireyle uygulanan fenilbiitirik asit'in yabanil tip (yt) ve SMA'l1
D.melanogaster'deki H3K27 ve H3K18 asetilasyon diizeylerine etkisi. (A) H3K18
asetilasyon diizeylerine ait 6rnek Western blot goriintiileri ve analiz sonuglarini
gosteren grafik. 5 mM ve 10 mM fenilbiitirik asit'in yabanil tip ve SMA'l
D.melanogaster'deki H3K18 asetilasyon diizeylerini kontrole gore degistirmedigi
saptanmistir. n=2 tekrar 50 ornek/tekrar, Two-way ANOVA, p>0.05, ns: anlamh
degil. Veri +SEM. (B) H3K27 asetilasyon diizeylerine ait 6rnek Western blot
goriintiileri ve analiz sonuglarin1 gosteren grafik. 5 mM ve 10 mM fenilbiitirik asit'in
yabanil tip ve SMA'l1 D.melanogaster'deki H3K27 asetilasyon diizeylerini kontrole
gore anlamli sekilde artirdigr saptanmistir. n=2 tekrar, 50 ornek/tekrar, Two-way

ANOVA, *p<0.05, **p<0.01. Veri £SEM.
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4.3. 10 Giin Siireyle Gerg¢eklestirilen Fenilbiitirik Asit Uygulamasinin Yabaml
Tip ve SMA'lh D.melanogaster modelindeki H3K27 ve H3K18 Asetilasyon

Diizeylerine Etkisinin Western Blot Yontemi ile Analizi

5 gilin boyunca uygulanan fenilbiitirik asit'in H3K27 asetilasyon
diizeyini artirdigin1 gosterilmesini takiben, yabanil tip ve SMA’ll ergin sineklerin
standart besiyerlerine 10 giin siireyle, 5 mM ve 10 mM fenilbiitirik asit
uygulanmigtir. Bu siire i¢inde besiyerleri her giin degistirilerek taze fenilbiitirik asit
uygulanmisg, kontrol gruplarina ise yalnizca dH20 verilmistir. 10 giin sonunda
sineklerden histon protein izolasyonlar1 gerceklestirilmis, H3K18 ve H3K27
asetilasyon diizeyleri Western blot yontemi ile karsilagtirilarak analiz edilmistir.
Western blot sonuglari, 10 giin siireyle gerceklestirilen 5 mM ve 10 mM fenilbiitirik
asit uygulamasinin yabanil tip ve SMA'l1 sineklerdeki H3K27 ve H3K 18 asetilasyon
diizeylerinde kontrol sineklere gdre anlamli bir degisiklige neden olmadigini

gostermistir. (Sekil 4.5.)
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Sekil 4.5. 10 giin siireyle uygulanan fenilbiitirik asit'in yabanil tip (yt) ve SMA'l1
D.melanogaster'deki H3K27 ve H3K18 asetilasyon diizeylerine etkisi. (A) H3K18
asetilasyon diizeylerine ait 6rnek Western blot goriintiileri ve analiz sonuglarini
gosteren grafik. (B) H3K27 asetilasyon diizeylerine ait O6rnek Western blot
goriintiileri ve analiz sonuglarin1 gosteren grafik. 5 mM ve 10 mM fenilbiitirik asit'in
yabanil tip ve SMA'll D.melanogaster'deki H3K27 ve H3K 18 asetilasyon diizeylerini
kontrole gore degistirmedigi saptanmistir. n=2 tekrar, 50 Ornek/tekrar. Two-way

ANOVA, p>0.05, ns:anlaml1 degil. Veri =SEM.
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4.4. Fenilbiitirik Asit Uygulamasinin Yabaml Tip ve SMA'lh D.melanogaster

modelinde Irkilme-Sigrama Davramsi1 Uzerine Etkisinin Analizi

Fenilbiitirik asitin yabanil tip ve SMA’li D. melanogaster’in lokomotor
fonksiyonlaria etkisinin arastirilmast amaciyla irkilme-sicrama davranislart analiz
edilmistir. Sineklere, H3K27 asetilasyonunda artis saptanan kosullarda fenilbiitirik
asit (5 giin, 5 mM) uygulanmig ve belirli sayida sinegin bulundugu tiipler zemine
vurulduktan sonra yatay konuma alinarak sineklerin hareketlilik siireleri 45 sn
boyunca dl¢lilmiistiir. Caligmalar sonucunda fenilbiitirik asit uygulanan yabanil tip
ve SMA'l sineklerin irkilme-sicrama yanitlarinda ¢oziicli (dH20) uygulanan kontrol

gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Sekil 4.6).

45 T
H s0
: y
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.
.

-~
=

B smnC kontrol
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Hareketlilik Stresi(sn)
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Sekil 4.6. Fenilbiitirik asit'in yabanil tip (yt) ve SMA'll D.melanogaster'in irkilme-
sigrama davramisi iizerine etkisi. Hacettepe Universitesi Fonksiyonel ve Evrimsel
Genetik Laboratuvari’nda gergeklestirilen fenilbiitirik asit (PBA) uygulamalar1 (5
mM, 5 giin) sonucunda yabanil tip (06326) ve SMA’li (SmnC) sineklerin irkilme-
sigrama yanitlarinda, ¢oziicii (dH20) uygulanan kontrol gruplarina gore anlamli bir
fark saptanmamuistir. Yabanil tip kontrol (n=34), yabanil tip fenilbiitirik asit (n=35),
SMA kontrol (n=37), SMA fenilbiitirik asit (n=40). Two-way ANOVA, p>0.05.
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5. TARTISMA

HAT enzimleri tarafindan kofaktor olarak kullanilan asetil-KoA’dan
histon proteinlerinin yapisinda bulunan lizin amino asitlerine asetil grubunun transfer
edilmesi ile meydana gelen histon asetilasyonu, lizerinde en ¢ok c¢alisilan histon
modifikasyonlarindan birisidir. Histon asetilasyonu sonucunda lizin amino asitleri
pozitif yiiklerini kismen kaybetmekte, bu sayede DNA-histon etkilesimi zayiflayarak
transkripsiyon faktorleri ve polimeraz enzimleri i¢in baglanma bolgesi olusmaktadir.
Bu durum, kromatinin yeniden diizenlenmesi ve transkripsiyonun artigt ile
sonuclanmaktadir. HDAC enzimleri ise HAT enzimlerine tersinir olarak caligarak,
lizin amino asitlerindeki asetilasyonun ortadan kaldirilmasinda goérev yapmaktadir.
Deasetilasyon olarak adlandirilan histon asetilasyonunun kaybi, lizin amino
asitlerinin pozitif yiiklerini yeniden kazanmasina ve transkripsiyonun baskilanmasina
neden olur. HDAC enzimleri, kromatinin yeniden diizenlenmesinde HAT
enzimlerinin asetilasyon aktivitelerini dengeler ve hiicre proliferasyonu,
farklilagmasi, apoptoz, replikasyon, hiicre gogii gibi hiicresel olaylarda kilit rol
oynar. HDAC enzim aktivitesini inhibe edebilen bilesikler olan HDAC inhibitorleri,
bu hiicresel mekanizmalar1 etkilemeleri nedeniyle epigenetik temelli tedaviler igin
onemli bir hedef haline gelmistir. HDAC inhibitorleri ile basta kanser olmak iizere,
SMA, Alzheimer, Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavilerine yonelik

caligmalar yapilmaktadir (56,59).

SMA, motor ndronlarin dejenerasyonu ve oliimii ile karakterize olan
norodejeneratif bir hastaliktir ve cocukluk ¢agi genetik hastaliklar1 arasinda ikinci
siklikta goriiliir. Son yillarda SMA tedavisine yonelik 6nemli gelismeler yasanmus,
FDA; gen tedavisi, antisense oligoniikleotit ve bir kiiglik molekiilii tedavide
kullanim i¢in onaylamistir. Ancak bu tedavilerin maliyeti ¢cok yiiksektir, ayrica ilaca
cevapta kisisel farkliliklar ve yan etkiler olduk¢a degiskenlik gdstermektedir. Bu
nedenle, sistemik bir hastalik olan SMA'da merkezi sinir sistemi ve periferal

dokulara etki edebilecek kombine tedavilere ihtiya¢c duyulmaktadir (106).
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Anabilim Dali’mizda daha 6nce gerceklestirdigimiz ¢aligmalarda, kisa
zincirli yag asiti grubu HDAC inhibitdrlerine yapisal olarak benzeyen yeni bilesikler
tanimlanmis ve SMA hastalarinin fibroblast hiicrelerinde SMN2 gen ifadesini
artirdig1r gosterilmistir. Bilinen HDAC inhibitorlerinin tiirevlendirilmesi yoluyla
sentezlenen bu bilesiklerin HDAC smiflarina  6zgli inhibisyon aktiviteleri
belirlenmis, farkli etkinliklerde olmak tizere HDACI, HDACS8 enzimlerine
digerlerinden daha yiiksek baglanma afinitesi gosterdigi ve inhibisyon aktivitesine
sahip oldugu in silico ve in vitro ¢aligmalar ile gosterilmistir (107). In silico ve in
vitro ortamdaki etkileri gosterilmis olan bilesiklerin in vivo kosullardaki etkilerinin
arastirilabilmesi i¢in  hasta bireylere benzer sekilde motor fonksiyon hatalari
gosteren SMA'lT  D.melanogaster modeli secilmistir. Bu sineklerde, 3. evre larva
doneminde hareket kaybi, ergin donemde ise sicrama ug¢ma bozukluklari, motor
noronlarda ve kas dokusunda islev bozukluklar1 goriilmektedir (108). Tirmanma ve
ucma gibi karmagik motor davranislara sahip olmasinin yani sira sensorimotor evresi,
gliya ve ¢ok ¢ekirdekli kas liflerini kapsayan gelismis bir ndromiiskiiler sisteme
sahip olmast nedeniyle D.melanogaster, SMA ile ilgili arastirmalarda siklikla
kullanilan bir modeldir. Kisa yasam dongiisii, ¢ok sayida yavru dol vermesi ve
onemli etik problemlerinin bulunmamasi ¢aligmalarda kullanimlarin1 daha elverisli
hale getirmekte, gen fonksiyonlarinin kesfedilmesinde ve hastaliklarda sahip
olduklart gorevlerinin ortaya ¢ikarilmasinda avantaj saglamaktadir. SMA’l
D.melagonaster modelinin farkli yontemler kullanilarak olusturulmasi, hastalik
patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasi agisindan da bilgi verici olmaktadir. Smn gen
yapisinin ~ tamamen  bozulmast  (amorfik) veya gen  fonksiyonunun
zayiflatilmasi/azaltilmasi (hipomorfik) yolu ile olusturulan SMA’li modeller, Smn
protein islevlerinin aydinlatilmasina ve Smn eksikliginde meydana gelen hiicresel
hatalarm  aydmnlatilmasma yardimcir olmustur. Ornegin, SMA'li sineklerin
yumurtalarindaki c¢ekirdek organizasyonunun bozulmasi ilk kez bu modelde
gbzlenmig, Smn proteininin niikleolus, ve kajal cisimcikler dahil olmak iizere

kromozom ve niikleer yapilarin korunmasindaki roliinii ortaya ¢ikarmistir (99).
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Bu tez calismasinin hedefi, SMA’li D.melanogaster modelinde
HDAC inhibitdr arastirmalarinda kullanilabilecek uygun evrenin ve kosullarin
belirlenmesidir. Bu sayede, bilesiklerin SMA'lT D.melanogaster modelindeki
molekiiler ve fonksiyonel etkilerinin hizli bir sekilde arastirilabilmesi miimkiin
olacaktir. Bu nedenle calismalarimizin ilk asamasinda, yabanil tip ve SMA’I
sineklerin 3. evre larva ve 5 giinliik ergin donemlerindeki Rpd3 (dHDACI) ifade
diizeyleri karsilastirilarak analiz edilmistir. Pupa donemine ge¢gmeden hemen once
olusan 3. evre larvalar beslenme aliskanliklarini keserek olgunlagsmakta, "gezinme
davranis1" olarak bilinen lokomotor donemi baglatmaktadir. Lokomotor aktivitenin
ortaya ciktigi bu donem, larvalarda Rpd3 ifade diizeyini arastirmak i¢in uygun
bulunmugtur. Larva ve ergin donemlerdeki Rpd3 ifade diizeyleri Western blot
yontemi ile arastirilmis olup calismalara normalizasyonda kullanilacak uygun
housekeeping proteinin belirlenmesi ile baglanmistir. Bu amagla histon 3 ve alfa
tiibililin proteinlerinin ifade diizeyleri analiz edilmis ancak larva ve ergin donem
arasinda histon 3 proteininin molekiiler agirliginda, alfa tlibiilin proteinin ise
ifadesinde farkliliklar saptanmigtir. Bu proteinlerin normalizasyon i¢in uygun
olmadiginin saptanmasi iizerine ¢alismalarda total protein normalizasyonu yontemi
kullanilmistir. Western blot sonuglari, Rpd3 ifade diizeylerinin SMA’l1 ve yabanil tip
sineklerin ergin donemlerinde larva donemine gore daha yiiksek oldugunu gostermis
olmakla birlikte bu bulgu istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica hayvan
laboratuvarinda ergin sineklerin larvaya gore daha kolay toplanip transfer
edilebilmesi de dikkate alinarak, fenilbiitirik asit uygulama caligmalarinin yapilacagi
uygun evrenin ‘“ergin donem” olduguna karar verilmis ve bundan sonraki

arastirmalarimiz ergin sineklerde yapilmistir.

Calismalarimizin devaminda histon asetilasyon analizleri yapilacagi
icin, asetilasyon caligmalarinda total protein ve histon proteini karsilastirilmasi
yapilmustir. Histon ekstraksiyonu ile elde edilen drneklerde modifikasyonlarin total
proteine gore daha iyi korundugu goriilmiis, calismalarin devaminda histon proteini

kullanilmasina karar verilmistir.
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Epigenetik disregiilasyon, molekiiler ve klinik anlamda farkliliklar
gosteren norodejeneratif hastaliklarda goriilen yaygin bir mekanizmadir. HAT ve
HDAC enzimlerinin tersinir aktivitesi ile korunan histon asetilasyon dengesi, hiicre
icerisindeki gen ifadesinin dogru bir sekilde kontrol edilmesi i¢in gereklidir.
Ornegin, D.melanogaster’in Huntington modelinde, Rpd3 ve Sir2 gibi HDAC enzim
diizeyleri azaltilarak ndron hiicrelerindeki toksisite engellenebilmistir. Ayrica,
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde HDAC2 ve HDACG6 diizeylerinin artist
epigenetik regiilasyonun bozulmasiyla iligkili bulunmustur. Bir bagka calismada ise
HDAC6 diizeyi azaltilmasiyla APP/PS1 fare modelinde ortaya ¢ikan hafiza
bozukluklar1 diizeltilebilmistir. (109,110). Bu bilgiler dogrultusunda, tez ¢aligmasinin
ikinci asamasinda, SMA’l1 ve yabanil tip sineklerin ergin donemlerindeki H3K18 ve
H3K27 asetilasyon diizeylerinde fark olup olmadigi histon izolasyonu yapilarak
aragtirtlmigtir. Yapilan analizler sonucunda yabanil tip ve SMA’l1 sineklerin H3K18
ve H3K27 asetilasyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamugtir.  Spesifik asetilasyon diizeylerinde anlamli bir degisiklik
saptanmamasinin total histon asetilasyon diizey degisikligini yansitmayabilecegi
diisiiniilmiis, ileriki calismalarda total asetilasyon diizeylerinin arastirilmasinin

onemli olabilecegi yorumu yapilmistir.

D.melanogaster ve insanda ayni hedefe/etki mekanizmasina sahip
olan birgok ilacin kesfedilmesinin yanisira sinek genomununda yer alan genlerin
insan genlerine gosterdigi yiiksek homoloji, ila¢ tarama c¢alismalarinin hizli ve etkili
bir bigimde yapilabilmesine yardimci olmaktadir. Bazt HDAC inhibitérlerinin SMN2
gen ifadesini degistirerek tam uzunluktaki Smn protein diizeyini artirdigr daha 6nce
yapilan caligmalarda gosterilmistir (61). HDAC inhibitorlerinin SMN2 promotor
bolgelerindeki asetilasyon diizeylerini ve/veya serin ve arjinin bakimindan zengin
olan splicing faktorlerinin ifade diizeylerini artirmasi, tam uzunluktaki Smn protein
diizeylerinin artis1 ile sonuglanmaktadir (111). Literatiir arastirmalarinda, HDAC
inhibitorlerinin  SMA’ll  sinek modeline uygulandigi herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Onceki ¢alismalarimizda sentezledigimiz inhibitrlerin SMA’I
Drosophila modeline uygulanabilmesi i¢cin gereken alt yapt bu tez caligmasi ile

olusturulmustur.
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Sentezlenen bilesiklerin kisa zincirli yag asit tiirevleri olmasi nedeni
ile bu tez caligmasinda, kisa zincirli yag asiti grubunda bir HDAC inhibitorii olan ve
FDA onay1 bulunan fenilbiitirik asit kullanilmistir. Fenilbiitirik asit, metabolitlerinin
biriken nitrojen atilimina yardimci olmasi nedeni ile iire dongiisii hastaliklarinda ya
da saperon oOzelligi nedeniyle kistik fibrozis gibi proteinin yanhs katlandigi
hastaliklarin arastirmalarinda kullanilmaktadir (112). Ergin sineklere bilesik
uygulamasi sirasinda takip edilen farkli yontem ve stratejiler bulunmaktadir.
Uygulanacak bilesik besiyeri ile karistirilarak, aerosol-gaz halinde veya enjeksiyon
yoluyla verilebilmektedir. Bu tez calismasinda fenilbiitirik asit besiyeri ile
karigtirilarak uygulanmistir. Bilesigin ergin sineklere besin yolu ile verilmesinde
izlenen ilk yaklagim, sinekleri 16-18 saate kadar a¢ birakmak ve ardindan bilesik
uygulanmis besiyeri iizerinde birka¢ dakikaligina beslenmelerini saglamaktir, fakat
bu yéntemin verimliligi oldukea diisiiktiir. Ikinci yaklasim ise, bu tez ¢alismasinda da
uyguladigimiz gibi fenilbiitirik asit iceren besiyeri ortamina birakilan ergin sineklerin
24 saatten fazla siireyle (5 glin ve 10 giin) beslenmelerini saglamaktir. Yiiksek
verimlilige sahip olan bu yontem biiylik popiilasyonlara bilesik uygulanmasina
imkan saglamakla birlikte, bilesik uygulanan besiyeri ortamina uzun siire maruz
kalmaya bagli olarak adaptasyon gelistirilmesi ve dokularin bilesige karst

duyarsizlagsmasi gibi dezavantaj tasimaktadir (72).

Drosophila embriyo hiicrelerinin kiiltiiriinde yapilan calismada
fenilbiitirik asit'in Rpd3 enzimini inhibe ederek H3K27 asetilasyonunu dogrudan,
H3K18 asetilasyonunu ise dolayli olarak artirdigi gosterilmistir (45). Bu tez
kapsaminda; fenilbiitirik asit uygulamasinin Rpd3 protein diizeyini dolayli veya
dogrudan degistirdigini gosterebilmek amaci ile uygulama sonrasinda takip edilecek
modifikasyon tipleri H3K27 ve H3KI18 asetilasyonu olarak belirlenmistir.
Calismalarimiz sirasinda, 5 mM ve 10 mM fenilbiitirik asit sineklere 5 giin ve 10 giin
stireyle verilerek, H3K18 ve H3K27 asetilasyon ifade diizeyleri takip edilmistir.
Fenilbiitirik asit uygulamasi sonrasinda sinekler 5 dakika sivi azot igerisinde
bekletilmis, ardindan -80 °C'ye kaldirilmis ve kurubuz igerisinde Anabilim Dali
Laboratuvar'imiza getirilmistir. 5 mM ve 10 mM konsantrasyondaki fenilbiitirik asit

5 gilin siireyle uygulandiginda, H3K27 asetilasyon diizeyini istatistiksel olarak
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anlamli sekilde artirmistir. Bununla birlikte, H3K18 asetilasyon diizeyinde bir
degisiklik yaratmamistir. Bu bulgular, fenilbiitirik asit’in H3K18 asetilasyon
diizeyini diizenleyen farkli HDAC enzimleri tarafindan kontrol edilebilecegini ve
fenilbiitirik asit’in bu enzimler {iizerinde etki gostermedigini diislindiirmiistiir.
Fenilbiitirik asitin histon asetilasyon artisin1 indiikledigi donemde sineklerin
lokomotor fonksiyonlarmin degisebilecegi diisliniilmiis ve yaygin kullanilan
lokomotor testlerden biri olan irkilme-sigrama deneyleri gerceklestirilmistir. 5 giin
stireyle 5 mM fenilbiitirik asit uygulanan yabanil tip ve SMA’l1 sineklerin irkilme-
sigrama yanitinda ¢oziicii uygulanan sineklere gore istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik goriilmemistir. Bilesik uygulama ¢aligmalarinin devaminda fenilbiitirik asit
daha uzun siireyle, 10 giin boyunca 5 mM ve 10 mM dozlarda uygulanmis, her iki
asetilasyonun diizeyinde de anlamli bir degisiklige neden olmamistir. 5 giin
uygulamada goriilen H3K27 asetilasyon artiginin, 10 giin uygulama sonrasinda
goriilmemesi, uzun siire maruz kalmaya bagli olarak ortaya ¢ikan adaptasyonun

fenilbiitirik asit duyarsizligina neden olabilecegini diisiindiirmistiir.

HDAC inhibitor aktivitesi oldugu bilinen fenilbiitirik asit kullanilarak
yapilan bu tez c¢alismasi sonucunda; SMA'li D.melanogaster modelinde HDAC
inhibitér aragtirmalarinda kullanilabilecek uygun evre ve kosullar belirlenmis ve
daha once sentezlenmis olan HDAC inhibitorlerinin etkilerinin in vivo ortamda

arastirtlabilmesine uygun altyap1 optimize edilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER
6.1. Sonuclar

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

e Bilesik uygulamasia uygun gelisimsel donemi belirleyebilmek i¢in, yabanil
tip ve SMA'll D.melanogaster'in larva ve ergin donemlerindeki Rpd3 ifade
diizeyleri arastirilmustir. Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, ergin
donemdeki Rpd3 ifade diizeyinin daha yiliksek oldugu gdzlenerek

uygulamalarin ergin donemde yapilmasi uygun bulunmustur.

e Histon asetilasyon c¢aligmalarinda total protein veya histon proteini
kullanilmasina karar vermek {izere karsilastirma yapilarak calismalarin histon

proteini devam edilmesinin uygun olduguna karar verilmistir.

e Fenilbiitirik asit uygulamasi Oncesinde yabanil tip ve SMA'lF ergin
sineklerden elde edilen histon proteinlerinde H3K27 ve H3K18 asetilasyon
diizeyleri Western blot yontemiyle arastirilmig ve istatistiksel olarak anlamli

bir fark olmadig1 saptanmustir.

e 5 mM ve 10 mM fenilbiitirik asit 5 giin siireyle yabanil tip ve SMA'll ergin
sineklere uygulandiktan sonra H3K27 ve H3KI18 asetilasyon diizeyleri
Western blot yontemiyle incelenmistir. Her iki dozda uygulanan fenilbiitirik
asit H3KI18 asetilasyonunu degistirmezken, H3K27 asetilasyonunda
istatistiksel olarak anlamli artisa neden olmustur. Bu donemde 5 mM
fenilbiitirik asit uygulanan sineklerin irkilme-sigrama yanitlarinda istatistiksel

olarak anlamli bir degisiklik saptanmamugtir.

e 5 mM ve 10 mM fenilbiitirik asit 10 giin siireyle yabanil tip ve SMA'l1 ergin
sineklere uygulandiktan sonra H3K27 ve H3KI18 asetilasyon diizeyleri

Western blot yontemiyle incelenmis ve anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.
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e Sonug olarak, kisa zincirli yag asiti yapisindaki bilesiklerle gerceklestirilecek
olan histon asetilasyon calismalarda bilesik uygulanacak uygun gelisimsel
donemin ergin donem, uygulama siiresinin 5 giin ve takip edilecek olan

asetilasyon tipinin H3K27 asetilasyonu oldugu gosterilmistir.

6.2. Oneriler

Ileride SMA'l sineklere uygulanacak kisa zincirli yag asitleri ¢aligmalarinda:

e Uygulanacak inhibitor bilesiklerinin standart besiyerleri ile karistirilarak ergin
donemde uygulanmasi,

e Gergeklestirilecek inhibitdr uygulamasi ¢alismalarinda, histon proteinleri ile
calisilmasi,

o Gergeklestirilecek inhibitdor uygulamasi c¢alismalarinda, H3K27 asetilasyon

diizeyinin takip edilmesi onerimizdir.
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