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OZET

BORA, G. Histon Deasetilaz Inhibitor Aktivitesinin Florometrik Yontemle
Gosterilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji
Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2006. DNA paketlenmesinin temel birimi
olan histonlarin amino kuyruklarinda bulunan lizin amino asitlerinin asetilasyonu, en
Oonemli post-translasyonel modifikasyonlardan birisidir. Histon asetil transferazlar
(HAT) histonlara asetil grubu takarak kromatinde lokal bir gevsemeye neden
olmakta, bdylece transkripsiyonun gerceklesmesini saglamaktadir. Histon deasetilaz
enzimleri (HDAC) ise histonlardan asetil grubunu cikartarak kromatinin siki
paketlenmesini saglamakta ve transkripsiyonu baskilanmaktadir. HDAC’larin histon
olmayan proteinlerin de deasetilasyonundan sorumlu olmasi ve biiyiikk protein
kompleksleriyle birlikte bulunmalar1 biyolojik fonksiyonlarinin  ¢esitliligini
gostermektedir. Son yillarda, HDAC’lar1 inhibe edebilen farkli yapida bilesikler
tanimlanmig ve hiicre boliinmesini durdurucu, apoptoz ve farklilagsmayi indiikleyici
etkilerinin oldugu, ayrica gen ekspresyonunu %?2-5 oraninda degistirdigi
gosterilmistir. Bu nedenle HDAC inhibitorleri tim diinyada c¢esitli kalitsal
hastaliklarin ve kanserin tedavisine yonelik caligmalarda arastirilmaya baslanmistir.
Laboratuvarimizda yiiriitilmekte olan “RNA Splicing Hatalarinin Neden Oldugu
Kalitsal Hastaliklarda Ilag Arastirma Gelistirme Caligmalari” bashikli  proje
kapsaminda HDAC inhibitérlerinin modifikasyonu ve sentezi ile splicing hatalarini
diizeltebilecek etkili bilesikler arastirilmaktadir. Tez ¢alismamiz bu projenin bir
parcasi olup, inhibitdr olarak bilinen trikostatin A (TSA), 4-fenil biitirik asit (FBA),
4-fenil biitirik asit sodyum tuzu (NaFBA) ve sodyum biitirat (NaBA)’1in inhibisyon
aktivitelerinin hiicre dis1 bir sistemde tayin edilmesini boylece ileriki aktivite tayini
calismalar i¢in tarama sisteminin hazir hale getirilmesini amag¢lamistir. “HDAC
Inhibitor ilag Tarama Kiti” kullanilarak gergeklestirilen aktivite tayini deneylerinde
HeLa cekirdek o6ziitiine 11,75 uM, 23,5 uM, 47 uM, 1000 pM, 2000 uM TSA ile
23,5 uM, 47 uM, 500 uM, 1000 uM, 2000 uM, 5000 uM FBA, NaFBA ve NaBA
uygulanmis ve floresan degerlerde TSA: %92,8 NaBA: %?29,6, FBA: %?25,5 ve
NaFBA: %24,8 oraninda azalma saglamistir. Floresans degerlerdeki azalma HDAC
aktivitesindeki azalmayr dolayisiyla inhibisyonun giiciinii  gostermektedir.
Analizlerimiz inhibisyon aktivitesi en yiiksek bilesigin TSA, sonra sirasiyla NaBA,
FBA ve NaFBA oldugunu, ayrica inhibisyon aktivitesinin doza bagh olarak arttigini
gostermistir. Bu inhibitorlerle sistemin hazir hale getirilmesini takiben inhibitor
aday1 olarak diisiiniilen dort bilesigin (2-fenil-vinil boronik asit (BIL 1), 3-morfolin-
propen-siilfonik asit (BIL 2), gallik asit (BiL 3), 4-kinolin karboksilik asit (BIL 4))
inhibisyon aktiviteleri 11,75 pM, 23,5 uM, 47 uM, 1000 puM, 2000 uM, 5000 uM
konsantrasyonda arastirilms, floresan degerlerde BIL 1: %9,5, BIL 2: %2.2, BIL 3:
%46,5, BIL 4’iin ise %11,2 oraninda azalmaya neden oldugu saptanmustir. BIL 1, 2
ve 4’tin inhibisyon aktivitelerinin bilinen inhibitdrlerden daha fazla olmadigi
gosterilmistir. BIL 3’iin inhibisyon aktivitesi istatistiksel olarak anlaml1 bulunmasina
karsin, 47 uM konsantrasyondan sonra meydana gelen mavi-yesil rengin saglikli
okumay1 engellemesi nedeniyle farkli bir tarama sisteminde arastirilmasinin uygun
olacagma karar verilmistir. Gergeklestirilen aktivite tayinleri, etkili inhibitor
gelistirilmesi i¢in yapilan ¢alismalarda On tarama sistemi olugturarak arastirmalara
hiz kazandiracaktir.

Anahtar sozciikler: Histon deasetilaz inhibitorleri, HDAC inhibisyon aktivite tayini
Destekleyen kurulus: TUBITAK (105G014 no’lu projenin bir pargasidir)
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ABSTRACT

BORA, G. Investigations of Histone Deacetylase Inhibitory Activity with
Fluorescence-based Technique. Hacettepe University Institute of Health
Sciences, MSc. Thesis in Medical Biology, Ankara, 2006. Histones are major
proteins of chromatin and amino terminal tails of histones are subject to acetylation,
which is the most important post-translational modification of chromatin. Histone
acetyl transferases (HAT) transfer acetyl group to the histones, which results in local
expansion of chromatin so transcription occurs. Histone deacetylases (HDAC)
catalyze the removal of acetyl groups from histones leading to chromatin
condensation and transcriptional repression. These enzymes function in multiprotein
complexes and they also regulate the acetylation pattern of non-histon proteins so
they possess diverse biological activities. Recently, many compounds have been
indentified and shown to inhibit the activities of HDACs. These inhibitors induce cell
growth arrest, differentiation and/or apoptosis and they alter the expression of small
number of genes (%2-5). Several studies have been initiated for the treatment of
some inherited diseases and cancer as well. Our laboratory participated in a project
which is called “Drug Research and Development Studies for Hereditary Diseases
Caused by RNA Splicing Defects”. This project proposes to modify and synthesize
HDAC inhibitors and to develop potential HDAC inhibitor compounds to correct
splicing defects. This thesis is a part of the project and we proposed to test and
compare activities of known inhibitors such as trichostatin A (TSA), 4-phenylbutyric
acid (PBA), 4-phenylbutyric acid sodium salt (NaPBA), sodium butyrate (NaBA) in
a cell-free, fluoresence-based system and to make the system ready for further
investigations. We utilized “HDAC Inhibitor Drug Screening Kit” for screening and
applied TSA (11,75 uM, 23,5 uM, 47 uM, 1000 uM and 2000 uM), PBA, NaPBA
and NaBA (23,5 uM, 47 uM, 500 uM, 1000 uM, 2000 uM and 5000 uM) on HeLa
nuclear extract. We observed that fluorescence signals decreased as TSA: 92,8 %,
NaBA: 29,6 %, PBA: 25,5 % and NaPBA: 24,8 % after applying the inhibitor.
Decreasing fluorescence signal shows HDAC activity so if the inhibitor is effective,
fluoresence signal should decrease. According to our analysis, we showed that TSA
is the most effective inhibitor and decreasing HDAC inhibitory activities are NaBA,
PBA and NaPBA, respectively. We also showed that the HDAC inhibitory activities
increased at higher concentrations of inhibitors. After screening activities of known
inhibitors, we investigated four candidate compounds such as 2-phenyl vinyl boronic
acid (Comp 1), 3-morpholine-propene-sulphonic acid (Comp 2), gallic acid (Comp
3), 4-quinoline carboxylic acid (Comp 4). 11,75 uM, 23,5 uM, 47 uM, 1000 pM,
2000 pM and 5000 pM concentrations of these compounds were applied and
decreasing fluorescence signals were observed as Comp 1: 9,5 %, Comp 2: 2,2 %,
Comp 3: 46,5 %, Comp 4: 11,2 %. Comp 1, 2 and 4 were found less effective than
known HDAC inhibitors.Unexpected blue-green color were seen after 47uM
concentration with Comp 3 so, in contrast to the statistical analyses, which is
significant for Comp 3 among candidate compounds, we decided to test the activity
by using another non-fluorescence-based system. Screening the activities of
inhibitors/compounds by using this system will contribute to the investigations of
effective drug development.

Key Words: Histone deacetylase inhibitors, HDAC inhibitory activity screening
Supported by: TUBITAK (This thesis is a part of a project no 105G014)
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1.GIRIS

DNA paketlenmesinin temel proteinleri olan histonlarin amino kuyruklari
cesitli  post-translasyonel modifikasyonlar gecirmektedir. Bu modifikasyonlar
histonlarin elektrostatik yiikiinii degistirerek histon olmayan proteinler i¢in tanima
bolgesi olusturmakta ve DNA replikasyonu, tamiri ve gen ifadesinin kontrolii gibi
biyolojik olaylar1 kontrol etmektedir. Asetilasyon, en ¢ok calisilan modifikasyon
olup, histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzim aileleri
tarafindan diizenlenmektedir. HAT’lar asetil grubunun, asetil koenzim A’dan
histonlarin amino kuyruklarina ve histon olmayan proteinlere transferini katalizleyen
enzimlerdir. HDAC’lar ise bu asetil gruplarim ¢ikartmakla gorevlidir. Histonlarin
asetilasyonu ile kromatinde lokal bir gevseme meydana gelerek transkripsiyon
gerceklesmekte, deasetilasyon ile kromatinin siki paketlenmesi saglanarak
transkripsiyon baskilanmaktadir (1). HAT ve HDAC’larin diizgiin fonksiyon
gormesi, sorunsuz hiicre biiyiimesi i¢in gereklidir. Son yillarda HDAC’lar inhibe
edebilen bilesikler (HDACi) tanimlanmistir. HDAC’larin biyolojik fonksiyonlarinin
cesitli olmasit nedeniyle, HDAC inhibitorlerinin etkileri kalitsal hastaliklarda ve
kanser tiirlerinde arastirilmakta, inhibitorler bu hastaliklarin tedavisi igin potansiyel

ilag adaylar1 olarak goriilmektedir (2).

Tez kapsaminda HDAC inhibitorlerinin etkilerinin hiicre dis1 sistemde
gosterilmesi, bu etkilerin birbirleriyle karsilastirilmasi ve rasyonel tasarimla modifiye
edilecek/yeni sentezlenecek olan HDAC inhibitorlerinin arastirilmasina imkan

yaratilmast amaclanmustir.

Caligmamizin ilk asamasinda inhibitér etkisi oldugu bilinen bilesiklerden
trikostatin A (TSA), 4-fenil biitirik asit (FBA), 4-fenil biitirik asit sodyum tuzu
(NaFBA) ve sodyum biitirat (NaB)’in farkli konsantrasyonlardaki inhibisyon
etkinlikleri degerlendirilmis, ikinci asamasinda ise bu bilgi kullanilarak “RNA
Splicing Hatalarinin Neden Oldugu Kalitsal Hastaliklarda Ilac Arastirma Gelistirme
Calismalar1” baslikli, 105G014 numarali TUBITAK projesi kapsaminda ilag aday1

olarak diisiiniilen dort bilesigin inhibisyon etkileri arastirllmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. DNA’nin Paketlenmesi:

Okaryotik canlilardaki kromozom sayilari ve boyutlar1 tiirler arasinda
degisebilmesine ragmen, kromozomun temel yapisi tiim okaryotik canlilarda aymdir.
Okaryotik kromozomlar hiicrede birden fazla olup dogrusal DNA molekiiliinden
olusurlar. Okaryotik hiicrelerdeki DNA, histon ve histon olmayan proteinlerle sikica
paketlenmis halde ¢ekirdek icerisinde bulunur. DNA ve proteinlerin olusturdugu bu
komplekse kromatin adi verilir. Kromatinin yapisinda bulunan histon olmayan
proteinler DNA replikasyonu ve gen ekspresyonu gibi biyolojik olaylarda gérev
alirlar (3,4). Kromatinin major proteinleri ise histonlardir. Histonlar lizin ve arjinin
amino asitlerince zengin olup, bazik yapida, 102-135 amino asit iceren kiiciik
proteinlerdir ve pozitif yiikleri sayesinde negatif yiiklii olan DNA’ya kolayca
baglanabilirler. H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak iizere bes tip histon proteini vardir.
Bu proteinler tim okaryotik canlilar arasinda benzerlik gostermekte olup, tiirler

arasinda en ¢ok korunmus olanlar H3 ve H4, en az korunmus olan ise H1 proteinidir

Q).

DNA’nin paketlenmesi birden fazla asamada gerceklesen bir olaydir. Cift
iplikli, dogrusal DNA’nin paketlenmesi niikleozom olusumuyla baslamaktadir.
Niikleozom paketlenmenin temel birimi olup, DNA’da yaklasik 200 niikleotitte bir
tekrarlayan birimler halinde bulunmaktadir. Niikleozom, kor niikleozom ile baglac
DNA’dan meydana gelmektedir. Kor niikleozom, 146 baz ciftlik DNA’nin 1,65
doniis yaparak histon oktameri iizerine sarilmasiyla olusan bir yapidir. Histon
oktameri ikiser adet H2A, H2B, H3 ve H4’ten olugmaktadir. H1 ise yaklasik 80 baz
ciftinden olusan baglac DNA ile oktamer arasinda bulunmaktadir (Sekil 2.1.A). DNA
histon proteinleriyle paketlenerek alti kat kisaltilir ve hiicre dongiisiiniin interfaz
evresinde cekirdek icinde 30 nm capli kromatin formunda dagilmis halde bulunur.
Hiicre boliinmesi sirasinda kromatin kisalip kalinlasarak, iskelet proteinlerinin de

devreye girmesiyle kromozomlar1 olusturmaktadir (1, 3, 4) (Sekil 2.1.B).



A) K ikl .
) | Kor nikleozom Baijlag DNA Histon ul_mayran
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Histon oktameri

Kor niikleozom

Sekil 2.1. DNA’nin paketlenmesi:

A) Histon oktameri ve niikkleozom yapisi—Cooper dig.
(3)’den alinmistir

B) Paketlenme ile kromozom olusumu-Klung ve dig. (9)’den
alinmistir



Histon proteinleri histone fold motifi iceren globular yapida karboksil ve
amino kuyruk bolgelerini icermektedir (5, 6). Bu motifte 3 tane «-heliks 2 ilmek
(loop) ile baglanmis halde bulunmaktadir (Sekil 2.2.A). Niikleozom olusumu
sirasinda oncelikle H3-H4 ve H2A-H2B proteinleri birbirlerine baglanarak dimerleri
olusturmakta, H3-H4 dimerlerinin tetramer formunu almasindan sonra H2A-H2B

tetrameri ile birleserek histon oktamerini olusturmaktadir (1,5) (Sekil 2.2.B).
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Sekil 2.2. Histon proteinleri: A) Histon proteinlerinin yapisi

B) Oktamer olusumu-Alberts ve dig. (1)’den alinmistir



Histone fold bolgesi diger histonlarla ve DNA ile etkilesime giren kisimdir.
DNA ve histon kor kompleksi arasindaki baglanmada hidrojen baglart rol
oynamakta, ayrica hidrofobik etkilesimler ve tuz kopriileri de histonlar ile DNA’y1
birarada tutmaktadir (1). Niikleozomu olusturan histon proteinlerinin amino kuyruk
bolgeleri niikleozomun digarisinda kalarak diger proteinler icin etkilesim yiizeyi
olusturmakta ve cesitli post-translasyonel modifikasyonlar gecirirek biyolojik

olaylarda gorev almaktadir (7).

2.2. Histonlarin Post-Translasyonel Modifikasyonlari

Insan genomunda yaklastk 20,000-25,000 protein  kodlayan gen
bulunmaktadir (8). Bir genin ifade edilebilmesi i¢in kromatin yapisinin gevsemesi ve
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi gerekmektedir. Gen ekspresyonunun
transkripsiyonel seviyede diizenlenmesi, kromatinin yeniden modellenmesi ve histon

modifikasyonlar ile saglanmaktadir (9).

Histonlarin amino kuyruk bolgelerinde gerceklesen farkli tipteki
modifikasyonlarin, kromatine degisik gorevler yiiklemesine histone code hipotezi adi
verilmektedir. Asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikutinasyon, ADP-
ribozilasyon olmak iizere cesitli post-translasyonel modifikasyonlar bulunmaktadir.
Bu modifikasyonlar birbirleriyle iliskili olarak ve diziye 0zgiill bir bicimde
gerceklesmektedir. Ornegin; 3. histonun 10. serin amino asitinden fosforilasyonu 14.
lizin asetilasyonunu stimiile etmekte, 14. lizin deasetilasyonu ise 9. lizinin
metilasyonuna neden olmaktadir. Modifikasyonlarin histonlarin elektrostatik yiikiinii
etkileyerek kromatin yapisini degistirdigi ve protein kompleksleri i¢in tanima bolgesi
olusturdugu diisiiniilmektedir. Boylece histon-DNA ve histon-histon iligkisi
etkilenmekte, DNA paketlenmesi, replikasyonu, tamiri ve gen ifadesinin kontrolii

gibi bir¢ok biyolojik olay kontrol edilebilmektedir. (7,10-12) .



2.3. Histon Asetilasyonu

Histon modifikasyonlarindan iizerinde en ¢ok ¢alisilan histon asetilasyonudur
(7). Negatif yiiklii asetil grubunun amino kuyruk bolgesine takilmasiyla pozitif yiiklii
lizin amino asiti yiikiinii kismen kaybetmekte, kromatinde gevseme meydana
gelmekte, transkripsiyon faktorlerinin genlerin promotor bolgelerine ulasmalari
kolaylagsmakta ve bu sayede transkripsiyon gerceklesmektedir. Asetilasyon geri
doniisiimlii olarak gerceklesen bir olaydir. Lizin amino asitinden asetil grubunun
cikartilmasiyla kromatin tekrar kondense olmakta ve transkripsiyon baskilanmaktadir
(10,13) (Sekil 2.3). Kromatinin belli bir bolgesinde histonlarin asetile olmasi, o
bolgenin transkripsiyonel agidan aktif oldugunu gosterirken, deasetile olmasi
transkripsiyonun baskilandigin1 gostermektedir. Histon asetilasyonu transkripsiyonel
diizenlenmenin yaninda epigenetik kalitim ve DNA replikasyonu gibi biyolojik

olaylarda da gorev almaktadir (7,14).
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Sekil 2.3. Histonlarin amino kuyruklarinda bulunan lizin amino asitinin

asetilasyonu (13).



Histon kuyruklarinda asetile edilecek olan lizinin yakinindaki amino asit
dizisinin, asetilasyon enzimlerinin 6zgiil baglanmasinda rolii vardir. Asetilasyon her
zaman ayn1 amino asitlerden gerceklestirilmektedir. Ornegin, histon 3 ozellikle 9.,
14., 18. ve 23., histon 4 ise 5., 8., 12. ve 16. pozisyonlardaki lizin amino asitlerinden

asetillenmektedir (7,15).

Histonlarin asetilasyonu histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz
(HDAC) enzim aileleri tarafindan diizenlenmektedir. Bu iki aile transkripsiyonun
diizenlenmesi, genlerin sessizlestirilmesi, hiicre dongiisii, kas ve lenfosit
farklilagmasi, ndronal fenotipin diizenlenmesi, DNA replikasyonu ve DNA hasarina
karsi cevabin olusturulmasinda rol oynamaktadir (16). Histon asetilasyonu ve
deasetilasyonu arasindaki denge normal hiicre biiylimesi ve fonksiyonu igin

gereklidir.

2.4. Histon Asetil Transferazlar

Histon asetil transferazlar; asetil koenzim A’daki asetil grubunun, histonlarin
amino kuyruklarindaki lizinin e-amino grubuna transferini katalizleyen enzimlerdir
(Sekil 2.3). Giiniimiize kadar HAT aktivitesine sahip, substrat 6zgiilliigii olan 30
protein gosterilmistir. Bu proteinler dizi benzerliklerine gore farkli smiflara
ayrilmakta ve multiprotein kompleksleriyle birlikte transkripsiyon koaktivatorii
olarak fonksiyon gormektedir. HAT’lar histon proteinlerinin yani sira histon

olmayan proteinlerin de asetilasyonundan sorumludur (6,14).

HAT enzimlerinde meydana gelen mutasyonlarin fotal gelisim
bozuklukluklarina, cesitli hematolojik, epiteliyal, kolorektal ve gastrik kanserlere

neden oldugu gosterilmistir (6,17).



2.5. Histon Deasetilazlar

Histon deasetilazlar, histonlarin amino kuyruklarindaki lizin amino
asitlerinden ve histon olmayan proteinlerden asetil gruplarimi ¢ikartan enzimlerdir
(Sekil 2.3). Histonlarin deasetilasyonu kromatinin kondanse olmasini, bdylece gen
ifadesinin baskilanmasini saglarken, histon olmayan proteinlerin deasetilasyonu
DNA replikasyonu, hiicre dongiisii ve apoptozun diizenlenmesinde gorevlidir

(18,19). Bugiine kadar 18 insan HDAC enzimi tanimlanmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. 1., II. ve III. Simif histon deasetilaz enzimleri

Siif Enzim Amino asit sayis1 Kromozomal Lokalizasyon
I HDAC 1 428 1p34.1
HDAC 2 488 6921
HDAC 3 428 5q31.1-5g31.3
HDAC 8 377 Xq21.2-Xq21.3/ Xq13
II HDAC 4 1084 2q37
HDAC 5 1122 17921
HDAC 6 1215 Xpl11.23
HDAC 7 855 12q13.1
HDAC 9 1011 22q13.31-13.33
HDAC 10 >700 3p25.1
I SIRT 1 747 10q22.2
SIRT 2 373 19q13
SIRT 3 399 11p15.5
SIRT 4 314 12q
SIRT 5 310 6p22.3
SIRT 6 355 19p13.3
SIRT 7 400 17q
HDAC 11 L. ve II. sinif deasetilazlarin her ikisiyle de homoloji gdstermektedir.




HDAC enzimleri ii¢ sinif altinda incelenmektedirler.

I. Simf Deasetilazlar: Maya Rpd3 proteinine homolog olup, HDAC 1, 2, 3
ve 8 enzimlerini kapsamaktadir. Bu enzimlerin molekiiler agirliklar1 22-55 kDa’dur
ve katalitik bolgeleri homoloji gostermektedir. Hiicrelerde siirekli eksprese olan I.
simf  deasetilazlar,  cogunlukla  ¢ekirdekte  bulunarak  transkripsiyonu
diizenlemektedir. Ornegin, HDAC 1’in p53 regiilasyonunda gorev aldidi, ayrica
MyoD ile kompleks olusturarak miyoblastlarin boliinmesini baskiladigi, HDAC 3’iin
ise baska bir transkripsiyon faktorii olan TFII-1’nin fonksiyonunu diizenledigi

bilinmektedir (17).

II. Smmif Deasetilazlar: Maya Hdal proteinine homoloji gosteren ve HDAC
4,5, 6, 7,9 ve 10 enzimlerini kapsayan siniftir. HDAC 6 ve 10 iki adet katalitik
bolge icerdikleri icin ayn bir alt sinif olarak degerlendirilmektedir. Bu grup enzimler,
L. simif deasetilazlara gore yapisal olarak daha biiyiik olup molekiiler agirliklar1 120-
130 kDa’dur. Dagilimlarinin dokuya 6zgiil olmasi ve ¢esitli hiicresel sinyallere gore
cekirdekle sitoplazma arasinda gidip gelmeleri, hiicresel gelisim ve farklilasmada
degisik gorevleri oldugunu gostermektedir (20,21,22). HDAC 4, 5 ve 9’un kalp,
iskelet kas1 ve beyinde, HDAC 7’nin CD4/CD8 pozitif timositlerde, HDAC 6’1nin
testislerde, HDAC 10’un ise karaciger, dalak ve bobreklerde fazla eksprese olduklar
gosterilmistir (21). Ayrica HDAC 4’iin sadece embriyonik donemde eksprese olmasi
ve HDAC ekspresyonlarinin embriyonik gelisim siiresince degisiklik gostermesi,
HDAC’larin embriyogenezin degisik evrelerinde gorev aldigimi diisiindiirmektedir

(20).

I. ve II. sinif deasetilazlar DNA ve histonlara direkt olarak baglanamazlar.
Cogunlukla biiytik transkripsiyon faktdr komplekslerinin bileseni olarak bulunurlar.
Farkli proteinlerle kompleks olusturmalari, fonksiyonlarinin da farkli oldugunu
gostermektedir. Ornegin; HDAC 4, 5 ve 7 MEF2’yi inhibe ederek kas hiicre
farklilagmasim baskilamakta (20), HDAC 6 yanlis katlanmis proteinlere kars1 stress
cevabinin olusturulmasinda rol oynamakta, HDAC 7 ise timuste T hiicre

farklilagmasinin diizenlenmesinde gorev almaktadir (17, 18, 20).
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III. Smif Deasetilazlar: NAD bagimli-Sirtuin enzim ailesini kapsamakta ve
maya Sir2 proteini ile homoloji gostermektedir. Sirtuinler 1. ve II. simf
deasetilazlarla homoloji gostermeyen 275 amino asitlik korunmus bir katalitik bolge
icermektedir. Sir 2 ailesiyle yapilan aragtirmalar, bu sinifin iiyelerinin primer

substratlarinin histonlar olmadigim gostermistir (16).

I. ve II. sinif deasetilazlarin yaklagik 390 amino asitlik korunmug bir katalitik
bolgeleri bulunmaktadir. Bu bolge iginde ve cevresinde bulunan yapisal bazi
farkliliklar, substrat se¢imi gibi fonksiyon degisikliklerine neden olmakta, bu sayede

0zgiil HDAC inhibitérleri gelistirilebilmektedir (23) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Histon deasetilazlarin sematik gosterimi-Ruijter ve dig.(19)’den alinmustir.

(Katalitik bolgeler koyu renk ile gosterilmistir)

2.6. Histon Deasetilaz inhibitorleri

Potansiyel ila¢ hedefi olmalar1 nedeniyle, tibbi agidan 6nemli olan HDAC’lar1
inhibe edebilen bir¢cok molekiil gelistirilmistir. HDAC inhibitorleri (HDACI) yapisal
ozelliklerine gore hidroksamatlar, siklik tetrapeptidler, benzamidler, elektrofilik

ketonlar ve kisa zincirli yag asitleri olmak iizere bes sinifa ayrilmakta (Bkz. Ek1), 1.
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ve II. simmf deasetilazlar1 inhibe etmektedir. HDAC inhibitorleri nanomolardan
milimolar konsantrasyona kadar degisik etkinlik diizeylerine sahiptir. (24,25,26)
Hidroksamatlar en kuvvetli inhibitor grubunu, siklik tetrapeptidler ise yapisal
olarak en kompleks inhibitér grubunu olusturmaktadir. Her iki grubun iiyeleri de nM
konsantrasyonda etkili, kuvvetli inhibitorlerdir. Benzamid ve elektrofilik keton
grubuna giren inhibitorler, hidroksamat ve siklik tetrapeptidlerden daha az etkili olup

UM konsantrasyonda etki gostermektedir.

Kisa zincirli yag asitleri mM konsantrasyonda etki gosteren en zayif inhibitor
grubunu olusturmaktadir. Bu grupta biitirat (BA), sodyum biitirat (NaBA), fenil
biitirik asit (FBA), fenil asetik asit (FAA) ve valproik asit (VPA) bulunmaktadir.
Biitirat ilk tanimlanan HDAC inhibit6rii olup, sadece HDAC lara degil, DNA/protein
metilasyonu ve fosforilasyonu iizerine de etkilidir. Kisa zincirli yag asitlerinin
toksisiteleri az olmakla birlikte yar1 Omiirleri kisadir. Kanser aragtirmalari igin,
plazmadaki yar1 Omiirlerinin kisa olmasi ve yiiksek konsantrasyonda etki
gostermeleri nedeniyle diger inhibitor gruplann kadar uygun bilesikler degildir
(17,24-26). Splicing mutasyonlarimin neden oldugu kalitsal hastaliklarin tedavisine
yonelik yapilan ¢alismalarda bu grup inhibitorler tercih edilerek (27, 28), inhibisyon
etkilerinin ve yar1 omiirlerinin arttirllmasi i¢in ¢esitli modifikasyonlar gelistirilmeye

calisilmaktadir.

2.7. Histon Deasetilaz inhibitorlerinin Etki Mekanizmalar:

HDAC inhibitorleri, histon asetilasyonunu saglayarak bazi genlerin ifadesini
degistirebilecegi gibi, transkripsiyon faktorleri ve tiimor baskilayici proteinler gibi
histon olmayan baz1 proteinlerin asetilasyonunu arttirarak da biyolojik aktiviteleri
etkilemektedir (24,29). HDAC inhibitorleri uygulanarak histonlarin deasetilasyonu
engellenmekte, histonlar asetilli halde kalmakta ve transkripsiyonun siirekliligi

saglanmaktadir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. HAT, HDAC ve HDAC inhibitorleri arasindaki iliski

HDAC inhibitorii uygulanan hiicrelerde genlerin %?2-5’inin ekspresyon
diizeyi degismektedir (24). Bu degisikligin nedenleri kesin olarak agiklanamamakla
birlikte histon veya transkripsiyon faktorii gibi histon olmayan proteinlerdeki
asetilasyon artisindan ve/veya asetilasyonun indirekt etkilerinden kaynaklandig

diisiiniilmektedir.

HDAC inhibitorleri, transkripsiyonel etkilerinin yanisira, kanser hiicrelerinde
hiicre dongiisiiniin inaktif olan G2 kontrol noktasini aktif hale getirerek hiicre
boliinmesini durdurmakta ve apoptozu uyarmaktadir (30,31). Kanser hiicrelerinin
HDAC inhibitérleri tarafindan indiiklenen apoptoza karsi daha duyarli olduklari
bildirilmistir (29,32). Ayrica, HDAC inhibitorlerinin, kanser hiicre biiyiimesinin
inhibisyonunda gorev alan genlerin asetilasyonunu arttirdifi ve bu sayede hiicre

bitytimesini durdurucu etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

Splicing mekanizmasi1 bozuklugu nedeniyle olusan kalitsal hastaliklarda
HDAC inhibitorleri kullamilarak tedaviye yonelik arastirmalar yapilmaktadir (27,
28). Histon deasetilaz inhibitorleri grubundan olan kisa zincirli yag asitleri ile

yapilan ¢alismalar iimit vaad etmektedir. mRNA’nin olgunlagmasi i¢in gerekli bir
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mekanizma olan splicing; intron dizilerinin ¢ikartilmasi ve protein kodlayan diziler
olan ekzonlarin biraraya getirilmesi islemidir (33). Cikmasi1 gerekli olan intronun
cikartilamamasi1 (intron retention), introna komsu ekzonun cikartilmas: ile
gerceklesen ekzon atlanmasi (exon skipping) veya spliceosome kompleksinin dogru
bir sekilde kurulamamasi gibi nedenlerle splicing hatasi meydana gelmektedir.
Splicing’in dogrulugunu kontrol eden baz dizilerine Exonic Splicing Enhancer (ESE)
ve Exonic Splicing Silencer (ESS) ad1 verilmektedir (34). ESE dizilerine SR protein
ailesi baglanmaktadir. ESS dizileri ise, i¢inde bulunduklari ekzonun atlanmasini

saglayarak splicing’i kontrol etmektedir (35)

HDAC inhibitorlerinin etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle birlikte,
SR proteinlerinin miktarimi arttirdigi ve ekzon skipping’i engelleyerek splicing’in
dogru gerceklesmesini sagladigi kabul edilmektedir (36). Diger bir hipotez ise,
HDAC inhibitorlerinin transkripsiyon faktorlerini aktive ettigi, fonksiyonel olmayan
gen promotoriine baglanmasini sagladigt ve tam uzunlukta RNA olusumunu

indiikledigi iizerine kurulmustur (37,38).

2.8. Histon Deasetilaz ve Inhibitor Etkilesimi

HDAC ve inhibitorler arasindaki yapisal iligki, bir memeli HDAC homologu
olan ve Agquifex aeolicus bakterisinden elde edilen HDLP (Histone deacetylase-like
protein)’nin kristal yapisinin, TSA ve suberoylanilid hidroksamik asit (SAHA)
inhibitorleri kullanilarak aciga cikartilmasiyla elde edilmis ve HDLP’nin, TSA ve
SAHA ile direkt olarak etkilestigi gosterilmistir (39) (Sekil 2.6.C).

HDLP ile yapilan caligmanin ardindan insan HDAC 8’i hidroksamat grubu
inhibitorleri ile ¢alisilmis, boylece kristal yapisi ortaya ¢ikartilarak katalitik bolgenin
ic boyutlu yapis1 gosterilmistir (Sekil 2.6.B). Her iki ¢alismada da katalitik bolgede
bulunan ¢inko atomu ile inhibitoriin direkt etkilesiminin oldugu ve inhibisyonun

gerceklesmesi icin ¢cinko atomunun gerekliligi gosterilmistir (39,40,41)
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Sekil 2. 6. HDAC ve inhibitor etkilesimi

A) HDAC inhibitorlerinin temel yapisi-Grozinger ve dig.(23)’den
alinmustir.

B) HDAC 8-TSA etkilesiminin ii¢ boyutlu goriintiisii (Ribbon diagrami)-
Finnin ve dig.(39)’den alinmistir.

C) HDLP-TSA etkilesiminin ii¢c boyutlu goriintiisii (Space-filling model)-

Somoza ve dig.(40)’den alinmistir.

Kristal yapisi ilk aydinlatilan enzim olan HDLP, 16 tane o heliks ve 8 tane
paralel dizilmis [ tabakadan olusan bir proteindir. o heliks ve P tabakalarin
katlanmalar1 sonucunda bir ucu kapali, dar ve tiip seklinde bir yap1 olusmaktadir.

Tiipiin u¢ kismi en dar bolgesidir ve ¢cinko atomunun bulundugu kisimdir.
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HDAC inhibitorleri yapisal olarak ii¢c bolge icermektedir (Sekil 2.6.A).
Fonksiyonel bolge metal baglayici kisim olup enzimin aktif bolgesine yani tiipiin ug
kismina baglanmakta, alifatik zincir enzim yapisindaki tiip boyunca uzanmakta, cap
bolgesi ise ylizey tanimadan sorumlu olup tiipiin giris kismu ile etkilesmektedir.
HDLP ile TSA’nin etkilesimi incelenerek, TSA alifatik zincirinin tiip yapisi icerisine
dogru uzandigi, hidroksamat grubunun ise aktif bolgedeki cinko ile etkilestigi
gosterilmistir. (23, 39, 42).

Kristal yap1 diizeyinde aciklanabilen HDAC ve inhibitor etkilesimlerinden
yararlanilarak diger HDAC enzimlerinin yapilarim1 aydinlatmaya yonelik olarak

aragtirmalar devam etmektedir (46).

2.9. Histon Deasetilaz Inhibitorleri ile ilgili Klinik Calismalar

Cesitli kalitsal hastaliklar, kanser, paraziter enfeksiyonlar ve diyabette HDAC

inhibitorii kullanilmasina yonelik arastirmalar yiiriitiilmektedir.

Cocukluk cagi en sik goriilen kalitsal hastaliklarindan olan Spinal Miiskiilar
Atrofi’den sorumlu olan Survival Motor Neuron (SMN) geni iizerinde yapilan
caligmalarda NaBA, FBA ve VPA’in splicing hatasimi diizelttigi ve fonksiyonel
protein diizeyini arttirdigi bildirilmistir (27, 28, 44).

Kalitsal bir poliglutamin tekrar hastaligi olan Huntington Hastaligi’nin
molekiiler patogenez nedeninin transkripsiyon regiilasyon bozuklugu olabilecegi
diisiiniilerek yapilan fare calismalarinda SAHA’nin kan beyin bariyerini gecerek
beyinde histon asetilasyonunu arttirdigt ve fare beyninde gorillen motor

bozukluklarini diizelttigi gosterilmistir (45).

Diyabet arastirmalarinda, hidroksamat grubu inhibitorlerinden olan
skriptid’in kas hiicrelerine 6zgiil olarak glukoz alimimi arttirdigi, ayrica, TSA ve
NaBA uygulanmasim takiben, H4 asetilasyonunu ve insulin geni transkripsiyonunu

arttig1 gosterilmistir (46, 47).
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Siklik  tetrapeptid inhibitor grubunun bir iiyesi olan apisidin’in
cryptosporidiosis, toxoplasmosis, sarcocystis ve coccidiosis hastaliklarina neden olan
apikompleksan ailesine ait protoza tiirlerine karg1 etkili oldugu gosterilmistir.
Ozellikle ilag direncliligi gosteren durumlarda yeni ilaglarin

arastirilmasi/gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir (48).

HDAC inhibitorleri ile yapilan in vivo c¢alismalar tiimor biiyiimesini ve
metastazi onemli oOlciide azalttigim gostermistir.  Ornegin, kisa zincirli yag
asitlerinden BA’lar kolon, prostat, endometriyal ve servikal karsinomlarda, VPA
meme karsinomlarinda, hidroksamat grubu iiyesi olan SAHA prostat, sinnamik asit
bihidroksamik asit (CBHA) ise noroblastoma tipi kanserlerde calisilmistir (25).
NaBA ve FBA, kanserli hastalarda hiicre siklusunu etkileyerek boliinmeyi
durdurmus, farklilasma ve apoptozu uyarmistir. Kanser arastirmalarinda kullanilan,
hidroksamat grubu iiyesi olan LAQ824’iin in vitro ve in vivo ¢alismalarda anti-timor
etkisinin bulundugu, p21 geninin promotorunu aktive ederek tiimor hiicre
bilylimesini inhibe ettigi, hiicre dongiisiiniin G2/M evresinde boliinmeyi durdurdugu
ve kaspazlar1 aktive ederek apoptozu indiikledigi bildirilmistir (49). Ayrica, HDAC
inhibitorlerinin tiim organ sistemlerini etkilemedigi, toksik etkilerinin sadece timor

hiicreleri tizerine oldugu da gosterilmistir (26).

HDAC inhibitorleriyle ilgili olarak yapilan aragtirmalardan bazilarinda klinik
uygulama asamasina gecilmis ve bu hastaliklarda faz I/II uygulamalar baglatilmistir.
Ornegin, miyelodisplastik sendrom, periferal T-lenfoma, Non-Hodgkin lenfoma,
tekrarlayan Hodgkin lenfoma, multiple miyelom, HIV enfeksiyonlar1 ve tekrarlayan
meme kanserlerinde faz Il ¢alismalan yiiriitiilmektedir (50). HDAC inhibitorlerinin
yan etkileri ve uygulanacak doz miktarlar inhibitorlere gore farklilik gostermekte, bu
inhibitorler tek baslarina ya da cesitli sitotoksik ajanlarla birlikte uygulanmaktadir.
Ornegin; HDAC inhibitorleri kemoterapotik ilaglarla sinerjetik ya da kiimiilatif etki
gostermekte, kromatini gevseterek kanserli hiicrede DNA hasarimi arttirmaktadir

(17).
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HDAC inhibitorleri ile yapilan ilag arastirma-gelistirme calismalarinin tiim
diinyada hiz kazanmasi, aday bilesiklerin aktivitelerinin kolay ve hizli bir sekilde
analizini zorunlu kilmistir. Inhibisyon etkilerinin gen diizeyinde kantitatif ekspresyon
calismalariyla gosterilmesinin zaman alic1 ve masrafli olmasi nedeniyle, bircok
bilesigin aym1 zamanda taranmasina olanak saglayan ve hiicre dis1 sistemde
uygulanabilen aktivite tarama kitlerinin kullanimi tercih edilmektedir. Boylece aktif
molekiiller inaktif olanlardan, hassas, orta/yiiksek Olcekli caligsmalara uygun ve
maliyeti cok olmayan sistemler kullanilarak ayrilabilmektedir. Hiicre dis1 sistemler,
zaman ve maliyet kazanc1 saglamasi acgisindan orta/yiiksek olcekli calismalar igin
daha ¢ok tercih edilmesine ragmen, hiicre dis1 sistemde inhibisyon aktivitesi gosteren
bir bilesik, hiicrede her zaman aym aktiviteyi gostermemekte, bu nedenle etkili
bulunan bilesiklerin hiicre kiiltiiriinde de bu etkilerinin gosterilmesi gerekmektedir.
Hiicre-dis1 sistemler, izotopik ve non-izotopik olmak iizere iki ana alt baslikta
toplanmaktadir. Izotopik sistemlerde taramalar radyoaktivite ile yapilmakta olup
radyoaktif dl¢iimler i¢in gerekli islemlerin uzun siirmesi, ayrica laboratuvarda ¢alisan
personelin radyoaktiviteye maruz kalmasi ve atiklarin uzaklastirilmasindaki zorluklar
nedeniyle orta/yiiksek Olcekli calismalar i¢in  uygun sistemler olarak
goriilmemektedir. Non-izotopik sistemlerde ise taramalar floresans 1gima takibiyle
yapilmakta olup, spektrofotometrik Olciimlere bagh kalinmasi, sadece son-nokta
(end-point) Olgiimlerinin yapilabilmesi ve kullanilan substratlarin vizkoziteleri

nedeniyle pipetaj hatalarinin meydana gelmesi gibi dezavantajlar vardir (51).

Bu tez kapsaminda, bilinen inhibitorlerin etkileri non-izotopik yontemle
arastirilarak yeni sentezlenecek veya modifiye edilecek olan ilag aday1 bilesiklerin
etkilerinin degerlendirilebilmesi i¢in alt yapir bilgisi olusturulmasi ayrica inhibitor
aday1 olarak diisiiniilen trans-2-fenil vinil boronik asit (BIL 1), 3-morfolin-propen-
siilfonik asit (BIL 2), gallik asit (BIL 3) ve 4-kinolin karboksilik asit (BIL 4)

bilesiklerinin HDAC inhibisyon aktivitelerinin incelenmesi amaclanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gerecler

3.1.A.Cahsmada Kullamlan HDAC Inhibitérleri ve Uygulanan

Konsantrasyonlar

Onceden Tammlanmis olan inhibitorler

Trikostatin A (TSA) 211,75 uM, 23,5 uM, 47 uM,
C17H2oN,03 (Biomol) 500 uM, 1000 uM, 2000 uM
4-fenil biitirik asit (FBA) :23,5 uM, 47 uM, 500 uM

C10H120; (Fluka) 1000 uM, 2000 uM, 5000 uM

4-fenil biitirik asit sodyum tuzu (NaFBA) : 23,5 uM, 47 uM, 500 uM
C0H;10,-Na (Biomol) 1000 uM, 2000 uM, 5000 uM

Sodyum biitirat (NaBA) :23,5 uM, 47 uM, 500 uM
C4H;NaO; (Merck) 1000 uM, 2000 uM, 5000 uM



Inhibitér Aday: Bilesikler

Trans-2-fenil vinil boronik asit (BIL 1) 211,75 uM, 23,5 uM,
CcHsCH=CHB(OH), (Aldrich) 1000 uM, 2000 puM,
3-morfolin-propen-siilfonik asit (BIL 2) 211,75 uM, 23,5 uM,
C7HsNO4S (Merck) 1000 uM, 2000 uM,
Gallik asit (BIL 3) 2 11,75 uM, 23,5 uM,
(HO)3CcH,CO,H (Aldrich) 1000 uM, 2000 uM,
4-kinolin karboksilik asit (BIL 4) 211,75 uM, 23,5 uM,
Ci10H7NO; (Aldrich) 1000 uM, 2000 puM,

3.1.B HDAC Inhibitor ila¢ Tarama Kiti (Biovision)

e HDAC Substrati (Boc-Lys(Ac)-AMC, 4 mM),

e 10X HDAC Deney Tamponu,

e Lizin Developer,

e HDAC Inhibitorii (Trikostatin A, ImM),

e HeLa Cekirdek Oziitii (5 mg/ml),

e Deasetile Edilmis Standart (Boc-Lys-AMC, 4 mM)

19

47 uM, 500 pM
5000 uM

47 uM, 500 pM
5000 uM

47 uM, 500 pM
5000 uM

47 uM, 500 uM
5000 uM
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3.2 Yontem

3.2.A. HDAC inhibitér Diliisyonlarimn Hazirlanmasi

HDAC inhibitérleri ve aday bilesikler i¢in farkli konsantrasyonlarda ana ve
ara stoklar hazirlandi. TSA ve BIL 1, 2, 3, 4 DMSO (Applichem, Ambresco), FBA
%70 etanol (Riedel-de Haen), NaFBA ve NaBA ise distile su kullanilarak

sulandirildi.

3.2.B. HDAC inhibitér ila¢c Tarama Kitininin Calisma Prensibi

HDAC inhibitér Ilag Tarama Kiti kullanarak gerceklestirilen deneyler
mikroplaka iizerinde uygulanan iki ana basamaktan olusmaktadir. Ilk basamakta,
inhibisyon etkisi arastirilan bilesikler HeLa cekirdek oziiti ve HDAC florometrik
substrat ile kangstirilmaktadir. HelLa cekirdek oziitiinde tiim HDAC enzimleri
bulunmakta, florometrik substrat ise asetilli lizin yan zinciri tasimaktadir. Ikinci
basamakta ise ortama lizin developer eklenerek birinci basamaktaki reaksiyon
durdurulmaktadir. Cekirdek oziitiinde bulunan HDAC’lar florometrik substratta
bulunan lizinlerden asetil grubunu ¢ikartmakta yani deasetilasyon gerceklesmekte ve
floresans 1s1ma meydana gelmektedir. Bu sekilde elde edilen floresans sinyal en
yiiksek seviyededir ve tiim deneylerde pozitif kontrol olarak kullanilmaktadir (Sekil

3.1).

1.Basamak 2.Basamak

A
a I

HeLa Cekirdek + HDAC Florometrik + Lizin Developer — FLOROFOR
Oziitii Substrat

DEASETILASYON

Sekil 3.1. HDAC inhibitor ila¢ tarama kiti ¢aligsma prensibi
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Ortamda HDAC inhibitor etkisi gosteren bilesik bulundugu durumda ise,
inhibitoriin etki giictine gore, HDAC’larin bir kism1 ya da hepsi inhibe olmaktadir.
Bu nedenle deasetilasyon miktari, dolayisiyla alinan floresans sinyal miktar
azalmaktadir (Sekil 3.2). Alinan floresans sinyal miktar1 ile inhibitoriin kuvveti
arasinda ters oranti bulunmaktadir. Inhibitér uygulandigi durumda alinan sinyal
degerinin, pozitif kontrol kuyucuklarindan aliman maksimum sinyal degerinden
uzaklagmasi inhibitoriin kuvvetli oldugunu gostermektedir. Alinan sinyal miktart

azaldikc¢a inhibitoriin kuvvetli oldugu anlagilmaktadir.

1.Basamak 2.Basamak
A N
INHIBITOR + HeLa Cekirdek + HDAC Florometrik + Lizin Developer—> FLOROFOR
Oziitii Substrat SEVIYESINDE
v DOSUs
DEASETILASYON AZALIR

Sekil 3.2. Inhibitor etki gosteren bilesigin mekanizmaya etkisi

“HDAC Inhibitor Ila¢ Tarama Kiti” kullamlarak yapilan tiim deneylerde 96
kuyucuklu mikroplakalar (Becton&Dickinson, Falcon Bottom-well microplate)
kullanildi ve tiim c¢aligmalar duplike olacak sekilde gerceklestirildi. Sonuglar
floresans mikroplaka okuyucusu Molecular Devices SPECTR Amax kullanilarak elde

edildi (Bkz.EK 2).
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3.2.C. Standart Egrinin Olusturulmasi
HelLa cekirdek oziitiine inhibitor etkisi arastirilan bilesiklerin uygulanmasi ile
ortaya cikan deasetile lizin miktarimi saptayabilmek igin kitte bulunan deasetile

standart, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlarda sulandirildi.

1. Mikroplaka kuyucuklarma her bir diliisyondan 90 pl konularak iizerlerine 10 ul
10X deney tamponu eklendi.

2. Her kuyucuga 10 pl lizin developer eklendi ve mikroplaka 37°C’de 30 dakika
inkiibe edildi.

3. Ornekler floresans okuyucuda, Ex: 350 nm Em: 440 nm dalga boylarinda

okunarak sonuclar degerlendirildi.

3.2.D. Inhibitorlerin Aktivite Tayini

1. Inhibitor etkisi arastirilan her bir bilesik, toplam hacim 85 ul olacak sekilde
distile suyla diliie edildi. Pozitif kontrol i¢in kuyucuklara 85 pl distile su, negatif

kontrol i¢in ise 83 ul distile suya 2 pul TSA eklenerek pipetaj yapildi.

2. Her kuyucuga 10 pl 10X deney tamponu ve 2 pl HeLa ¢ekirdek oziitii eklendi ve
pipetaj yapildi.

3. Her kuyucuga 5 ul HDAC florometrik substrat eklendi, pipetaj yapildiktan sonra
37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

4. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga 10 pl lizin developer eklendi, pipetaj
yapild1 ve tekrar 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

5. Sonuglar floresans okuyucu kullanilarak degerlendirildi.
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3.2.E. istatistiksel Analiz

Floresans oOl¢iim-doz arasindaki iliski, korelasyon analiz yoOntemiyle
istatistiksel olarak incelenmis (MedCalc 8.1.0.0), yanilma olasiligi 0,05 (p<0,05)

olarak alimmis ve bu degerin altindaki sonuglar anlamli olarak kabul edilmistir

(Bkz.EK 2).
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4. BULGULAR

4.1. Standart Egrinin Olusturulmasi

Inhibiston etkisi arastirlan bilesiklerin uygulanmasiyla ortaya ¢ikacak
deasetile lizin miktarin1 saptayabilmek i¢in kit deasetile standard1 2,5 uM, 5 uM, 10
uM ve 20 uM konsantrasyonlarda kullanilarak “standart egri” cizilmistir (Sekil 4.1).
Deasetile lizin miktarindaki diisiis inhibisyonun kuvvetli oldugunu gostermektedir.
TSA, FBA, NaFBA ve NaBA uygulamasi sonucu olusan deasetile lizin miktarlari,
egrinin formiilii kullanilarak hesaplanmis ve Sekil 4.2°de gosterilmistir (Tablo 4.1)

Standart Egri

20
19
18
17
16
15
14
13
12

-
—

AFU (x1000)
© >

o =N wWwhH OO N ©

5 10 15 20 |y - 680,55% + 12,29
Deasetile Standart Konsantrasyonu (uM) r* =0,9993

Sekil 4.1. Deasetile lizin miktarlarin1 gésteren standart egri



Tablo 4.1. Standart egri kullanilarak hesaplanan deasetile lizin miktarlar

Bilesik Uygulanan Deasetile Lizin
Konsantrasyon (uM) Miktar1 (uM)
Kontrol - 2277
TSA 11,75 16,58
23,5 14,03
47 13,12
500 4,77
1000 2,45
2000 1.61
FBA 23,5 22,35
47 19,41
500 18,95
1000 18,73
2000 17,21
5000 16,95
NaFBA 23,5 2313
a7 20,05
500 19,27
1000 19,39
2000 18,37
5000 17,11
NaBA 23,5 22,13
47 18,96
500 17,48
1000 17,12
2000 16,25
5000 16,01

25
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&)
" NaFBA
:
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I
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813
Oiq2
—11
219
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L7
<8
4
3
2
0
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Deasetile Standart Konsantrasyonu (uM)
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2
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1
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1
i
]
i
1
1
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o
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Deasetile Standart Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.2. Inhibitor etkisi olan bilesiklerin uygulamas: ile elde edilen deasetile
lizin miktarlar1 A) TSA B) FBA C) NaFBA D) NaBA
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4.2. Aktivite Tayin Deneyleri

Inhibitor etkisi oldugu bilinen TSA, FBA, NaFBA, NaBA ve inhibisyon
etkisi aragtirilacak olan 2-fenil vinil boronik asit (BIL 1), 3-morfolin-propen-siilfonik
asit (BIL 2), gallik asit (BIL 3), 4-kinolin karboksilik asit (BIL 4) ile yiiriitiilen tiim
aktivite tayini deneyleri iki kez tekrarlanmis ve floresans okuma sonuclarinin

ortalamasi kullanilarak degerlendirilmistir.
4.2.A. Onceden Tammlanmus olan inhibitorlerin Aktivite Tayini Cahismalari
TSA, FBA, NaFBA ve NaBA’1 inhibisyon aktivitelerine ait cubuk ve ¢izgi

grafikler sirasiyla Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’te, birbirleriyle olan karsilagtirilmalari ise
Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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10 TSA

AFU (x 1000)

O=MNWhUION®OOO—=NW

Kontrol 11,75 23,5 47 500

inhibitér Konsantrasyonu (uM)

1000 2000

o TSA

AFU (x 1000)

O=NWAUIONO

Kontrol 11,75 23,5 47 500 1000 2000

inhibitér Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.3. TSA uygulamasi sonucu HDAC aktivite degisiklikleri.

TSA icin floresans 6l¢iim-doz arasinda r = -0,8562’lik bir iliski bulunmustur

(p = 0,004). Doz artisina bagh olarak floresans sinyalin azalmasi anlamlidir.
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FBA

0
-

AFU (x 1000)

O=MNWHrOIONO

Kontrol 23,5 47 500 1000 2000 5000

inhibitér Konsantrasyonu (M)

FBA

—_ s AN
NWArOTON® OO

AFU (x 1000)

—
O=NWAhUION®OOO

Kontrol 23,5 47 500 1000 2000 5000
inhibitér Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.4. FBA uygulamas1 sonucu HDAC aktivite degisikleri.

FBA i¢in floresans dl¢iim-doz arasinda r = -0,6305’1ik bir iliski bulunmustur

(p = 0,0279). Doz artisina bagli olarak floresans sinyalin azalmasi anlamlidir.
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Sekil 4.5. NaFBA uygulamasi sonucu HDAC aktivite degisiklikleri.

NaFBA icin floresans Olgiim-doz arasinda r = -0,706’lik bir iliski
bulunmustur (p = 0,0103). Doz artisina bagh olarak floresans sinyalin azalmasi

anlamhdir.
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Sekil 4.6. NaBA uygulamasi sonucu HDAC aktivite degisiklikleri.

NaBA icin floresans Olgiim-doz arasinda r = -0,6245’lik bir iliski
bulunmustur (p = 0,03). Doz artisina bagli olarak floresans sinyalin azalmasi

anlamhdir.
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Bilinen inhibitorler

—_—t

AFU (x 1000)
O=NWAUTON®O© S5

Kontrol 11,75 23,5 47 500 1000 2000 5000
inhibitér Konsantrasyonlari (uM)

——KONTROL ¢ TSA—— FBA="= NaFBA=* NaBA

Sekil 4.7. TSA, FBA, NaFBA ve NaBA’in HDAC inhibisyon aktivitelerinin

karsilagtirilmasi
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4.2.B. inhibitor Aday: Bilesiklerin Aktivite Tayini Calismalar

BiL 1, 2, 3 ve 4’iin inhibisyon aktivitelerine ait cubuk ve ¢izgi grafikler Sekil
4.8, 4.9, 410 ve 4.11°de, aralarindaki inhibisyon aktivite farkliliklar1 ise Sekil

4.12’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. BIL 1 uygulamas1 sonucu HDAC aktivite degisiklikleri.

BiL 1 icin floresans 6l¢iim-doz arasinda r = -0,3226’lik bir iliski bulunmustur

(p = 0,2606). Doz artisina bagl olarak floresans sinyalin azalmasi anlamli degildir.
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Sekil 4.9. BIL 2 uygulamas1 sonucu HDAC aktivite degisiklikleri

BIL 2 icin floresans 6l¢iim-doz arasinda r = -0,0244’lik bir iliski bulunmustur

(p = 0,9339). Doz artisina baglh olarak floresans sinyalin azalmasi anlamli degildir.
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Sekil 4.10. BIiL 3 uygulamasi sonucu HDAC aktivite degisiklikleri.

BiL 3 icin floresans 6l¢iim-doz arasinda r = -0,7059’lik bir iliski bulunmustur
(p = 0,0048). Doz artisina bagh olarak floresans sinyalin azalmasi anlamlidir. Bu
azalma anlamli gibi durmakla beraber, renk olusumu nedeniyle anlamli olmadigi

kabul edilmistir.

Mavi kutu icerisinde gosterilen noktalarda mavi-yesil renk olusumu gozlenmistir.



38

[ QN (N G g g g

AFU (x 1000)
O—=NWAOIONOCOO-=NWAUIOO NOWOO

Kontrol 11,75 235 47 500 1000 2000 5000
inhibitér Konsantrasyonu (M)

25
215

o BiL4 @

P QU G Y R g gy b

AFU (x 1000)
O=NWLAOIONOVOO—=NWAOIONWWOO

Kontrol 11,75 23,5 47 500 1000 2000 5000
inhibitér Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.11. BIL 4 uygulamas1 sonucu HDAC aktivite degisiklikleri

BIL 4 i¢in floresans 6l¢iim-doz arasinda r = 0,0012’lik bir iliski bulunmustur

(p = 0,9968). Doz artisina bagli olarak floresans sinyalin azalmasi anlamli degildir.
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Aday Bilesikler

< 8

O=MNWhooON

Kontrol 11,75 23,5 47 500 1000 2000 5000
inhibitér Konsantrasyonlari (uM)

\—o— Kontroi = BIL1 == BIL2-=-BiL3 —+BiL4 \

Sekil 4.12. BIL 1, 2, 3 ve 4 HDAC inhibisyon aktivitelerinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Histon asetilasyonunun kromatin yap1 ve fonksiyonunda rolii oldugununun
aciklanmasindan yirmi yil sonra histon asetilasyonu ve transkripsiyon arasindaki
direkt iliski gosterilebilmistir. Halen gecerliligini koruyan histone code hipotezi,
histonlarin amino kuyruklarinda gerceklesen farkli kombinasyonlardaki post-
translasyonel = modifikasyonlarin ~ kromatine  degisik  gorevler yiikledigini

savunmaktadir (7,10).

Histon kuyruklarinda bulunan lizin amino asitlerinin pozitif yiikiiniin,
asetilasyon ile notralize edilmesi sonucunda kromatinde lokal bir gevseme meydana
geldigi kabul edilmekte ve bu gevsemenin histon/DNA ve histon olan/olmayan
protein iliskilerini etkiledigi diisiiniilmektedir (1,3,4). Bu mekanizmanin aksini
savunan bir gorils ise DNA ile histonlar arasindaki elektrostatik etkilesimin ¢ok
kuvvetli oldugu, sadece lizin amino asitlerine eklenen asetil gruplarinin kromatinde
gevseme saglayacak giicte olmadigi yoniindedir (11). Mekanizma kesin olarak
bilinmemekle birlikte asetilasyonun transkripsiyonel aktivasyona, deasetilasyonun

ise represyona neden oldugu goriisii benimsenmektedir.

Histonlarin asetilasyonu ve deasetilasyonu arasindaki dengeyi HAT ve
HDAC aileleri saglamaktadir. Son yillarda yapilan caligmalar HDAC’lar1 inhibe
edebilen bilesiklerin hiicre boliinmesinin durdurulmasi, apoptoz ve farklilasmanin
indiiklenmesi gibi biyolojik olaylarda etkili oldugunu gostermistir (18). HDAC
inhibitorleri ile deasetilasyon inhibisyonunun sadece gen aktivasyonuna degil,
inaktivasyona da neden oldugu, HDAC inhibitorleri uygulanan hiicrelerde genlerin

%?2-5’inin ekspresyonunun arttig1 veya azaldigi gosterilmistir (24).

HDAC inhibitorlerinin farkli biyolojik fonksiyonlar etkilemesi nedeniyle
kanser (25,26,49), spinal miiskiiler atrofi (27,28,44), huntington hastaligi (45),
diyabet (46,47) ve paraziter enfeksiyonlar (48) gibi degisik hastalik gruplarinda

arastirmalar yiriitilmekte olup, HDAC enzimlerine kars1 0zgiill inhibitor
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gelistirilmesi amaglanmaktadir. HDAC inhibitorleri potansiyel ilag adaylar1 olarak

goriilmekte olup bazi kanser tiirlerinde faz I ve Il ¢caligmalar baslatilmigtir (50).

HDAC inhibitorleri ile yapilan c¢alismalar, inhibitor adayi bilesiklerin
aktivitelerinin kolay ve az maliyetle analizini saglayan aktivite tarama sistemleri
sayesinde hiz kazanmaktadir. Bu amagla izotopik ve non-izotopik hiicre-dis1 ilag
tarama sistemleri kullanilmaktadir (51). Non-izotopik sistemler homojen ve homojen
olmayan iki grubu igermektedir. Radyoaktivitenin kullanilmamasi nedeniyle daha
uygun deney sistemleri olmakla birlikte homojen olmayan sistemler deasetile iiriin
ile kullanilan substratin, floresans Olciimlerden ©nce ayristirilmasi gerekliligi

nedeniyle calismalar1 sinirlamaktadir.

Homojen sistemler ise kolay uygulanabilir olmalari, radyoaktif madde
kullanilmamasi, iiriin ve substratin ayristirllmasina gerek olmamasi ve daha ucuz
olmalar1 nedeniyle orta/yiiksek 6lcekli calismalar i¢in tercih edilmektedir (51,52, 53).
Homojen sistemlerin analiz metodu kolorimetrik veya florometrik olabilmekte ancak
florometrik yontem kullanilarak daha hassas Olgiimler yapilabilmektedir.
Calismamizda kullanilan “HDAC Inhibitor Ila¢ Tarama Kiti” bu gruba dahil olup,
hiicreden HDAC enzim izolasyonuna gerek kalmamasi, florometrik yontemin
kullanilmasi ile sonuclara hassas bir sekilde ulasilmasi, hizli, kolay uygulanabilir
olmasi, maliyetinin az olmasi1 ve radyoaktivite kullanimina gerek kalmamasi
nedeniyle tercih edilmistir. Bu sistem 2 basamakli olup ilk basamakta substratin
deasetilasyonu (HDAC reaksiyonu) baglatilmakta, ikinci basamakta ise HDAC
reaksiyonu durdurularak, iirtin enzimatik ya da kimyasal bir reaksiyon ile

saptanmakta ve floresans 6l¢iim yapilmaktadir.

Calismamizin ilk asamasinda inhibisyon etkisi oldugu bilinen bilesiklerden
TSA, FBA, NaFBA, NaBA kullanilmis ve farkli konsantrasyonlardaki etkileri
birbirleriyle karsilastirllmistir. Kisa zincirli yag asitleri grubuna ait inhibitorlerden
olan FBA, NaFBA ve NaBA’in 23,5 uM, 47 uM, 500 uM, 1000 uM, 2000 uM ve
5000 uM konsantrasyonlardaki aktiviteleri analiz edilmistir. TSA ise hidroksamat

grubuna ait bir inhibitér olmasi nedeniyle secilmis ve 11,75 uM, 23,5 uM, 47 uM,
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1000 uM ve 2000 uM konsantrasyonlardaki aktivitesi incelenmistir. Tiim deneylerde
23,5 uM TSA negatif kontrol olarak kullanilmis, bu sayede sistemin dogru ¢alistigi
kontrol edilmis ve deneylerde uygulanan konsantrasyonlar 23,5 uM esas alinarak
belirlenmistir. 5000 uM FBA ve NaBA, yapilan in vitro bir ¢alismada lenfoblastoid
hiicre hatlarma toksik etki gostermesi nedeniyle maksimum doz olarak kabul
edilmistir (54). Inhibitor aktivitelerinin saglikli bir sekilde karsilastirilabilmesi
amactyla tiim bilesikler aym1 konsantrasyon araliginda calisilmistir. Uygulanan
konsantrasyonlar kisa zincirli yag asitleri i¢in, in vitro ve in vivo caligmalarda
gosterilen  aktivite aralifi igerisinde olmakla birlikte, TSA konsantrasyonu bu
araligin iizerinde bulunmaktadir. TSA’nin nM konsantrasyonda optimal inhibisyon
aktivitesi oldugunun bilinmesine ragmen deneylerimizde, kisa zincirli yag asitleri ile

ayn1 olacak sekilde, uM-mM konsantrasyon araliginda kullanilmistir.

TSA, FBA, NaFBA ve NaBA’in HDAC inhibisyon aktivitelerinin
karsilastirilmasi grafiginde goriildiigii gibi (Bkz. Sekil 4.7), analiz edilen inhibitorler
arasinda etkisi en fazla olan bilesigin TSA, sonra sirasiyla NaBA, FBA, NaFBA
oldugu tespit edilmistir. Bu inhibitorler i¢in yapilan floresans 6l¢iim-doz korelasyon
analizi sonuglan istatistiksel olarak anlamlidir. Floresans degerlerde TSA: %92.8,
NaBA: %?29.6, FBA: %?25.5 ve NaFBA: %?24.8 oraninda azalma saglamistir. Bu
azalma, HDAC aktivitesindeki azalmayi, dolayisiyla inhibitoriin kuvvetini
gostermektedir. Sonuglarimiz, hidroksamat grubunun kisa zincirli yag asidi
grubundan daha kuvvetli inhibisyon etkilerinin oldugu bilgisini desteklemistir.
Aktivite testleri ile daha 6nce etkinlikleri hi¢ karsilastirilmamis olan kisa zincirli yag
asitlerinin (NaBA, FBA, NaFBA) karsilastirilmast ¢alismamiz sayesinde miimkiin
olmus, inhibisyon aktivitesi en fazla olan bilesik NaBA olarak saptanmistir. Analiz

edilen tiim inhibitorlerde gozlenen etki doza bagh olarak artmistir.

HDAC’larla ilgili olarak yapilan calismalar, genellikle ila¢ uygulamasini
takiben hiicrelerdeki HDAC aktivitesinin tayini amaciyla yapilmis olup, literatiirde
bilesiklerin HDAC inhibisyon aktivitelerinin taramasi ile ilgili ¢ok az calismaya
rastlamlmistir (55-58). Bilesik aktiviteleriyle ilgili calismalar, genellikle iki bilesik

ve tiirevlerinin karsilagtirnlmasi amaciyla, aktivite tarama kitleri kullanilarak
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yapilmistir. Ornegin; Gurvich ve dig.nin (59) yaptiklar1 bir calismada, HeLa ¢ekirdek
Oziitiine uygulanan NaBA’in inhibisyon etkisinin, bagka bir kisa zincirli yag asidi
olan VPA ve tiirevlerinden daha fazla oldugunu gostermistir. Bagka bir calismada ise
Park ve dig. (60) gastrik kanser hiicrelerine hidroksamat grubundan TSA, benzamid
grubundan MS-275 ve bu iki bilesigin hibritlerini uygulamis ve en etkili

inhibisyonun TSA tarafindan saglandigin1 gostermistir.

Inhibitor uyguladiktan sonra orneklerdeki deasetile lizin miktarim
hesaplayabilmek amaciyla, deasetile standart 2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM
konsantrasyonlarda uygulanarak standart egri ¢izilmistir. Alinan floresans degerler
standart egri iizerine yerlestirilerek (y-ekseni) ornekte bulunan deasetile lizin miktar
(x-ekseni) hesaplanabilmektedir. TSA, FBA, NaFBA ve NaBA icin deasetile lizin
miklar1 hesaplanmis ve konsantrasyon arttikca deasetile lizin miktarinin diistiigii
saptanmustir. Ileriki calismalarda inhibisyon etkisi gosteren bilesik bulundugu
takdirde, standart egri kullamilarak deasetile lizin miktarlarn hesaplanabilecek,
inhibisyon etki giicii gosterilebilecek ve bu c¢alismada elde edilen sonuglarla

karsilastirilabilecektir.

HDAC enzimlerinin inhibitorlerle etkilesime girdigi tiip yapisinin biiyiik bir
kisminin aromatik amino asitlerden olustugu bilinmektedir. Bu aromatik halka
sayesinde, inhibitoriin enzim yapisina girmesinin kolaylasacagi diisiiniilmektedir.
HDAC enzimlerinin aktif bolgelerinde bulunan c¢inko atomunun ise HDAC
inhibisyonu i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (39). Bu nedenle, yapisal olarak kisa
zincirli yag asidine benzeyen, aromatik halka iceren, farkli fonksiyonel gruba sahip,
cinko ile etkilesime girebilecek ve basit yapili olan asit tiirevi bilesikler secilerek

inhibisyon aktiviteleri aragtirilmistir.

Calismamizin ikinci asamamasinda farkli yapisal 6zelliklere sahip, inhibitor
adayr olarak diisiiniilen 4 bilesigin (BIL 1-4) aktiviteleri, tanimlanmis olan
inibitorlerle ve birbirleriyle karsilastirilmistir. Bu bilesikler 11,75 uM, 23,5 uM, 47
uM, 500 uM, 1000 pM, 2000 uM ve 5000 uM konsantrasyonlarda uygulanmistir.

BiL 1, tek halkali bir sistem olup, boronik asit tiirevidir. Yapisindaki bor grubunun



44

cinko atomuyla etkilesime girebilecegi diisiiniilerek calisilmistir. BIL 2, ise bagka bir
tek halkali sistem olup, siilfonik asit tiirevidir. Yapisindaki siilfiiriin ¢inko ile
etkilesiminin arastirilmasi icin calismaya dahil edilmistir. BIL 3, fenil biitirik asite
benzeyen, tek halkali bir sistem olup karboksilik asit tiirevidir. Yapisinda bulunan ii¢
adet hidroksil grubunun enzimin ¢evre rezidiileriyle hidrojen bagi olusturacagi
diisiiniilerek secilmistir. BIL 4 ise cift halkali bir sistemdir. Yapisinda bulunan
azotun ve ¢ift aromatik halkanin aktiviteye etkisinin arastirllmast amaciyla

secilmistir.

Aktivite tayini ¢caligmalarinda elde edilen floresans degerlerde, BIL 1: %9.5,
BIL 2: %2.2, BIL 3: %46.5, BIL 4 ise %11.2 oraninda azalmaya neden olmustur.
Farkl1 yapisal 6zellikleri nedeniyle analiz edilen BIL 1, BIL 2 ve BIL 4 istatistiksel
olarak anlaml1 bulunmamistir. Arastirilan tiim bilesikler icerisinde BIL 2 aktivitesi en
diisiik bilesik olarak saptanmustir. Istatistiksel olarak, sadece BIL 3 uygulamasina
iliskin floresans sinyaldeki diisiis anlaml1 bulunmus, ancak BiL 3, analiz sirasinda kit
bilesenleri ile reaksiyona girerek mavi-yesil renk olusumuna neden olmustur.
Istatistiksel olarak anlamli olmasina karsin, okumalarin renk olusumu nedeniyle
saglikli yapilamamasi, florometrik olmayan baska bir tarama sisteminde caligmanin
tekrarlanmasinin uygun olacagim diisiindiirmiistiir. BIL 1-4’{in inhibisyon etkisinin

¢ok zayif oldugunun goriilmesi iizerine deasetile lizin miktarlar1 hesaplanmamistir.

Inhibisyon aktivitesi arastirilan kisa zincirli yag asitlerinden FBA, NaFBA ve
NaBA uygulamasiyla elde edilen floresans degerlerdeki diisiisiin 23,5-47 uM
araliginda oldugu dikkat cekmistir. Bunun iizerine BIL 1-4 igin de 47uM
konsantrasyona kadar olan floresans degerler incelenmis ve BIL 3 ve BIL 4’iin bu
aralikta inhibisyon aktivitelerinin kisa zincirli yag asitlerine yakin oldugu
goriilmiistiir. BIL 4’iin yapisal 6zelliklerinden dolay1 konsantrasyona bagh olarak
floresans verebilecegi kabul edilerek, bu bilesik icin de florometrik olmayan bir
sistemin kullanilmasinin daha giivenilir olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu iki
bilesigin lizerinde daha detayli calisma yapilmasimin uygun olacagina karar

verilmistir.
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Bu tez calismasi ile HDAC inhibitérii olan TSA, FBA, NaFBA ve NaBA’1n
ve inhibitor aday1 bilesikler olarak diisiiniilen 2-fenil vinil boronik asit, 3-morfolin-
propen-siilfonik asit, gallik asit, 4-kinolin karboksilik asit’in inhibisyon aktiviteleri
hiicre dist bir sistemde ilk kez gosterilmis ve etkinlikleri birbirleriyle
karsilastirilmistir. Calismamizdan elde edilen sonuglar etkili HDAC inhibitorlerinin
gelistirilmesine yoOnelik yapilan ¢alismalara temel olusturacak ve cok sayida yeni

bilesigin taranarak etkinliklerinin karsilagtirilmasina imkan saglayacaktir.
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SONUC VE ONERILER

HDAC inhibisyon aktivitesi oldugu bilinen TSA, FBA, NaFBA ve NaBA adh
dort inhibitoriin aktivitesi hiicre dis1 bir sistem olan “HDAC Inhibitor ilag
Tarama Kiti” kullamilarak gosterilmis ve sistem bundan sonraki ¢alismalar

icin hazir hale getirilmistir.

Inhibisyon etkisi oldugu bilinen bilesiklerden, aktivitesi en yiiksek olanin

TSA, sonra sirasiyla NaBA, FBA ve NaFBA oldugu saptanmaistir.

Yapisal olarak kisa zincirli yag asitlerine benzeyen inhibitér adayi dort
bilesikten, BIL 1 ve BIL 2’nin inhibisyon aktivitelerinin bilinen
inhibitorlerden daha fazla olmadig1 gosterilmistir. BIL 3 ve BIL 4 igin farkli
tarama sistemleri kullanilmasinin ve detayl ¢alismalarin yapilmasinin gerekli

olduguna karar verilmistir.

HeLa ¢ekirdek oziitiine bilesik uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan deasetile lizin
miktarinin hesaplanabilmesi i¢in standart egri ¢izilmis ve bilinen inhibitorler
icin deasetile lizin miktarlar1 hesaplanmistir. Aday bilesiklerin aktivitelerinin
bilinen inhibitérlerden az oldugunun goriilmesi {izerine deasetile lizin

miktarinin hesaplanmasina gerek kalmamistir.
Aktivite tarama testlerinde iki tekrarin az oldugu anlasilmis ve istatistiksel
degerlendirme yoniinden ileriki caligmalarda tekrar sayisinin arttirilmasinin

daha uygun olacagina karar verilmistir.

Bu tez calismasi, splicing hatalanm diizeltebilecek etkin bir ilacin

gelistirilmesi konusundaki arastirmalara katkida bulunacaktir. Elde edilen veriler,

RNA splicing hatalarindan kaynaklanan kalitsal hastaliklarin tedavisi amaciyla ilag

aragtirma-gelistirme caligmalarinda, ilag¢ aktivitesine iliskin on bilgi saglayarak yeni

deneylerin planlanmasinda 6nemli bir basamak olusturacaktir.
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EK 1. Histon Deasetilaz Inhibitér Listesi
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* 1 Aktivite tayini deneylerinde kullanilmistir
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EK 2. Floresan okumalar sonucu olgiilen degerler ve istatistiksel hesaplamalar

A) Standart egrinin olusturulmasinda kullanilan degerler

Konsantrasyon I;Iovresalz FIoresan: Aritmetik Sta_ndart
eger 1 Deger 2 Ortalama Deviasyon
20 uM 14789 12636 13712,5 1522,40
10 uM 6640,5 6513,8 6577,15 89,59
5uM 3491,7 3509,5 3500,6 12,59
2,5uM 1773,4 1811,2 1792,3 26,73
0 uM 36,75 -37,39 -0,32 52,42
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B) Aktivite tayini deneylerinde kullanilan degerler

inhibitér/Bilesik Konsantrasyon |Floresan Deger 1* | Floresan Deger 2* | Aritmetik Ortalama | Standart Deviasyon | F-Test
Pozitif Kontrol - 16750 14273 15511,5 1751,50 -
Negatif Kontrol (TSA kit) 23,5 M 8106 8908,8 8507,4 567,67 0,40
TSA 11,75uM 11816 10778 11297 733,98 0,51
23,5uM 9572 9547 9559,5 17,68 0,01
47uM 8636,8 9248 8942 4 432,18 0,31
500uM 3310,7 3205 3257,85 74,74 0,05
1000uM 1622,4 1738,2 1680,3 81,88 0,06
2000uM 1118,7 1094,2 1106,45 17,32 0,01
FBA 23,5uM 16579 13868 15223,5 1916,97 0,94
47uM 13299 13146 13222,5 108,19 0,08
500uM 13535 12283 12909 885,30 0,60
1000uM 12946 12573 12759,5 263,75 0,19
2000uM 12146 11299 11722,5 598,92 0,42
5000uM 10814 12280 11547 1036,62 0,68
NaFBA 23,5uM 16774 14728 15751 1446,74 0,88
47uM 13682 13628 13655 38,18 0,03
500uM 13632 12625 13128,5 712,06 0,49
1000uM 13234 13178 13206 39,60 0,03
2000uM 12705 12327 12516 267,29 0,19
5000uM 11010 12308 11659 917,82 0,61
NaBA 23,5uM 16289 13857 15073 1719,68 0,99
47uM 13091 12739 12915 248,90 0,18
500uM 12101 11717 11909 271,53 0,20
1000uM 11734 11597 11665,5 96,87 0,07
2000uM 11018 11128 11073 77,78 0,06
5000uM 10878 10943 10910,5 45,96 0,03

59



inhibitor/Bilesik Konsantrasyon | Floresan Deger 1* | Floresan Deger 2* | Aritmetik Ortalama | Standart Deviasyon | F-Test
Pozitif Kontrol - 18927 16123 17525 1982,73 -
Negatif Kontrol (TSA kit) 23,5 uM 9253 9334 9293,5 57,28 0,04
BIL 1 11,75 uM 19027 16490 17758,5 1793,93 0,94
23,5 uM 16125 15756 15940,5 260,92 0,17
47 uM 16315 16251 16283 45,25 0,03
500 uM 15557 16283 15920 513,36 0,32
1000 uM 17498 16750 17124 528,92 0,33
2000 pM 14610 14247 14428,5 256,68 0,16
5000 pM 16645 15062 15853,5 1119,35 0,65
BiL 2 11,75 uM 15525 16194 15859,5 473,05 0,30
23,5 uM 15904 16397 16150,5 348,60 0,22
47 uM 16341 16395 16368 38,18 0,02
500 uM 17064 16742 16903 227,69 0,15
1000 uM 16483 16322 16402,5 113,84 0,07
2000 pM 18459 15806 17132,5 1875,95 0,96
5000 pM 15793 16269 16031 336,58 0,21
BiL 3 11,75 uM 16328 16372 16350 31,11 0,02
23,5 uM 16499 16012 16255,5 344,36 0,22
47 uM 15058 15647 15352,5 416,49 0,26
500 uM 12109 11593 11851 364,87 0,23
1000 pM 16650 16541 16595,5 77,07 0,05
2000 pM 7786,1 7493,6 7639,85 206,83 0,13
5000 pM 9480 9285 9382,5 137,89 0,09
BIL 4 11,75 uM 15964 15699 15831,5 187,38 0,12
23,5 uM 15756 14505 15130,5 884,59 0,53
47 uM 14894 14004 14449 629,33 0,39
500 uM 17402 16001 16701,5 990,66 0,59
1000 pM 16860 17383 17121,5 369,82 0,23
2000 pM 15062 15332 15197 190,92 0,12
5000 pM 15707 15402 15554,5 215,67 0,14

*Bos kuyucuklarin verdigi ortalama sinyal (900 AFU) ¢ikartilarak gosterilmistir.
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