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OZET

Uzunalli, G. SMN2 gen ifadesi iizerinde kafeik asit ve biitanoik asit ester
tiirevlerinin etkisinin arastirilmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Biyoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2010.
Otozomal resesif gecis gosteren Spinal muskiiler atrofi’den sorumlu olan SMN
(survival motor neuron) geninin SMNI ve SMN2 olmak iizere iki kopyasi
bulunmakta ve SMNI kopyasindaki homozigot delesyon hastaliga yol agmaktadir.
SMN?2 geninden splicing hatast nedeniyle yetersiz miktarda ifade edilen tam
uzunluktaki SMN (FL-SMN2) proteini hastaligin ortaya ¢ikmasini engelleyemese
de SMN2 kopya sayist hastaligin siddetini degistirebilmektedir. Heniiz
uygulanabilir bir tedavisi bulunmamakla birlikte tedavi yaklasimi olarak histon
deasetilaz (HDAC) inhibitorleri ile SMN2 geninden ifade edilen FL-SMN2
seviyesinin artirilmasi yoniinde arastirmalar yapilmaktadir. Ancak bugiine kadar
tanimlanan HDAC inhibitorlerinin sahip olduklari olumsuzluklar arastiricilar yeni
bilesik arayisina yonlendirmistir. Bu tez calismasinda SMN2 gen ifadesini artirdigi
bilinen kafeik asit ve biitanoik asit bilesiklerinden yola ¢ikilarak tasarlanan ve
yiiksek HDAC inhibisyon aktivitesi bulunan bilesiklerin ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu yontemi ile SMN2 gen ifadesi {izerindeki etkileri arastirilmistir.
Incelenen bilesikler (E)-metil 4-(3,4-dihidroksifenil)-2-okzobiit-3-enoat (tiirev 1),
a-o-kafeoil-3,4-dihidroksifenil-laktik asit (tiirev 2), 3,3°,4°,5,7-pentahidroksiflavon
(tiirev 3) ve (F)-4-(4-metoksifenil)-1-(2,6-dimetilmorfolino) biit-3-en-1,2-dion
(tiirev 4)’dur. SMA’I1 hiicre hattina tiirev 1 uygulandiginda en yiiksek artis 80 uM
konsantrasyonda 1,3 kat; tiirev 2 uygulandiginda ise 50 uM konsantrasyonda 1,9
kat olarak saptanmustir. Tiirev 3 ve 4, ilk iki tiireve oranla daha etkili bulunmus ve
iki farkli SMA’l1 hiicre hattina uygulanmigtir. Tiirev 3 her iki hiicre hattinda da en
yuksek artislart1 20 uM konsantrasyonda 3,1 kat ve 4.4 kat; tiirev 4 ise 160 uM
konsantrasyonda 5.5 kat ve 2.8 kat olarak gostermistir. Arastirilan tiirevlerin hiicre
canliligt tizerinde olumsuz etkisine rastlanmamistir. Turev 3’tin HDAC
aktivitesinin %50’sini inhibe ettigi ICsy degeri 647 uM ve tiirev 4’tin ICs( degeri ise
527 uM olarak hesaplanmis, koken aldig1 bilesiklerden daha giigli HDAC
inhibiyonu yaptiklar1 gosterilmistir. Calismamiz sonucunda; tiirev 3 ve tlirev 4
potansiyel ila¢ adaylari olarak degerlendirilmis in-vivo ve farmakolojik yontemlerle
ileri aragtirmalara deger bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Gergek zamanli PZR, HDAC inhibitorleri, Spinal miiskiiler atrofi,
SMN
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ABSTRACT

Uzunalli, G. Investigation of the effect of caffeic acid and butanoic acid’s ester
derivates on SMN2 gene expression. Hacettepe University Institute of Health
Sciences, Master Thesis in Medical Biology, Ankara, 2010. SMN gene that is
responsible for the autosomal recessively inherited spinal muscular atrophy has two
copies, namely SMNI and SMN2. Homozygous deletion of the SMNI copy causes
the disease. Although insufficient amount of expression of full-length SMN protein
produced by SMN2 gene due to splicing defect cannot prevent the disease, variable
numbers of SMN2 copies modulate the disease severity. There is no applicable cure
for SMA yet, nonetheless there are researches in the direction of elevating FL-
SMN2 mRNA levels generated by SMN2 using HDAC (histone deacetylase)
inhibitors as a therapeutic strategy. However, some disadvantages regarding the
HDAC inhibitors identified so far have directed researchers to look for new
compounds. In this thesis, the effect on the SMN2 gene expression of compounds
with high HDAC inhibition activity and designed based on caffeic acid and
butanoic acid compounds, which are known to increase SMN2 gene expression, is
investigated via real-time polymerase chain reaction method. Compunds are (E)-
metil4-(3,4-dihidroksifenil)-2-okzobiit-3-enoat  (derivative 1), «a-o-kafeoil-3,4-
dihidroksifenil-laktikasit (derivative2), 3,3°,4°,5,7-pentahidroksiflavon (derivative
3) ve (E)-4-(4-metoksifenil)-1-(2,6-dimetilmorfolino) biit-3-en-1,2-dion (derivative
4). The highest increase in the amount of FL-SMN2, when derivative 1 was applied
to SMA cell line, was 1.3 fold with 80 uM concentration and was 1.9 fold with 50
UM concentration when derivative 2 was applied. Derivative 3 and 4 were found
more effective than the other two and treated to two different SMA cell lines. In
both of the cell lines, for derivative 3 the highest increases with 20 uM
concentration appeared as 3.1 fold and 4.4 fold and for derivative 4 with 160 uM
concentration as 5.5 fold and 2.8 fold. There are no negative effects of the
investigated derivatives on the cell viability. The inhibition of HDAC activity by
derivative 3 and derivative 4 at a ratio of 50% is calculated as ICsy: 647 uM and
ICso: 527 uM, respectively. It is shown that these compounds perform more
powerful HDAC inhibition than the compounds that they are originate from.In
conclusion, derivative 3 and 4 are evaluated as potential drug candidates, and
appreciated for future research with in-vivo and pharmacologic methods.

Key Words: Real-time PCR, HDAC inhibitors, Spinal muscular atrophy, SMN
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1. GIRIS

Spinal muskiiler atrofi (SMA), omurilikteki motor noéronlart etkileyen
norodejenereatif bir hastaliktir (1,2). Hastaliga neden olan survival motor neuron
geni SMNI ve SMN2 olmak {lizere iki kopya halinde bulunmaktadir. SMA
hastalarinin %93-96’sinda SMNI geni homozigot delesyonu ve en az bir adet
SMN?2 kopyasi vardir. SMN2 kopya sayisi artisina bagli olarak hastaligin siddeti
azalmaktadir (3,4). SMNI ve SMN2 genleri %99 oraninda benzer olsalar da bazi
farkliliklar igerirler (9). Bu farkliliklardan biri olan ekson 7°deki sitozinin timine
transisyonu, ekson 7°nin atlanmasina neden olmaktadir (8). SMN2 geninden %80-
90 oraninda olusan bu kisa mRNA, oligomerize ve stabil protein tiretemezken, bu
genden %10-20 oraninda olusan tam uzunluktaki protein islevseldir (1). Bu
nedenle SMN2 geninden olusan tam uzunluktaki mRNA miktarinin artirilmasi
SMA i¢in tedavi yaklagimi olmustur. Dolayisiyla ekson 7 atlanmasini dnleyen ya
da SMN2 promotérunu aktive eden histon deasetilaz (HDAC) inhibitorlerinin,
SMA tedavisinde aday bilesikler olabileceklerini giindeme getirmistir (10).

Bu tez ¢alismasinda daha once Anabilim Dalimizda tamamlanmis olan
“RNA Splicing Hatalarinin Neden Oldugu Kalitsal Hastaliklarda Ilag Arastirma
Gelistirme Calismalar1 (TUBITAK-KAMAG Proje No: 105G014)” baslikli proje
kapsaminda HDAC inhibisyon aktivitesi yiiksek olarak tanimlanan bilesiklerden
teropatik olarak o6nemli oldugu dustintilen dort bilesik incelenmistir. Bu
bilesiklerden [(E)-metil 4-(3.,4-dihidroksifenil)-2-okzobiit-3-enoat (tiirev 1) ve
(E)-4-(4-metoksifenil)-1-(2,6-dimetilmorfolino)  biit-3-en-1,2-dion  (tiirev  4)
biitenoik  asitten  tiirevlendirilmis ve  sentezlenmistir.  a-o-kafeoil-3,4-
dihidroksifenil-laktik asit — rosmarinik asit (tirev 2) ve 3,3°,4,5,7-
pentahidroksiflavon — kuersetin (tiirev 3) ise kafeik asit tlirevleridir.
Calismamizda ytiksek HDAC aktivitesi bulunan bu dort bilesigin, tip I SMA’I
fibroblastlara uygulanmasi sonucunda SMN2 mRNA miktarlarindaki degisikligin

analiz edilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Spinal Muskiiler Atrofi

Spinal muskiiler atrofi (SMA), omurilikte 6n boynuz motor néron hasari
ve ilerleyen iskelet kasi denervasyonuyla tanimlanmaktadir. Kistik fibrozisden
sonra en sik goriilen otozomal resesif hastaliktir ve toplumda tasiyicilign 1/35,
goriilme insidanst ise 1/6000°dir (1,2).

Hastaligin teshisi elektromiyogram ve kas biyopsisiyle konulmakta ve
genetik testlerle kesinlestirilmektedir. Biyopsi Orneklerinde atrofik gruplar ve

hipertrofik kas lifleri goriilmektedir (4,8) (Sekil 2.1).

Saglikly

Sekil 2.1 SMA histopatolojisi (4)

(A) Saglikli (yesil ok: motor néron) ve (B) SMA’l1 omurilik 6n boynuz bolgesini,
(C) saghikli ve (D) SMA’ll infantil kas lifini gostermektedir. (Beyaz ok:
hipertrofik lifler, yesil ok: atrofi grubu)



Hastaligin SMA Konsorsiyumu tarafindan belirlenen dort tipi vardir. Bu
gruplama, hastaliin goriilmeye bagladigi yasa ve gerceklestirilebilen motor

fonksiyonlarina baghdir.

SMA Tip I (Werding-Hoffman Hastahgi): Hastaligin en agir seyreden
formudur. Cogu ¢ocuk dogdugunda asemptomatiktir'. Hastalik ancak 2-4.
aylarda kendini gosterir ve iki yil ic¢inde Oliimle sonlanir. Hastalarda
belirgin bir sekilde hipotoni, kas zayifligi, yutma ve nefes problemleri

vardir. Hastalarin bas kontrolii yoktur ve yardimsiz oturamazlar (4).

SMA Tip II: Ara ya da kronik infantil form olarak bilinir. Hastalik
kendini 7-18. aylarda gosterir. Hastalar desteksiz oturabilirler. Cok az bir
kisminin bacaklar1 {izerinde durabilmesi s6z konusuyken yiirtimeleri
miimkiin degildir. Yasam siiresi tip I’e gore uzundur fakat hastalar

cocukluk doneminde solunum problemleri nedeniyle kaybedilir (8).

SMA Tip II (Kugelberg-Welander Hastaligl): SMA’nin en hafif
seyreden formudur. 18. aydan itibaren semptomatik olmaya baslar.
Hastalik 3 yasindan 6nce goriiliiyorsa tip Illa, sonra goriiliiyorsa tip IIIb
olarak adlandirilir. Bacak ve omuzdaki kaslarda gii¢siizlik goriiliir. Tip
[ITa SMA hastalarinin %44, tip IIIb SMA hastalarinin ise %90 ninda

yirmili yaglara kadar yiirliyebilme becerisi vardir (4).

SMA Tip IV: Hastaligin nadir goriilen yetiskin formudur. Hastalik
kendini otuzlu yaslarda gosterir. Yasam siiresi kisalmasi s6z konusu

degildir (4.8).

! Hastalar bazen dogduklarinda da semptomatik olabilmektedir. Bu durum bazi

arastiricilar tarafindan SMA Tip 0 olarak adlandirilir (1).



2.2 SMA’nin Molekiiler Genetik Temeli

1990 yilinda SMA gen bolgesi baglanti analiziyle kromozom 5ql11.2-
13.3’da haritalanmistir. Bu bolge inversiyon ve duplikasyonlarin bulundugu,
500kb’lik bir alana karsilik gelmekte ve sentromerik/telomerik (SMN2/SMNT)
kopyalara sahip SMN (survival motor neuron), NAIP (Neuronal apoptosis
inhibitor protein), p44 (bazal transkripsiyon faktor alt tinitesi) ve H4F5 genlerini
bulundurmaktadir (11,12) (Sekil 2.2).

5q
sentromenk I telomerik

- -

7 A4 SRARS T rall 88 E
HRADNT  pdc o 00 SMMZ oo Lo SMIND Lo plat TFNE

Sekil 2.2 SMA gen bolgesi. (6)

1995 yilinda SMN geninin telomerik kopyasindaki homozigot delesyonun
hastaliga neden oldugu saptanmistir. Bu bolgede bulunan diger genlerdeki
mutasyonlarin hastalarda tek basina bulunmamasi ancak SMN delesyonu
varliginda hastaliga yol agmasi nedeniyle, bu genlerin SMA ile iliskili olsalar bile
hastaliktan sorumlu gen olmadiklarini géstermistir (13).

Evrimsel olarak, SMN gen duplikasyonu primatlarin rodentlerden ayrildigi
noktada meydana gelmistir. SMN geni farelerde sadece bir kopya olarak
bulunmaktadir. Sempanzelerde ise birden ¢ok SMN kopyasi bulunmasina ragmen
SMN?2 yoktur, SMN2 insana 6zgidiir (4). SMN2, saglikli insanlarin %5-10"unda
bulunmamasina ragmen, hastalarda en az bir adet bulunmaktadir (5,6).

SMN geni 9 ekson (ekson 1, 2a, 2b, 3-8) ve 8 introndan olusmaktadir (14).
SMNI ve SMN2 genleri %99 oraninda benzerlik gostermesine (9) ve ayni
promotora sahip (15) olmasina ragmen, birbirlerinden 5 bazlik bir farklilikla
ayrilmaktadir. Bu farkliliklardan en 6nemlisi 7. eksonun 6. pozisyonundaki
sitozinin timin (C>T) transisyonudur (8) (Sekil 2.3). Bu transisyon, sessiz bir
mutasyon olmasina ragmen SMN geninin alternatif olarak islenmesi (alternatif

splicing) sirasinda 7. eksonun atlanmasina neden olmaktadir.
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Sekil 2.3 SMN1 ve SMN2 genleri arasindaki farklar (6)

ESE: exonic splicing enhancer, ESS: exonic splicing silencer

SMN?2 geninde ekson atlanmasi nedeniyle %80-90 oraninda kisaltilmis (SMNA7)
mRNA, %10-20 oraninda ise tam uzunluktaki (FL-SMN) mRNA meydana
gelmektedir (8) (Sekil 2.4). SMNA7 transkribinden olusan protein, FL-SMN’den
olusana gore 16 aminoasit daha kisadir (16). Bu durum SMNA7 proteinin
oligomerizasyon yetenegine zarar verir ve stabil olmayan bu protein hizli bir

sekilde degrede olur.
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Sekil 2.4 SMA hastalarinda SMNI ve SMN2 genleri (11)




Hastalarda SMNI geninin olmayist hastaligin ciddiyetindeki farkin
SMN2’ye baglt oldugunu gostermektedir. SMA tip I hastalarinda iki ya da {i¢
kopya olarak bulunan SMN2 geni normal seviyenin ancak %9’u kadar FL-SMN
tiretebilmektedir. SMA tip II hastalarinda bulunan ii¢ ya da daha fazla kopya ise
normal seviyenin ancak %14’i kadar FL-SMN iiretimi yapmaktadir. SMA tip III
hastalarinin sahip olduklar1 dort ya da sekiz kopya onlara normal SMN proteinin
yaklasik %18’ini saglamaktadir. SMN protein seviyesi normalin %23’liikk kismina
ulastiginda, motor noronlar normal fonksiyona sahip olurlar (1). Ayrica SMNI
homozigot delesyonuna sahip asemptomatik bireyler de bulunmaktadir. Bu
bireylerin plastin 3 gen ifadesinin, SMA fenotipi gosteren bireylerden daha
yiksek ve noritlerin daha uzun oldugu bildirilmistir. Bu nedenle hastaligin
ciddiyetini etkileyen plastin 3 geni, modifiye edici gen olarak kabul edilmektedir

(11,17).

2.3 Splicing ve SMA

Genetik bilgi akisi; DNA’daki bilginin transkripsiyon ile mRNA’ya ve onu
takiben translasyon ile proteine donlismesiyle saglanmaktadir. Bilgi akisi
sirasinda onclil mRNA, bagliklama (5° ucuna 7-metil guanozin takilmasi),
poliadenilasyon (3° ucuna 150-250 adenin takilmasi) ve splicing modifikasyonlari
ile olgunlastirilmaktadir (18).

Splicing, onctil mRNA’daki intronlarin ¢ikarilip ekson dizilerinin
birlestirilmesi islemi olup ve 5 adet small nuclear ribonucleoprotein’nin (snRNP)
cok sayida protein ile olusturdugu spliceosome kompleksi tarafindan
gerceklestirilmektedir. Intronlarin ¢ikartilmasini exonic splicing enhancer (ESE)
ve exonic splicing silencer (ESS) gibi cis ve onlarla etkilesime giren frans
elementler kontrol etmektedir (16,19,20).

Onciil mRNA transkriptinin splicing’i sonucunda, SMNI geninden tam
uzunlukta, SMN2 geninden ise ekson 7’yi igermeyen daha kisa bir transkript
meydana gelmesinin nedeni SMN/ geni ekson 7 i¢inde bulunan ESE dizisidir. Bu
dizi SF2/ASF proteinleri tarafindan taninmakta ve diger bir¢cok faktoriin de

yardimiyla ekson 7 etkilenmeksizin sadece intron 6’nin ¢ikarilmasina, bdylece



splicing isleminin dogru olarak ger¢eklesmesine olanak vermektedir. SMN1’deki
ESE dizisinin 5’ yonilinde tanimlanan AG’ce zengin ikinci bir ESE bolgesine
Htra2-f1 gibi proteinlerin baglanmasi ile, ekson 7°nin dahil edilmesi
kolaylagsmaktadir (11).

Ancak SMN2’deki C>U transisyonu ekson 7 i¢indeki ESE dizisine denk
geldiginden ekson 7’nin atlanmasi durumu ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.5). S6z
konusu durumun isleyisini a¢iklamak tizere iki farkli goriis ortaya atilmistir. ESE
inaktivasyonu olarak adlandirilan birinci goriise gore, baz degisimi nedeniyle
SF2/ASF ESE dizisine baglanamamakta ve ekson 7 olgun mRNA’ya dahil
olamamaktadir. Diger goriis ise C>U transisyonunun ESS olusumuna neden
oldugu yoniindedir. Olusan ESS’nin hnRNP Al proteini ile etkilesime girerek

ekson 7°nin dahil edilmesini 6nledigi diistiniilmektedir (4,11).

SMN1 6| 7| 8] (A,

SMN2

6(8==(A)

Sekil 2.5 SMN1 ve SMN2 genlerinin pre-mRNA Splicing’i (4)

2.4 SMN Proteini

SMN proteini 294 amino asit iceren, 38kD agirliginda metazoalardan
insana kadar ifade edilen, sitoplazma ve c¢ekirdekte yerlesim gosteren bir
proteindir (21). Cekirdekte SMA siddetiyle iliskili oldugu bilinen gem yapilari
icinde yogunlagmis halde bulunmaktadir. SMN proteini tip I SMA’l1 hastalarda



azalmakta veya hi¢ bulunmamaktadir. Oligomerize formdaki bu proteinin, gemin
proteinleriyle kompleks olusturmasi stabilitesini artirict bir etkendir. Hastalarda
goriilen SMNA7’nin ise oligomerizasyon sorunu nedeniyle stabil kalamadigi
bilinmektedir (11).

SMN kompleksi gemin proteinleri disinda da bir¢ok proteinle iliski
icindedir. Bu kompleks riboniikleoprotein biyogenezi, metabolizmasi ve
tasiniminda rol oynadigi gibi oncil mRNA splicing’i ve transkripsiyon
mekanizmalarinda da gorev almaktadir (Sekil 2.6) (22,23). Ayrica pf-aktin
mRNA’sinin 3’ kodlanmayan bolgesine hnRNP R proteini baglanmasina, boylece
[-aktin mRNA’sinin néronlarin aksonlarina ve biiylime konilerine taginmasina
olanak vermektedir. SMN proteini eksikliginde motor néron aksonlarinin kisa ve

biiytime konilerinin kiigiik oldugu bildirilmistir (4,21,23).
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Sekil 2.6 SMN kompleksi (22)
Sol sititun: SMN kompleksinin etkilesime girdigi proteinler, sag siitun: gorev

aldig1 biyolojik olaylar1 gostermektedir.

SMN protein diizeyi gelisimsel doneme gore farklilik gostermekte,
embriyonik donemde fazla olan SMN miktar1 erken postnatal donemde
azalmaktadir. Insan, fare, C. elegans, S. Pompe iizerinde yapilan arastirmalar
SMN proteinin  bulunmadigi durumlarda embriyonik letalite oldugunu

gostermistir (21).



2.5 Histon Proteinleri ve DNA paketlenmesi

DNA, ¢ekirdek i¢inde kromatin yapisi halinde bulunmaktadir. Kromatin
icindeki DNA, diizenli ve kondanse halini histon ve histon olmayan proteinler
yardimiyla saglamaktadir. Histonlar okaryotlarda son derece korunmus olan,
hiicrede fazla miktarda bulunan, lizin ve arjinin amino asitlerince zengin, pozitif
yukli proteinlerdir. H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak iizere bes tipi mevcuttur
(18).

Sik1 paketlenmis kromatin yapisi birbiri ardina siralanan niikleozomlardan
meydana gelmektedir. Niikleozomlar histon kor oktameri, oktamer etrafindaki 146
baz ¢iftlik DNA ve baglayict DNA’dan olusmaktadir. Oktamer yapisi ilk 6nce
H3-H4 dimerinin H2A-H2B dimeriyle birlesmesi ve ardindan olusan tetramerin,
aynt yolla olusan baska bir tetramer ile kompleks olusturmasiyla meydana
gelmektedir. Baglayici DNA ise iki niikleozom arasindaki yaklasik 80 baz ¢ifti
iceren DNA parcacigidir (18). Paketlenme; DNA’nin histon koruna sarilip
niikleozomlar1 olusturmasi, H1 proteinin bu kompleks etrafina tutunarak daha siki
bir yap1 olusumuna yol agmasi ve bunu takiben niikleozomlarin kendi tizerilerine
katlanmasi ile olugsmaktadir (18,24) .

Niikleozom yapist olusurken histonlar amino ucu kuyruklar1 disarida
kalacak sekilde yerlesmektedir. Bu durum histonlarin  protein—protein
etkilesimlerine olanak tanidigi gibi, amino ucundaki belirli amino asitlerin
asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, sumolasyon, ubikiitinasyon ve ADP-
ribosilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlara agik olmasina imkan
taniyarak kromatinin epigenetik olarak diizenlenmesini saglamaktadir. Cesitli
histon modifikasyolarinin etkilesimleri histon kodu hipotezini dogurmustur. Bu
hipoteze gore, farkli modifikasyonlarin  sinerji  i¢indeki hareketleri
transkripsiyonel baskilanma ya da ac¢ilma seklinde kromatinin yeniden
dizenlenmesine neden olmakta ve boOylece kromatinde heterokromatin ve

Okromatin bolgeleri belirlenmektedir (25,26).
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2.5.1 Histon Asetilasyonu

Bugiine kadar histonlar {izerinde en ¢ok ¢alismanin yapildigi modifikasyon
tipi asetilasyondur (24). Geri doniistimlii olarak gerceklesen bu olay, hiicrede
histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilazlar (HDAC) ile dengede
tutulmaktadir (27). Histonlarin lizin amino asidinin €-amino grubuna HAT
enzimleri tarafindan negatif yiike sahip asetil grubu eklenmesiyle, lizin amino
asidi pozitif yiikiini kismi olarak kaybetmektedir. Pozitif yiikii sayesinde
baglandig1 negatif yiikli DNA fosfat omurgasi arasinda elektrostatik ¢ekim
azalmakta, boylece daha gevsek kromatin bolgesi olusmakta ve genlerin promotor
bolgelerine baglanabilmektedir. HDAC’lar ise eklenen asetil grubunu c¢ikarip
kromatinin tekrar kondanse hale gelmesini saglayarak transkripsiyonu

baskilamaktadir (24) (Sekil 2.7).

Transkripsivonel
Baskilanma

Deasetilasyvon

HAT

HDAC

Asetilasvon

Transkripsivonel
Akrivasyon

Geviermis Kromatin

Sekil 2.7 Asetilasyon ve deasetilasyonun transkripsiyonel diizenlenme tizerindeki
etkisi. (28)

(TR: transkripsiyonal baskilayici, TF: transkripsiyon faktorii, TBP: TATA-
baglanan protein, HAT: histon asetil transferaz, HDAC: histon deasetilaz)
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Hiicresel asetilasyon dengesinin bozulmasi hiperasetilasyon ya da
hipoasetilasyona neden olur ki, iki durum da hiicre i¢in Sliimciildiir. Ornegin
noronlarda normalde sessiz olan bir bolgenin hiperasetilasyonu veya
transkripsiyonel olarak aktif bir bdlgenin hipoasetilasyonu, ALS (Amyotrofik
lateral  skleroz) gibi norodejeneretif  hastaliklarda néron  Sliimiyle
sonuglanmaktadir (28) (Sekil 2.8).

HAT ve HDAC enzimleri gen aktivitesini belirlemelerinin yan1 sira histon
olmayan proteinleri de modifiye ederek farklilasma, apoptoz, hiicre dongiisii,

sinyalizasyon ve DNA tamiri gibi diger hiicresel yolaklar1 etkilemektedirler (25).

HAT i HDAC

SAGKALIM

|
SLUM #- SLUM
Hiperasetilasvon Hipoasetilasyon

Asetilasvon Sevivesi

Sekil 2.8 Sagliklt HAT/HDAC dengesi (28)

2.5.2 Histon Deasetilaz Enzimleri

Histon deasetilazlar bakterilerden hayvanlara kadar genis spektrumda yer
alan enzimlerdir. Gorevleri geregi ilk baglarda sadece ¢ekirdekte bulundugu
diistiniilen bu enzimlerin, sitoplazma ve mitokondri gibi histonlarin bulunmadigi
ortamlarda da tanimlanmis olmalari, histon olmayan substratlarinin oldugunu ve
evrimsel siirecte histon proteinlerinin yoklugunda evrimlestiklerini géstermektedir
(29).

HDAC enzimleri DNA baglanma aktivitelerinin zayif olmasi nedeniyle,
DNA’ya bazi transkripsiyonel aktivator veya baskilayicilarla birlikte
baglanmaktadirlar. Bu nedenle transkripsiyonel faktorlerdeki degisiklikler HDAC
aktivitesini etkileyebilmektedir (30).

Memelilerde tanimlanmis olan 18 adet HDAC in siniflandirilmalar1 dizi

benzerliklerine ve kofaktoér bagimliliklarina gére yapilmaktadir (31). Farkliliklar:
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enzimatik fonksiyonlarindan, yapilarindan, hiicre i¢i yerlesimlerinden ve ifade
diizeylerinden gelmektedir. HDAC’larm ¢ogu Zn™* bagimh katalitik bolge
icermekte ve tasidiklar1 birbirinden farkli bolgeler sayesinde hedef 6zgiilliigii ve
hedefe uygun regiilasyon 6zelligi kazanmaktadirlar (32).

I. Smif HDAC’lar: HDAC 1, 2, 3 ve 8’den olusan bu smif noéronal
gelisim, farklilasma, noéron sag kalimi ve tiimorogenezde rol oynamaktadir
(24,30). HDAC 1 ve 2 sadece ¢ekirdek yerlesim sinyali bulundurmakta, HDAC 3
bu sinyal yaninda sahip oldugu ¢ekirdek disina génderim sinyali ile sitoplazma-
cekirdek arasinda tasinmaktadir (33). HDAC 1, 2 ve 3’tin DNA’ya baglanan
proteinlerle kompleks olusturarak promotor bolgeleri etkilemeleri, hedef gene
0zgi ¢alisabildiklerini gostermektedir. HDAC 8’in sinif i¢i dizi benzerligi azdir ve
kristal yapisi ilk aydinlatilan enzim oldugundan digerlerinin katalitik aktivitesi
hakkinda bilgi saglamistir. Bu enzimin baska proteinlerle kompleks olusturmadigi
ve aktin ile etkileserek diiz kas kasilmasinin diizenlenmesinde rol oynadigi
bilinmektedir (34,35).

I1I. Smif HDAC’lar: Ila ve IIb olmak tizere iki sinifa ayrilan bu gruptaki
enzimler . sinif ile yapisal olarak benzerler. Ila alt grubunda olan HDAC 4, 5, 7
ve 9 enzimlerinin ifadeleri dokular arasinda farklilik gostermektedir. HDAC 4.5
ve 7 c¢ekirdek-sitoplazma arasinda tasinirken, HDAC 9 c¢ogunlukla olarak
cekirdekte bulunmaktadir (30-33). Sinif IIb enzimlerinden olan HDAC 6, diger
HDAC’lardan farkli olarak iki katalitik bolgeye sahiptir. Bu bolgelerden birinin
histon deasetilasyonundan sorumlu oldugu digerinin ise tiibiilin deasetilasyonu
yaparak mikrotiibiil bagimli hiicre hareketinde gorevli oldugu bilinmektedir.
[Ib’ye ait diger bir enzim olan HDAC 10’un hiicre dongiisii regiilasyonunda rol
aldig1 bilinmektedir (27,35).

III. Simf HDAC’lar: Oncelikli substratlar1 histonlar olmayan bu aile,
kofaktor olarak NAD™yi kullanan yedi adet SIRT enziminden olusmaktadir (31).

IV. Smif HDAC’lar: Yapisal olarak sinif I ve II’den farklidir ve sadece
fonksiyonu tam olarak anlasilmamis ve ¢ogunlukla g¢ekirdekte yerlesim gosteren

HDAC 11 enzimini icermektedir (30).
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2.5.3 Histon Deasetilaz inhibitorleri

HDAC enzimleri histon olan ve olmayan substratlarini deasetile ederek
gen ifadesi ve hiicre ¢ogalmasinin kontroli, farklilasma, hiicre gogii ve hiicre
olumii gibi 6nemli hiicresel yolaklarda gorev almaktadir (36). Bu bilesiklerin
inhibe edilmeleri histon proteinlerinin asetilli kalmasina ve boylece transkripsiyon
faktorlerinin DNA’ya daha kolay baglanmasina neden olmaktadir. Bu nedenle
HDAC inhibisyonu saglayan bilesikler potansiyel ilag hedefleri olarak
diistiniilmektedir (33).

HDAC inhibit6rlerinin hastalik tedavisinde kullanilmasinin en 6nemli
nedeni in vivo sartlarda iyi tolere edilebilmeleridir. Ciinkii HDAC inhibitorleri
HDAC’larin i¢inde bulundugu komplekslere zarar vermeden sadece enzimatik

aktiviteyi baskilamaktadir (33).

2.6 Spinal Muskiiler Atrofide Tedavi

SMA ig¢in heniiz yeterli bir tedavi yontemi bulunmamakla birlikte hastalik

mekanizmasi1 (Sekil 2.9) hakkinda edinilen bilgiler 1s18inda tedavi yontemi

olabilecek ilag adaylar1 ve tedavi yaklasimlar1 tanimlanmistir (Sekil 2.10) (5).

SMNTGeni Mutasyonu & Yetersiz Miktarda SIMAZ Kopya Sayisi
A4

FL-SMN mRNA Dlzeyinde Azalma
A4
SMN Protein Eksikligi

snRNP Biyogenezi mRNA Aksonal
Hatasi Tasinim Hatasi

N/

Motor Néron Kaybi

\Z
Spinal Muskuler Atrofi

Sekil 2.9 SMA tedavisine temel olusturan mekanizmalar (5)
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2.6.1 SMN2 Bagimh Tedavi Yaklasimlan

SMA hastalarinda SMN2 geni kopya sayisi fazlalastik¢a hastalik siddetinin
azaldig1 ve fare modellerindeki ¢alismalarda semptom goériilmeden 6nce SMN2
protein seviyesi artirildiginda motor néron fonksiyonlarinin korunabildigi (3,7)

yoniindeki bilgiler SMN2 bagimli yaklagimlari 6nemli kilmaktadir.

2.6.1.1 SMN2 Gen Transkripsiyonu ve Splicing’inin Degistirilmesi

2.6.1.1.1 Histon Deasetilaz inhibitorleri

Giintimiizde HDAC inhibisyonu yapan bir¢ok bilesik tanimlanmistir. Bu
inhibitorlerin, genlerin %7-10’nun ifadesini degistirdigi ve bir¢ok farkli biyolojik
yolakta rol aldig1 bilinmektedir. Bugiine kadar tanimlanmis inhibitorler yapisal
Ozelliklerine gore hidroksamik asitler, karboksilik asitler, siklik tetrapeptidler,
benzamidler ve -elektrofilik ketonlar olarak bes smnifa ayrilmaktadir (37).
Karboksilik asit, hidroksamik asit ve benzamid siniflarinin SMN2 geni tizerinde
etkili oldugu bildirilmistir (38).

Sodyum biitirat: Karboksilik asitler siifindan sodyum biitirat, SMN
ifadesini arttirdigi gosterilen ilk bilesiktir. Kiigiik molekiiler agirhiga sahip
oldugundan, kan-beyin bariyerini asabilen sodyum biitirat kisa zincirli yag
asitlerindendir (7). SMN mRNA’sin1 SMN2 promotorunu aktive etmek yoluyla
artirmaktadir. Ayrica SR proteinlerinin ifadesini artirarak mRNA’ya ekson 7 dahil
edilmesini dizenlemektedir. SMA tip II ve III farelere uygulandiginda klinik
tabloyu hafifleterek yasam siiresini uzatmistir (39). Sodyum biitirat, serumdaki
yart Omriinin kisa olmasi, 06zgiil olamamasi ve etkisini milimolar dozda
gostermesi gibi olumsuz 6zellikler tagimaktadir (7,35).

Valproik Asit: Karboksilik asit grubunda olan ve epilepsi tedavisinde
kullanilan bir diger bilesik valproik asittir. Sodyum biitirata gére serum yar1 dmrii
daha uzundur ve serumdaki miktarin %15°1 kan-beyin bariyerini gecerek merkezi
sinir sistemine ulagmaktadir (8,25). Yapilan ¢aligmalarda valproik asidin hem

SMN?2 promotorunu aktive ederek, hem de splicing’i etkileyerek ekson 7 dahil
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edilmesini sagladig1 ve bu yolla FL-SMN miktarini artirdig1 gosterilmistir (40,41).
Bunun yaninda HDAC2’nin proteozomal yikimmi arttirdigt ve DNA
demetilasyonunu tetikledigi  bilinmektedir (25,31,42). Food and Drug
Administration (FDA) tarafindan onayli olan bu bilesik faz I asamasindadir (4).

Fenil biitirat: SMA tedavisi i¢in aday gosterilen diger bir bilesik fenil
bitirattir. Diger karboksilik asit tiirevleri gibi FL-SMN2 transkriptini, protein
miktarini (43) ve ayn1 zamanda da gem sayisini artirmaktadir (4). FDA onayli olan
bu ilacin iyi tolere edilebilen ve yar1 6mrii kisa olan zayif bir HDAC inhibitorii
oldugu bilinmektedir (5,7).

Polifenoller: Karboksilik asitlerin bir grubu olan polifenolik bilesikler de
bir¢ok genetik hastalik i¢in ila¢ adayr olmustur. Bu bilesiklerden resveratrol,
kurkumin ve EGCG (epigallocatechin galate) uygulamalari polifenolik
bilesiklerin SMA’l1 fibroblastlarda SMN2 ifadesini, SMN protein miktarint ve
gem sayisini artirdigini kanitlanmistir (38,44).

TSA: Trikostatin A (TSA) diger inhibitérlere gore en kuvvetli grubu
olusturan hidroksamik asit grubu tiyesidir. TSA, Streptomyces’lerden elde edilen
antifungal bir bilesiktir (4,28). HDAC inhibit6rii olan bu bilesigin farklilagsma ve
hiicre dongiisiinii baskiladigi, apoptozu indiikledigi bilinmektedir (27). SMA’h
farelerde yapilan g¢aligmalarla TSA’nin H3 ve H4 histonlarinin asetilasyonunu
sagladigl, SMN2 genini aktive ettigi, sag kalim ve motor ndron korunumunu
artirdig1 bildirilmistir (45).

SAHA: Yapisal olarak TSA’ya benzeyen SAHA (vorinostat- siiberoylinid
hidroksamik asit) ise FDA onay1 ile kanser ¢alismalarinda kullanilan bir ilagtir
(46). Mikromolar alt1 dozlarda etkili olan SAHA, 1iyi tolere edilmekte ve kan-
beyin bariyerini gecebilmektedir (7). SAHA nin in vitro ve ex vivo uygulamalari
SMN mRNA ve proteininde artisa yol agmis (47), in vivo uygulamalarinda ise
farelerde sag kalimi artirdigi, SMA’dan kaynaklanan kilo ve motor néron kaybini
azalttigl, motor gelisimlerini duzelttigi ve kas fibrillerini artirdigi gézlenmistir
(48).

Panobinostat: Kanser tedavisinde kullanilan, kan-beyin bariyerini
gegebilen ve bir hidroksamik asit tiirevi olan panobinostat (LBH589) FDA

tarafindan onaylanmistir. Panobinostat, gem sayisinda ve SMN protein miktarinda
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artisa neden olmaktadir. FL-SMN2 mRNA miktarini artirirken, SMNA7 miktarini
azaltmasi veya degistirmemesi ayrica splicing faktorii olan Htra2-f1 miktarini
artirmast, splice hatasini diizelttigini gostermektedir (49).

Tim olumlu bulgulara ragmen, hidrosamatlarin toksisiteleri, zayif
farmokolojik 6zellikleri ve secici olmamalar1 tedavide kullanilabilmeleri agisindan
sorun teskil etmektedir (37).

M344: HDAC inhibitorlerinin benzamid grubu tiyesidir. SMA tedavisinde
aday bilesik olarak gosterilmis (47,50) ve FL-SMN2 ifadesinde, SMN protein
seviyesinde, gem sayisinda ve splicing’de gorevli Htra2-f1 ve SRp20
proteinlerinde  artisa neden olmustir. Ancak bu bilesigin  yiiksek
konsantrasyonunun toksik olmasi ve artislarin her hiicre hattinda gériilmemesi

gibi olumsuz 6zellikleri bulunmaktadir (50).

2.6.1.1.2 HDAC inhibitorleri Disinda Kalan ilaclar

Aklarubisin: Kanser tedavisinde kullanilan antibiyotiklerindendir.
Transkripsiyon faktorlerinin ifadesini artirdii ve motor néron gelisiminde rol
oynayan tip II DNA topoizomerazlar ile etkilesime girdigi bilinmektedir (7).
Fibroblastlarda yapilan caligsmalar aklarubisinin splicing’i etkiledigi, gem sayisini
artirdigi ve ayrica SMN2 ifadesini artirdigi bilinen Stat5 (signal tranducer and
transcription activator 35) proteininin aktivasyonunu sagladigi bildirilmistir
(51,52).

Albuterol (Salbutamol): [,-adrenerjik agonisti olan bu bilesik kronik
bronsit ve astim tedavisinde kullanilan bir ilagtir. /n-vitro ¢alismalarda FL-SMN2
miktarini, SMN proteinini ve gem sayisi artirg1 gosterilmistir (53).

Hidroksiiire: Hidroksiiire, orak hiicre anemili ve kanserli hastalarda
kullanilan diisiik toksisiteli ve kan-beyin bariyerini gegebilen riboniikleotid
rediiktaz inhibitéridiir. SMA tedavisi amaciyla in-vitro ve in-vivo arastirmalari
bulunmaktadir. SMA’ll lenfositlerde yapilan c¢alismalarda splice hatasin
duizeltmek suretiyle ekson 7 iceren mRNA’da ve gem sayisinda artis gozlenmistir.
Bu etkisini ekson dahil edilmesini baskilayan hnRNP Al protein miktarini

dustirerek gosterdigi bilinmektedir (54).
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Interferon: SMNI ve SMN2 genlerinin promotorlarinda interferon-
stimulated response element (ISRE) ve interferon regulatory factor element (IRF-
E) motifi bulunmasi nedeniyle interferon p ve y'nmin etkisi arastirilmistir.
Interferon uygulamalar1 ardindan her iki SMN geninin de ifadesi hizla
indiiklenmis ve SMN protein miktart artmistir (55).

Kuinazolinler: Kanser ve malarya tedavisinde kullamilan ilaglardir. Iyi
tolere edilebilmeleri, kan-beyin bariyerini gegebilmeleri ve yiiksek oral
biyoyararlanilimlar1 insan denemeleri i¢in onlart uygun hale getirmistir.
Kuinazolin tiirevlerinin SMN geni {iizerine etkisini arastirmak i¢in yapilan
calismalarda birgok tiirevin promotoru aktive ettigi, splicing’ini diizenledigi, SMN
protein miktarin1 artirdigl, sag kalim ve motor fonksiyonlar1 etkiledigi
bildirilmistir. Bunun yaninda bazi tiirevlerin DcpS (the scavenger decapping
enzyme) inhibisyonu yaparak SMN2 mRNA yikiminda rol oynadigi ve mRNA
yart Omriinii uzattig1 bildirilmistir (56,57).

Sodyum vanadat: Sodyum vanadat, diyabet tedavisinde kullanilan ve
ndron sag kalimi tizerinde etkili olan bir tirozin fosfataz inhibitérudiir (7). Yiiksek
konsantrasyonlarda toksik olan bu bilesigin ekson 7°nin dahil edilmesi yoniinde
etkili oldugu gosterilmistir (58).

Tirotropin Salgilatict Hormon: Hipotalamustan salinan tirotropin
salgilatict  hormon epilepsi tedavisinde, omurilik yaralanmalarinda ve
spinoserebellar atakside kullanilan bir hormondur. Omurilik 6n boynuz hiicreleri
tetikleyen bu hormonun uygulamasi ile SMA’l1 deneklerde motor fonksiyon artisi

gortilmiistiir (59).

2.6.1.2 SMN2 Translasyonunun ve Protein Stabilizasyonunun Artirilmasi
SMNA7 stabilize olamayan, oligomerizasyon kapasitesini diisiik bir

proteindir. Bu nedenle stabil kalabilen veya oligomerizasyonu kismen de olsa

saglayabilen protein miktarinin artirilmasi tedavi yontemi olarak diistintilmiistiir.

Aminoglikosidler: Kanser tedavisinde de kullanilan, prokaryotik

ribozomlarin islevini bozan antibiyotiklerdir. Bu ilaglarin dur kodon tanimasini
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baskilamasi, baz1 genetik hastaliklar i¢in tedavi edici olarak kullanilabileceklerini
dustindiirmiistiir. SMN geni {lizerinde ekson 7 sonunda bulunan dur kodonunun
atlanmasi1 ve transkripsiyonun ekson 8’in dur kodonuna kadar devam etmesi
sonunda mRNAya fazladan dokuz aminoasit daha eklenmektedir. Bu sekilde elde
edilen uzatilmis protein SMNA7’ye gore daha stabildir ve daha fonkiyoneldir
(60).

Bu amagla bugiine kadar amikomisin, tobramisin, gentamisin, genetisin,
lividomisin, streptomisin, neomisin tiirevleri ve kanamisin tiirevlerinin SMN geni
tizerindeki etkileri arastirllmistir (60,61). Bu gruptaki bazi bilesiklerin gem
sayisinda artis saglamasi, motor néron sayisini artirmasi ve sagkalim tizerindeki
etkisi  bildirilmekle birlikte toksik olduklarindan tedavi i¢in uygun
bulunmamaiglardir (48,60-62).

Indoprofen: Siklooksijenaz inhibitorii olan bu ilag, steroid olmayan anti-
inflamatuar bir ilagtir. Yapilan calismalarda SMN geni tizerinde olumlu etkileri
goriilmesine ragmen ciddi yan etkilerinden dolay1 kullanima uygun bulunmamistir
(7,63).

Proteozom Inhibitorii: Okaryotik hiicrelerde SMN proteini yikimi
ubikutin/proteozom yolagi tiizerinden ger¢eklesmektedir. SMNA7°’nin FL-
SMN’den iki kat daha hizli degrede olmasi nedeniyle, proteozom inhibit6ri
kullanarak SMNA7 yikiminin geciktirilmesi hedeflenmistir. Proteozom inhibitorii
olan MG132 denemelerinde, SMN protein miktarinin ve gem sayisinin arttigi

kanitlanmigtir (64,65).

2.6.1.3 Ekson Atlanma Hatasimin Diizeltilmesi

SMN2 genine ekson 7’nin dahil edilmesini saglayacagi diisliniilen bir
yaklasim da antisens oligoniikleotitlerin kullanilmasidir. Bu oligoniikleotitler
splicing’de gorevli proteinleri ya da onlarin baglandiklart mRNA dizilerini hedef
alabilmektedirler (66).

Ekson atlanmasinda rol oynayan hnRNP Al proteinin baskilanmasi veya
bu proteinin baglandig1, intronic splicing silencer (ISS) dizisinin kapatilmasi

ekson 7°nin mRNA’ya dahil edilmesine ve SMN protein miktarinda artisa neden
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olmustur (66,67). ISS dizisinin farelerde baskilanmasi sonucunda ise yukaridaki
bulgularin yani sira viicut agirliginda artis ve daha hizli viicut pozisyonu alma
yoniinde iyilesme bildirilmistir (68).

ESE bolgelerini hedef alan antisens oligoniikleotid uygulamalar1 da vardir.
Ekson 7 i¢indeki ESE bolgesini hedef alarak tasarlanan oligoniikleotitlerin ekson
atlanmasini diizelttigi gosterilmistir (69). Bunun yani sira, ESE dizisini taklit eden
kuyruk igeren oligoniikleotitlerle yapilan ¢alismalar gem sayisi, FL-SMN
mRNAs1 ve proteininde artis saglamistir (70).

2.6.2 SMIN2 Bagimsiz Tedavi Yaklasimlar

2.6.2.1 Nororejenerasyon

Kok hiicre tedavisi: SMA’da motor néron kaybinin kok hiicre kullanimi
ile engellenebilecegi goriisii hastalik tedavisine yeni bir yaklagim getirmistir. Kok
hiicreler kendilerini yenileyebilen, sinirsiz boliinebilme yetenegini olan ve farkl
hiicre tiplerine doniisebilme potansiyeline sahip hiicrelerdir (71) . Saglikl farelere
embriyonik kok hiicre transplantasyonu yapildiginda, hiicrelerin motor néronlara
farklilagtigi, akson ve noromuskiiler baglantilarin olustugu, olusan motor
noronlarin kas kasilmasini tetikledigi gézlenmistir (72). SMA’l1 farelere yapilan
noral (73) ve embriyonik kok hiicre (74) uygulamalar1 ise 6miir uzunlugunda,
motor fonksiyonlarda, viicut agirliginda ve norotrofik faktor salgilanmasinda artis
saglamistir. Arastirmalar1 devam eden kok hiicre tedavisi tagidigi riskler nedeniyle
hentiz uygulanamamaktadir.

Gen Tedavisi: Gen tedavisinde hedef, mutasyon icermeyen ve tam
uzunluklu SMN proteini olusturabilecek SMN geninin verilmesidir.

Bugiine kadar yapilan lentiviriis (75,76) ve adeno-asosiye virts aracili (77)
SMN geni aktariminda, farelerin SMN protein miktarlarinda, yasam siirelerinde,
motor fonksiyonlarinda artis ve ndromuskiiler baglantilarda gelisme gozlenmistir.
Bununla beraber adeno asosiye virlislerin primatlarda kan-beyin bariyerini
asmalari ileriki caligmalar i¢in 6nemli bir 6zelliktir (78). Ancak bu ¢alismalarda

immun yanit goriilmesi insan denemelerine olanak vermemektedir (76).
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Kemik Iligi Transplantasyonu: Kaslarinda SMNA7 delesyonu yaratilan
farelere yapilan kemik iligi transplantasyonu sonucunda kas fibrillerinde artis
gozlenmis, satellit hiicre aktivasyonu araciligiyla miyopatik fenotip gerilemistir.
Fakat satellit hiicrelerin flizyon ya da yer degistirme yeteneklerinin az olmasi,
SMN geni {izerindeki etkisinin bilinmemesi bu yontemin tedavi igin

kullanilabilirligini zorlagtirmaktadir (79).

2.6.2.2 Noron Korunumu

Norotrofik faktorler noronlarin sag kalimini ve noéron farklilagmasini
uyaran, (80) noron koruyucu faktorler ise sinir sisteminde herhangi bir hasar
sonucu noronlart apoptozdan ya da dejenerasyondan koruyan faktorlerdir. Her iki
faktor de motor néron hiicre 6limiinti ve aksonal yikimi geciktirdigi i¢in, motor
noron hastaliklarinin tedavisinde denenmeye deger goriilmiistiir (81).

Insanlarda yapilan noron koruyucu faktdr uygulamalarinda riluzol ve
gabapentin’in etkisinin diisiik oldugu, asetil-L-karnitin ve kreatin’in ise etkisi
olmadig1 gortilmiistiir (10). Norotrofik faktorlerden kardiotrofin-1’in SMA’L fare
modeli tizerinde etkisi arastirildiginda sag kalimi az da olsa artirabildigi ve motor
semptomlarin baglangicint geciktirdigi tespit edilmistir (10). Ancak noéron
korunumu saglayan tiim bu faktorlerle yapilan ¢alismalar sonucunda yeterli etki

goriilmemistir (7).

2.7 Tez Calismasinda Kullanilan Bilesikler ve Kokenleri

Anabilim Dali’mizda yiiriitiilmiis olan “RNA Splicing Hatalarinin Neden
Oldugu Kalitsal Hastaliklarda Ila¢ Arastirma Gelistirme Calismalar™ projesi
kapsaminda SMN2 gen transkripsiyonunun ve splicing’inin degistirilmesi yontemi
tizerinden potansiyel ila¢ adayr olabilecek bilesiklerin sentezi ve tasarimi
gergeklestirilmistir. Bilesik sentezinde kisa zincirli yag asitleri temel alinarak,
HDAC inhibitérii oldugu bilinen valproik asit ve biitanoik asit analoglari
kullanilmistir. Tasarim1 yapilan bilesiklerden SMA tedavisi i¢in aday gosterilmis

ve zayif bir HDAC inhibitorii olan sodyum biitiratin inhibisyon aktivitesinin
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tizerine ¢ikabilen bilesikler saptanmis, yeni tlirevlerin tasarimi gerceklestirilmistir.
Bu proje kapsaminda arastirilan bilesiklerden dort tanesinde yiiksek HDAC

inhibisyon aktivitesi saptanmasi tizerine detayli ¢calismalara ihtiya¢ duyulmustur.

Kafeik asidin, yiiksek HDAC inhibisyonu go6stermesi ve SMN2 gen
ifadesini artirmasi tlizerine bu bilesigin dimeri olan tiirev 2 (a-o-kafeoil-3,4-
dihidroksifenil-laktik asit ) (rosmarinik asit) ve siklik esteri olan tlirev 3
(3.3°.4°,5,7-pentahidroksiflavon) (kuersetin) sentezlenmistir. Ayrica, fenol halkasi
iceren, yiiksek HDAC inhibisyonu yapan ve SMN2 gen ifadesini artiran (E)-metil
4-(4-metoksifenil)-2-okzobiit-3-enoat ve resveratrol bilesikleri baz alinarak
biitanoik asit esterleri olan (E)-metil 4-(3,4-dihidroksifenil)-2-okzobiit-3-enoatin
(turev 1) ve (E)-4-(4-metoksifenil)-1-(2,6- dimetilmorfolino) biit-3-en-1,2-dion

(tiirev 4) elde edilmistir.

Tez ¢alismasinda tiirev 1 ve 4 i¢in uygulanan siire ve konsantrasyonlar
(E)-metil 4-(4-metoksifenil)-2-okzobiit-3-enoatin, tiirev 2 ve 3 i¢in uygulananlar
ise kafeik asidin ad1 gecen proje kapsaminda belirlenen konsantrasyon ve stireleri
ile ayn1 olacak sekilde se¢ilmistir. Bahsi gecen dort tiirevin SMA tedavisi i¢in en
uygun aday molekiiller olarak diisiiniilmesi {izerine tez calismasi kapsaminda

SMN?2 geni ifadesi lizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1 Hiicre Kiiltiirii

GMO03813 SMA tip I insan deri fibroblast hiicreleri (Coriell Cell Repository)
GMO09677 SMA tip I insan deri fibroblast hiicreleri (Coriell Cell Repository)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Biochrom AG)
Penisilin/Streptomisin (Biochrom)

Fotal dana serumu (FCS) (Biochrom)

L-Glutamin 200 mM (Biochrom)

Tripsin/ EDTA (Biochrom)

Dimetil siilfoksit (hiicre kiiltiiriine uygun) (DMSO) (Applichem)

¢ Hiicre kiltir ortam igerigi: %10 fotal dana serumu, %l
Penisilin/Streptomisin ve % 1 L-glutamin iceren DMEM
¢+ Hiicre dondurma ortami: %90 fétal dana serumu ve %10 DMSO

3.1.2 Cahsmada Kullanilan HDAC inhibitorleri

Tiirev 1 : (F)-metil 4-(3,4-dihidroksifenil)-2-okzobiit-3-enoat (Sentez iiriinii)

Tiirev 2: a-o-kafeoil-3,4-dihidroksifenil-laktik asit (Rosmarinik asit) (Aldrich)
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Tiirev 3: 3,3°,4°,5,7-pentahidroksiflavon (Kuersetin dihidrat, %98 HPLC)
(Sigma)

OH

T @

T

OH

HO o

Tiirev  4: (E)-4-(4-metoksifenil)-1-(2,6-dimetilmorfolino)biit-3-en-1,2-dion

3.1.3 Hiicre Stogu Hazirlanmasi

(Sentez tirlinii)

RNA protect (Qiagen)
1X PBS (phosphate buffer saline)

3.1.4 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, Rneasy® Plus mini kit (Qiagen) kullanilarak yapilmistir.

3.1.5 ¢cDNA Sentezi

cDNA sentezi, QuantiTect® Reverse Transcription Xkiti kullanilarak
yapilmistir.
gDNA wipeout Tamponu, 7x
Quantiscript Reverse Transkriptaz
Quantiscript RT Tamponu, 5x
RT Primer Karigimi

Rnaz i¢ermeyen Distile Su
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3.1.6 Hipoksantin Fosforibozil Transferaz (HPRT) Geni Polimeraz Zincir

Reaksiyonu
Taq DNA Polimeraz (Fermentas) (5 u/ul)
Taq DNA Polimeraz Tamponu (NH4),SO4 (Fermentas) (10x)

MgCl, (Fermentas) (25mM)

Deoksiriboniikleotripeptidler (INTP) (Fermentas) (2.5 mM dATP, 2.5 mM dCTP,
2.5 mM dGTP, 2.5 mM dTTP)

Primer dizileri F: 5> TGGCGTCGTGATTAGTGATG 3°
R: 5> AATCCAGCAGGTCAGCAAAG 3°

3.1.7 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Prona) :Molekiiler biyoloji kullanimi1
safliginda

Tris-asetat tamponu (TAE) (pH 8.0) : Tris baz (Merck) 2M
Glasiyal asetik asit (Merck) 1.14 ml
Na;EDTA (Merck) 0.5M

Yiikleme tamponu : Gliserol (Merck) 5.5ml

1X TAE tamponu (Merck) 4.5 ml
Orange G boya (Merck) 0.01 gr

Etidyum bromiir : 10 mg/ ml distile su
Molekiiler agirlik belirleyicisi :Gene Ruler 50 bp DNA Ladder
(Fermentas)

3.1.8 Gercek Zamanh (Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu

TagMan Universal PCR Master Karisimi (2X) (Applied Biosystems)
GAPDH prob (VIC-TAMRA) (20X) (Applied Biosystems)
B aktin prob (VIC-MGB) (20X) (Applied Biosystems)
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SMN geni i¢in primer dizileri:
e6F: 5-GCTGATGCTTTGGGAAGTATGTTA-3" (38)
e7F:  5-CAGCTTCCTTCTTTTTGATTTTGTC-3" (38)

SMN?2 ekzon 6 TagMan prob dizisi: ( 1.25 pmol)
5’FAM-TTTCATGGTACATGAGTGGCTATCATACTGGCTATTAT-TAMRA 3’
(38)

3.1.9 Hiicre Canlilik Testi

Canlilik testi LDH-Cytotoxicity Assay Kit II (Biovision) kullanilarak
yapilmistir.

3.1.10 DAPI Boyamasi

4' 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
1X PBS

%4 Paraformaldehit (PFA)

Distile su (dH,0)

3.1.11 HDAC Aktivitesinin ICsy Degerinin Hesaplanmasi

Tirev 1 ve 4 igin ICsy degeri i¢in HDAC inhibit6r ilag tarama Kkiti

(Biovision) kullanildi.

HDAC Substrati (Boc-Lys(Ac)-AMC, 4 mM),
10X HDAC Deney Tamponu,

Lizin Developer,

HDAC inhibitérii (Trikostatin A, 1mM),

HeLa Cekirdek Oziitii (5 mg/ml),

Deasetile Edilmis Standart (Boc-Lys-AMC, 4 mM)
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3.2 Yontemler
3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

SMA noronlar {izerinden etkisini gosteren bir hastalik olsa da,
fibroblastlarda da SMN gen ifadesi bulundugundan hastalik 6rnek dokusu olarak
insan fibrobastlar1 kullanilmistir.

Calismamizda ticari olarak satin alinan GMO03813 ve GMO09677 hiicre
hatlar1 kullanilmistir. Bu iki hiicre hatt1 2 adet SMN2 kopyasina sahip, tip [ SMA
fibroblast hiicreleridir. GM03813 kas zayiflig1 ve atrofisi semptomlar: tagiyan 3
yasindaki erkek hastadan, GM09677 ise hipotoni, diisiik kas hacmi, derin tendon
reflekslerine sahip olmama semptomlar1 tasiyan 2 yasindaki erkek hastadan elde
edilen primer kiiltiirlerdir.

37°C’daki su banyosunda ¢oziilen hiicrelere %10 FCS igeren DMEM
ortamindan 5 ml eklendi. 300 g’de 10 dakika santrifiij islemi gerceklestirildikten
sonra list faz atild1 ve ¢okeltiye 2 ml hiicre kiiltiir ortami eklendi. Cokelti iyice
¢oziindiikten sonra hiicreler 75cm?’lik kiiltiir kabina aktarildi ve 5 ml hiicre kiiltiir
ortami eklenerek %5 CO, igeren 37°C etiivde gogalmak iizere inkiibasyona
birakildi. Hiicreler, hiicre kabin1 tamamen doldurana kadar, giin asir1 8 ml %10
FCS iceren kiiltiir ortamiyla beslendi.

Hiicreler, kiltiir kabin1 tamamen kaplayacak kadar g¢ogaldiklarinda 15
mm’lik kiiltir kaplarina her birinde 5x10° hiicre olacak sekilde dagitildi.

Hiicrelerin kiiltiir kaplarina dagitilma islemi asagidaki protokol ile gergeklestirildi:

1. Kiiltur kabi i¢indeki hiicre kiiltiir ortami1 bosaltild1 ve 10 ml PBS ile yikand.

2. 2 ml tripsin eklendi ve 2 dakika 37°C’deki etiive kaldirildi.

3. Hicrelerin tamami kalktiktan sonra tripsin inaktivasyonu i¢in 5 ml hiicre
kiiltir ortami eklendi. Kiime halindeki hiicrelerin dagilmasi i¢in 2 ml’lik
serolojik pipet yardimiyla pipetaj yapildi.

4. Toplanan hiicreler 300 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

5. Ust faz atildiktan sonra ¢okeltiye 4 ml hiicre kiiltiir ortami eklendi

6. Hiicreler 1/20 oraninda hiicre kiiltiir ortami ile sulandirildi.
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7. 10 pl alinip hemositometre yardimiyla hiicre sayisi belirlendi ve her birinde
5x10 hiicre olacak sekilde kiiltiir kaplarina aktarildi.
8. Hiicreler, yapisip cogalmalari i¢in, %5 CO, iceren 37°C etiivde 24 saat

inkiibasyona birakildi.

3.2.2 Tiirev Uygulamalar

Inkiibasyonun ardindan tiirevler seri diliisyonlar halinde hazirlanip son
hacimlerinde tiirev 1 ve 4 40 uM, 80 uM, 160 uM; tirev 2 ve 3 20 uM, 50 uM,
100 uM olacak sekilde uygulanmistir. Bilesik uygulanmayan fibroblast hiicreleri
kontrol olarak kabul edilmistir. Tiirev 1 ve 4’lin ana stok dilusyonlar1 kuvvetli bir
¢oziicli olan DMSO’da, ana stoktan hazirlanan seri dilusyonlar ise %10 FCS
iceren hiicre kiiltiir ortami ile yapilmigtir. Tiirev 2 ve 3’iin dilusyonlar: ise hiicre
kiltir ortami  iginde ¢Oziinmemeleri nedeniyle DMSO  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon %35 CO, iceren 37°C etiivde 24 saat olarak
gergeklestirilmistir. Seg¢ilen konsantrasyon ve siireler tiirevlerin koken aldiklari

bilesikler ile ayn1 olacak sekilde se¢ilmistir.

3.2.3 Hiicre Stogu Hazirlanmasi

Bu asamadan sonra RNA izole edileceginden RNA’larin zarar gérmeden
elde edilmesi i¢in hiicreler, 5 hacim Qiagen RNA Protect ve bir hacim PBS
karisimindan olusan ¢ozelti yardimiyla toplanmistir. Hiicre kiiltlir ortami pipet
yardimiyla ¢ekildikten sonra ¢6zeltiden 2 ml kiiltiir kaplarina eklenmis bdylece
hiicrelerin kaldirilmast saglanmistir. Scrapper yardimiyla kaldirilan hiicreler -

20°C’ da saklanmistur.
3.2.4 RNA izolasyonu
RNA izolasyonu, Qiagen RNeasy® Plus Mini Kit aracilifiyla yapilmistir.

1. Hiicreler oda 1sinda ¢oziildiikten sonra vorteks yardimiyla karistirildi.

2. 23°C 8000 g’de 6 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras iist faz dikkatlice
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atildi.

3. Cokelti tizerine 350 pl guanidin-izotiosiyonat iceren tampon eklenerek
yaklagik 1 dakika vorteks ile karistirildi. Ardindan 0,9 mm’lik enjektdrden
gegirildi.

4. Lizat, gDNA eleminator kolona alinarak 23°C 8000 g’de 40 saniye santrifiij
edildi.

5. Kolondan toplanan 6rnege 350 pl %70’lik etanol eklendi. RNeasy spin
kolonda 23°C 8000 g’de 25 saniye santrifiij edildi. Kolonun altinda kalan sivi
atildi.

6. Kolona baglanan RNA’lar 6nce 700 ul RW1 tamponu ardindan da iki kez 500
ul RPE tamponu ile 23°C 8000 g’de 25 saniye santrifiij edilerek yikand.

7. Kolon temiz bir ependorf tiiptine alinarak tizerine 15 ul RNaz i¢ermeyen su
eklendi, 23°C 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

8. Kolona 10 ul RNaz icermeyen su eklendi, 23°C 8000 g’de 1 dakika santrifijj
edildi.

9. Ornekler buza alindi.

3.2.5 RNA Konsantrasyon Ol¢iimii

RNA konsantrasyonlart  NanoDrop NDI1000 Spectrometer cihazi
yardimiyla ol¢tildii. Cihaza 1,5 pl ornek yiiklenerek konsantrasyon ve

OD:260nm/280nm degerleri elde edildi.

3.2.6 cDNA Sentezi

cDNA sentezi Qiagen Quantitech Reverse Transcription Kit aracilifiyla
yapilmistir. Kitin ¢alisma prensibinin temelinde ¢ok fonksiyonlu ters transkriptaz
vardir. Bu enzim hem RNA bagimli DNA polimeraz, hem de hibrit bagimh
ekzoniikleaz (RNaz H) olarak gorev yapar. Ilk basamakta genomik DNA
uzaklagtirillir. Rastgele primerler RNA kalibina baglandiktan sonra ters
transkriptaz DNA pargasi sentezini yapar, ardindan RNaz H aktivitesiyle, RNA-
DNA hibritindeki RNA’y1 pargalar. Boylece tek zincirli cDNA elde edilmis olur.
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mRMNA ARAALA
Primer baglanmasi

mRMNA ALARAA
g

Ters transkripsivon
v ENAbazimh DNA polimeraz

mRMNA [-T-T-T-F.F.1
N, =

l ENA parcalanmasi

<DNA -

i

Kantitasvon, gercek zamanh PZR

Sekil 3.1 cDNA Sentezi (82)

RNA son hacim 12 pl olacak sekilde sulandirildiktan sonra genomik
DNA’y1 uzaklastirmak igin 2 pl gDNA wipeout soliisyonu eklenerek 42°C’da 5
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan RT primer karisimi, reverse
transkriptaz ve RT tamponu (son hacimde 1X olacak sekilde) eklendi ve reaksiyon
25 ul’ye tamamlandi. 30 dakika 42°C’da ve sonra 5 dakika 95°C’daki
inkiibasyolarin ardindan drnekler -20°C’a kaldirildu.

3.2.7 ¢cDNA’larin Hipoksantin Fosforibozil Transferaz (HPRT) Geni ile

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Kontrolii

Gergek zamanli PZR oncesi cDNA sentezinin kontrolii i¢in housekeeping
genlerden olan HPRT se¢ilmistir. Calismada 0.625 u Tag DNA polimeraz, 0.1 mM
MgCl,, 10 mM dNTP, 0.1 uM primer ve 1X tampon son hacim 12.5 ul olacak
sekilde kullanildi.
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Reaksiyon Kosullart:
1. basamak: 94°C 2 dakika
2. basamak: 94°C 30 saniye
3. basamak: 58°C 45 saniye 30 dongt
4. basamak: 72°C 45 saniye
5. basamak: 94°C 2 dakika

PZR drinli %2’lik agaroz jelde, 120V’°da elektroforeze edilerek

gorlintiilenmistir.

3.2.8 Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tirevlerin SMN2 ifade miktar {izerinde etkisinin arastirilmasinda BioRad
10Cycler Real Time cihazi kullanilarak kantitatif bir analiz yapilmistir. Problardan
alinan floresan 1s1ma cihaz kamerasi ile yakalanarak bilgisayara aktarilmakta ve
boylece  reaksiyon  gerceklesirken es zamanli  olarak  bilgisayarda
izlenebilmektedir.

Deney sisteminde TagMan problar1 kullanilmistir. Bu problarin 6zelligi 5°
ucunun reporter (FAM™), 3° ucu da quencher (TAMRA™) boyalarla isaretli
olmasidir. Problar biitiin haldeyken herhangi bir 1s1ma meydana gelmez. Ciinkii
reporter, quencher tarafindan baskilanir. Primer ve prob kaliba baglandigi
durumda TagMan Universal PCR Master Mix ig¢inde bulunan AmpliTaq Gold
DNA polimeraz, polimerizasyonu baslatir. Enzimin 5°-3” ekzoniikleaz
aktivitesiyle reporter ve quencher birbirinden ayrildiginda 1sima gergeklesir
(Selik 3.2). Reporter’dan kaynaklanan i1sima miktari ile ¢ogalan 6rnek miktari

dogru orantilidir.
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Sekil 3.2 Gergek Zamanli PZR (R: Reporter, Q: Quencher) (83)

Baslangicta reaksiyona konulan cDNA miktar1 ne kadar fazlaysa ilk sinyal
alimimi i¢in gerekli dongii sayisi o kadar diistiktiir ve bu deger logaritmik olarak
hesaplanir. Bu yontem comparative threshold cycle (Ct) olarak bilinir. En dugiik
Ct degeri alinan 6rnek en fazla cDNA’in bulundugu 6rnek olarak yorumlanir.

Deneyler 96 kuyucuklu mikroplakalarda 1.25 pmol prob, 1X TagMan
Universal Master Mix, 900 nM primer ve 15 ng cDNA kullanilarak 25 pl’de
gerceklestirildi. Ornekler iiclii tekrarlar halinde ¢alisildi. Kantitatif analiz igin
internal kontrol olarak gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve fS-aktin
(ACTB) genleri kullamldi. Internal kontroller icin de ayr tiiplerde kendi
problariyla karigimlar hazirlanip 96 kuyucuklu mikroplakaya dagitildiktan sonra
cDNA’lar eklendi ve amplifikasyon gerceklestirildi. Gergek zamanli PZR
asagidaki kosullarda uygulandi:
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1. basamak: 95°C 10 dakika
2. basamak: 95°C 15 saniye
3. basamak: 60°C 1 dakika } 40 dongii
4. basamak: 20°C 30 dakika

3.2.9 Hiicre Canlilik Testi

Bu tez calismasinda kullanilan LDH-Cytotoxicity Assay Kit,  hiicre
canliligin1 belirlerken temel olarak laktat dehidrogenaz (LDH) enziminin
miktarin1 baz alarak 6l¢ctim yapmaktadir. LDH laktat ve pirtivatin birbirlerine
dontistimlerini katalizleyen enzim oldugu i¢in tiim hiicrelerde bulunmaktadir.

Hiicre zarinda herhangi bir hasar meydana geldiginde LDH hizla hiicre
digina salinir, laktat1 oksitleyerek NADH tiretimine neden olur. Kit bilesenlerinin

NADH ile olusturdugu renk yogunlugu, 6lii hiicre miktar1 dogru orantilidir.

1. Caligma sirasinda 96 kuyucuklu mikroplakalara 4x10* hiicre eklenmistir. Deney
sistemi {i¢lti tekrarlardan olusmaktadir. Hiicreler kuyucuklara eklendikten sonra
hiicrelerin yeni ortamlarina uyum saglayabilmeleri i¢in 24 saat %5 CO,; iceren

37°C etiivde inkiibe edilmislerdir.

2. Kuyucuklara, incelenecek olan konsantrasyonlarda hazirlanan bilesikler ile
pozitif kontrol i¢in 10 pl hiicre liziz soliisyonu eklenmistir. Ardindan 24 saat

%5 CO, igeren 37°C etiivde inkiibe edilmislerdir.

Background Kontrolii: Sadece 100 ul hiicre kiiltiir ortami icerir. Bu kontrol
hiicre kiiltlir ortamindan ve kit bilesenlerinden
kaynaklanan hatalarin giderilmesinde kullanilir.

Negatif Kontrol : 100 pl hacimde 4x10* hiicre icerir.

Pozitif Kontrol : 100 pl hacimde 4x10* hiicre ve 10 pl hiicre lizis

soltisyonu igerir. Bu soliisyon hiicrelerin zarlarinda hasar
meydana getirerek maksimum LDH’in agiga ¢ikmasini

saglar.
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3. Kit bilesenlerinden WST substrat karisimina 1ml ddH,O eklenmis ve LDH
reaksiyon karigimi hazirlanmak tizere 1/50 oraninda tampon ile karistirilmistir.

4. Inkiibasyonun ardindan mikroplaka 10 dakika 600g’de santrifiij edilmistir.

5. 10 pl stipernatan yeni mikroplakaya aktarilip tizerine 100 ul LDH reaksiyon
karigimi eklenmis ve 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir.

6. Inkiibasyon sonras1 450 nm’de (referans degeri 650 nm) absorbans &l¢iimii

mikroplaka okuyucu (Molecular Devices, Spectra max M2) ile yapilmistir.

Canlilik hesaplanirken oncelikle ticlii tekrarlarin  hepsi kullanilarak
ortalama degerler elde edilmistir. Daha sonra background kontroliinden
kaynaklanan deger diger tiim degerlerden ¢ikartilmis ve canlilik orani asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.

% canlilik=100x(Test Ornegi-Negatif Kontrol / Pozitif Kontrol-Negatif Kontrol)

3.2.10 DAPI Boyamasi

DAPI, ¢ift zincirli DNA’ya kuvvetli bir sekilde baglanan mavi floresans
bir boyadir. DNA’ya baglanma o6zelligi nedeniyle c¢ekirdek boyamasinda

kullanilir.

1. Hiicreler 6 kuyucuklu mikroplakaya, 200 000 adet olacak sekilde aktarilip 24
saat %5 CO, igeren 37°C etiivde inkiibe edilmislerdir.

2. 40, 80, 160 ve 200 uM tiirev 4, hiicrelere eklenmis toplam hacim 2 ml’ye
tamamlanmis ve %5 CO, iceren 37°C etiivde 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyon sonrasi ortam bosaltilmus, hiicreler iki kez 1XPBS ile yikanmus, %4
paraformaldehit eklenerek 30 dakika oda sicakliginda fiksasyonun
gergeklesmesi saglanmaistir.

4. Hicreler PBS ile yikandiktan sonra 1XPBS ile 1/1000 oraninda sulandirilan
DAPI eklenmis, bir dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra dH,O ile

DAPI uzaklastirilmis ve hiicreler goriintiilenmistir.
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Hiicre goriintiilenmesi Leica DMIL mikroskobuyla, onluk biiylitmede

gerceklestirilmistir.

3.2.11 HDAC Aktivitesinin ICsy Degerinin Hesaplanmasi

ICso, bir bilesigin in vitro ortamda %350 inhibisyon etkisi gosterdigi
degerdir. ICs degerini hesaplamak i¢in kullanilan HDAC inhibitor ilag tarama kiti
iki asamali deney sistemi sonucunda floresans degeri vermektedir. ilk asama,
icinde tiim HDAC enzimlerini barindiran Hela ¢ekirdek 6ziitii ve asetilli lizin yan
zincire sahip florometrik substrat belirlenen konsantrasyonlardaki bilesiklerle
karistirilarak inhibisyon olusumundan meydana gelmektedir. Burada HDAC
enzimleri asetilli lizine sahip olan substratin deasetilasyonunu saglayarak
floresans 1s1ma olusturmaktadir. Ikinci asamada lizin developer ile durdurulan
reaksiyon 96 kuyucuklu mikroplaka okuyucuda Ex: 350nm ve Em: 440 nm dalga
boylarinda okunmustur. Deney tuglii tekrarlar halinde gergeklestirilmis olup,
bilesik eklenmeyen kuyucuklardan alinan deger %100 kabul edilmistir.

ICs degerini hesaplamak igin tiirev 1 ve 4%iin ile 1X107-3X107, 1X10°,
3X10°, 1X10™ 3X107, 1X10™, 3X10™, 1X107, 3X10”, 1X107?, 3X10° M

konsantrasyonlardaki seri sulandirimlart kullanilmigtir.

3.3 Verilerin Degerlendirilmesi

3.3.1 Ger¢cek Zamanh PZR Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Verilerin  degerlendirilmesi  gercek  zamanli PZR  sonrasinda
gerceklestirilmis, bu amacla AACt yontemi kullanlmustir. Uglii tekrarlar halinde
calisilan orneklerden en fazla sapan Ct degeri disarida tutularak diger iki 6rnegin
ortalamast alinmustir. Tiirevlerin uygulandigi ve uygulanmadigi orneklerin
ortalama Ct degerleri, internal kontroller olan GAPDH ve ACTB’in ortalama Ct
degerlerine gore normalize edilerek ACt (SMN Ct — internal kontrol Ct) degeri

elde edilmis ve ¢ikan sonuglar tiirev uygulanmayan kontrollerle karsilagtirilmigtir
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(Tiirev uygulanan: ACt; = ACtsun — ACtkontrOL, tlirev uygulanmayan: ACt- =
ACtsvn — ACtkonTrOL, AACt= ACt, - ACt-)

Ilgilenilen genin normalize edilen genlere gore kat artis1 hesaplanirken,
AACt degerinin tistel fonksiyonu temel alinip asagidaki formiile gore kat degisimi
belirlenmistir:

Kat degisimi: 27"

3.3.2 Sonuclarin Istatistiksel Degerlendirilmesi

[statistiksel analizler SPSS 17 (SPSS INC., Chicago, USA) programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiirevlerin belirlenen konsantrasyonlar1 igin
anlamliliginin saptanmasinda Kruskal Wallis testi kullanilmis, en yiiksek kat
artisinin kontrole gore anlamliligi ise Mann Whitney-U testi ile analiz edilmistir.
Konsantrasyona bagli genel bir artis ya da azalis egilimi goriildigiinde
Jonckheere-Terpstra testi uygulanarak s6z konusu egilimin anlamlilig
stnanmistir. Tum analizlerde p degerinin 0,05°ten kiigiik oldugu degerler anlaml
kabul edilmistir. Grafiklerin ¢izimi ve ICsy degerlerinin belirlenebilmesinde
GraphPad Prism 5 programi kullanilmistir. Grafiklerdeki hata ¢cubuklar1 ortalama
standart hata (+OSH) degerini gostermektedir.
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4.1 Elde Edilen RNA’larin Konsantrasyon ve Safliklar:

37

Bilesik uygulanan hiicrelerin RNA konsantrasyon ve safliklari

spektrofotometre ile 6l¢lilmiis ve elde edilen sonuglar tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1 RNA konsantrasyon ve safliklari

Hiicre

RNA

Uygulanan RNA Safhg
Hatt Kon)gntrasyon Konsantrasyonu (OD:260/28g0)
(ng/nl)

GMO03813 | Tiirev 1 Kontrol 88.0 2.04
40 uM 1 147,9 2.06

80 uM 1 80.3 2.04

160 uM1 106,3 2.04

Kontrol 98,7 2.08

40 uM 2 124.4 2,06

80 uM 2 1243 2,04

160 uM?2 106.4 2,07

GMO03813 | Tiirev 2 Kontrol 168,7 2,11
20 uM 1 1331 2,04

50 uM 1 98,0 2,01

100 uM 1 95,9 2,01

Kontrol 172,2 2,06

20 uM 2 112,8 2,04

50 uM 2 95,9 2,06

100 uM 2 92,0 1,99

GMO03813 | Tiirev 3 Kontrol 86,1 1,85
20 uM 1 554 2,03

50 uM 1 124,7 2,59

100 uM 1 76,3 2,05

Kontrol 170,1 2,30

20 uM 2 35,1 1,79

50 uM 2 64.4 2,28

100 uM 2 59,3 2,04

Kontrol 50,1 2,07

20 uM 3 52,5 2,06

50 uM 3 57.8 2,08

100 uM 3 65,0 2,00

GMO09677 | Tiirev 3 Kontrol 227.9 2,08
20 uM 1 106,4 2,01

50uM 1 69,3 2,06

100 uM 1 37,2 1,97
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Kontrol 194,6 2,06
20 uM 2 82.4 2,01
50 uM 2 49,5 1,97
100 uM 2 62,5 1,99
GMO03813 | Tiirev 4 Kontrol 132,2 2,10
40 uM 1 75,4 2,14
80 uM 1 81.9 2,11
160 uM 1 77,3 2,14
Kontrol 83,2 2,11
40 uM 2 65,1 2,15
80 uM 2 120,9 2,12
160 uM 2 80,7 1,96
Kontrol 92,0 2,07
40 uM 3 55,5 2,02
80 uM 3 55,0 2,06
160 uM 3 76,8 2,10
GMO09677 | Tiirev 4 Kontrol 164,6 2,08
40 uM 1 128.8 2,08
80 uM 1 1644 2,07
160 uM 1 124,7 2,07
Kontrol 152,6 2,07
40 uM 2 149.9 2,05
80 uM 2 132.4 2,08
160 uM 2 101,7 2,08
Kontrol 112,8 2,04
40 uM 3 115,9 2,05
80 uM 3 87,2 2,05
160 uM 3 77,3 2,06

4.2 c¢DNA’larin Hipoksantin Fosforibozil Transferaz (HPRT) Polimeraz

Zincir Reaksiyonu ile Kontrolii

350-400 ng olarak sentezlenen cDNA’lar HPRT geni PZR ile kontrol

edilmis ve 6rnek fotograf sekil 4.1°de gosterilmistir.

M Kontroll 40uM1 80 uM1 160 M1 Kontrol2 40uM2 80 pM2 160 pM2 cDNA(-) PZR(-)

224 be T R R —

Sekil 4.1 HPRT PZR ile yapilan cDNA kontroliine ait 6rnek jel fotografi
(M: 50b¢ molekiiler agirlik belirleyicisi)
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4.3 Tiirev 1 Uygulamasinin Gercek Zamanh PZR Analiz Sonuclar:

Tirev 1 GMO03813 hiicre hattina 40, 80 ve 160 pM konsantrasyonlarda 24
saat siireyle uygulanmis, bu kosullardaki sitotoksik etkisi LDH testi ile incelenmis
ve hiicre canlilig1 %99 olarak saptanmistir. Yapilan ger¢ek zamanli PZR analizleri
sonucunda FL-SMN2 mRNA’sindaki artiglar tablo 4.2°de, uygulamalarin

ortalamasi alinarak hazirlanan grafik ise sekil 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2 Tirev 1 uygulamalari sonucunda FL-SMN2 mRNA miktarinda

saptanan kat artislari

Tiirev 1 Kontrol 40pM 80pM 160 pM
1. uygulama 1,0 1,3 1,2 0,8
2. uygulama 1,0 0,9 1.3 1.4
Ortalama 1,0 1,1 1,3 1,1
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Kontrol 40 pyM 80 uM 160 pM
Konsantrasyon

Sekil 4.2 Tiirev 1 uygulamalar1 sonucunda FL-SMN2 mRNA miktarinda saptanan
kat artislar1 (Hata ¢ubuklari: £OSH)

En fazla artis 80 uM konsantrasyonda 1,3 kat olarak saptanmasina ragmen

art1g istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0,05).
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4.4 Tiirev 2 Uygulamasinin Gercek Zamanh PZR Analiz Sonuclari

Tiirev 2 GMO03813 hiicre hattina 20, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda 24
saat stireyle uygulanmis, bu kosullarin sitotoksik olmadigi ve hiicre canliliginin
%100 devam ettigi gosterilmistir. Yapilan gercek zamanli PZR analizleri
sonucunda konsantrasyonlara gére SMN2 mRNA’sindaki artiglar tablo 4.3’te,

uygulamalarin ortalama deger grafigi ise sekil 4.3 gosterilmistir.

Tablo 4.3 Tirev 2 uygulamalari sonucunda FL-SMN2 mRNA miktarinda

saptanan kat artislari

Tiirev 2 Kontrol 20 pM 50 pM 100 pM
1. uygulama 1,0 1,6 1.9 1.4
2. uygulama 1,0 1.5 1.8 1.9
Ortalama 1,0 1,6 1,9 1,7
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Kontrol 20 pM 50 uM 100 M
Konsantrasyon

Sekil 4.3 Tiirev 2 uygulamalar1 sonucunda FL-SMN2 mRNA miktarinda saptanan
kat artislar1 (Hata ¢ubuklari: £OSH)

20 uM konsantrasyonda 1,6 ve 100 uM konsantrasyonda 1,7 katlik artislar
goriilmiis olup en fazla artisin saptandigi 50 uM konsantrasyondaki 1,9 kat artig

istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0,05).
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4.5 Tiirev 3 Uygulamasinin Gercek Zamanh PZR Analiz Sonuclar:

Ttrev 3 GMO03813 hiicre hattina 20, 50 ve 100 pM konsantrasyonlarda
uygulanmistir. Uygulama sonrasi ger¢ek zamanli PZR analizi sonuglar1 tablo
4.4’te ve uygulamalarin ortalamast alinarak hazirlanan grafik sekil 4.4°te

gosterilmistir.

Tablo 4.4 GMO03813 hiicre hattina tiirev 3 uygulamalari sonucunda FL-SMN2
mRNA miktarinda saptanan kat artislari

Tiirev 3 Kontrol 20pM 50 pM 100 pM
1. uygulama 1,0 2,6 2.1 2.4
2. uygulama 1,0 2,6 1.4 1,2
3. uygulama 1,0 4,0 3,3 2,0
Ortalama 1,0 3.1 23 1,9

FL-SMN2 mRNA'sinda Kat Artisi

Kontrol 20 uM 50 uM 100 pM

Konsantrasyon

Sekil 4.4 GMO03813 hiicre hattina tiirev 3 uygulamalari sonucunda FL-SMN2
mRNA miktarinda saptanan kat artiglar1 (* p=0,034; Hata ¢ubuklari: OSH)

En fazla kat artisinin 20 pM konsantrasyonda 3,1 kat oldugu ve bu artisin

istatistiksel olarak anlamli oldugu (p=0,034) gosterilmistir.
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Tiirev 3’tin GMO03813 hiicre hattinda sagladigi artisin yiiksek bulunmasi
nedeni ile bir bagka SMA hiicre hatti olan GMO09677 {izerindeki etkisi de
arastirilmistir. Tirev 3 uygulamalarinin sonuglari tablo 4.5°te ve uygulamalarin

ortalamasi alinarak hazirlanan grafik ise sekil 4.5°te gosterilmistir.

Tablo 4.5 GM09677 hiicre hattina tiirev 3 uygulamalari sonucunda FL-SMN2

mRNA miktarinda saptanan kat artiglari

Tiirev 3 Kontrol 20 pM 50 pM 100 pM
1. uygulama 1,0 5,1 3,5 2,1
2. uygulama 1.0 3,7 4.5 2,6
Ortalama 1,0 4,4 4,0 2.4
5
f e
N4
©
©
=
:
S
:
n
Kontrol 20 uM 50 uM 100 pM
Konsantrasyon

Sekil 4.5 GM09677 hiicre hattina tiirev 3 uygulamalari sonucunda FL-SMN2
mRNA miktarinda saptanan kat artiglar1 (Hata gubuklari: OSH)

GMO09677 hiicre hattinda arastirilan konsantrasyonlarda en yiiksek artis 4,4

kat olarak 20 uM konsantrasyonda goriilmustiir. Bu hiicre hattina yapilan
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uygulama sayist istatistiksel analiz i¢in yeterli olmamistir. Bununla birlikte artisin
GMO03813 hiicre hattina oranla daha yiiksek oldugu dikkat ¢ekmistir.

Her iki hiicre hattinda benzer etki goriilmiis ve en fazla kat artist 20 uM
konsantrasyonda saptanmistir (Sekil 4.6). Uygulanan tiirev 3 konsantrasyonlarinin
hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri her iki hiicre hattinda da arastirilmis ve hiicre

canlilig1 %97-100 olarak saptanmuistir.

B GM03813
6 Bl GM09677

FL-SMN2 mRNA'sinda Kat Artisl

Kontrol 20uM 50uM 100uM
Konsantrasyon

Sekil 4.6 Tirev 3’tin GMO03813 ve GMO09677 hiicre hatlarindaki etkisinin
karsilastirilmasi (Hata ¢ubuklari: 2OSH)

4.5.1 Tiirev 3’iin HDAC Aktivitesinin IC 50 Degeri

Turev 3’tin HDAC aktivitesinin %50’sini inhibe ettigi ICsy degerini
hesaplamak icin yapilan deneyin, spektrofotometrik okuma sonuglari tablo 4.6’da
ve ICs¢ grafigi sekil 4.6°da gosterilmistir. Tiirev 3’in HDAC aktivitesi {izerindeki
ICso degeri 647uM olarak hesaplanmustir.
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Tablo 4.6 Tiirev 3 ICs verileri

Tiirev 3 1. okuma | 2. okuma | 3. okuma | Ortalama
Kontrol 5349 5282 5540 5390
1X107 5332 5276 5140 5249
3X107 5377 5104 5374 5285
1X10° 5198 5381 5238 5272
3x10°° 5140 5033 4859 5011
1X10° 5449 5149 5254 5284
3X10° 4910 5319 4933 5054
1x10* 4371 4096 3901 4123
3x10™* 3168 3256 3135 3186
1X10° 1442 1446 1428 1438
3x10° 497 440 415 451
1X107 27 28 -57 -1
3X10 113 -80 118 -104
1501
=
S 100+
&
S
£
PrS 50+
<
o
I
= 0 v . .
: - -2 0
_50.
inhibitér Konsantrasyonu (log M)

Sekil 4.7 Tiirev 3’tin HDAC aktivitesi tizerindeki ICs, grafigi (Hata ¢ubuklari:
+OSH)
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4.6 Tiirev 4 Uygulamasinin Gercek Zamanh PZR Analiz Sonuclar:

Tiirev 4 GM03813 hiicre hattina 40, 80 ve 160 uM konsantrasyonlarda 24
saat slireyle uygulanmistir. Uygulama sonrasi ger¢cek zamanli PZR analizi
sonugclari tablo 4.7°de ve uygulamalarin ortalamasi alinarak hazirlanan grafik sekil

4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.7 GMO03813 hiicre hattina tiirev 4 uygulamalari sonucunda FL-SMN2
mRNA miktarinda saptanan kat artiglari

Tiirev 4 Kontrol 40 pM 80 uM 160 pM
1. uygulama 1,0 1.6 1.9 6,5
2. uygulama 1,0 0,9 1,0 3,7
3. uygulama 1,0 1.8 1.4 6.4
Ortalama 1,0 1,4 1,4 5.5
_ 71 *
@
& 6
3 s
g
s 4
s
04 37
€
3 2
7 1
= 0
Kontrol 40 uM 80 pM 160 pM
Konsantrasyon

Sekil 4.8 GMO03813 hiicre hattina tiirev 4 uygulamalari sonucunda FL-SMN2
mRNA miktarinda saptanan kat artiglar1 (* p=0,037; hata ¢ubuklar1 +tOSH)

En fazla artisinin 160 uM konsantrasyonda 5.5 kat oldugu bulunmustur.
Kruskal Wallis testi ile genel profilde anlamlilik bulunmasa da Mann Withney U
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testi ile 160 uM konsantrasyondaki artisin kontrole gore istatiksel olarak anlamli
oldugu gosterilmistir (p=0,037). Tiirev 4’tin konsantrasyona bagh artig gosterdigi
istatistiksek olarak Jonckheere-Terpstra testi ile sinanmustir. (p= 0,007).

Tiirev 4’tin GM03813 hiicre hattinda sagladigi artisin yiiksek bulunmasi
nedeniyle GM09677 hiicre hatt1 tizerindeki etkisi de arastirilmigtir. Tirev 4
uygulamalarinin sonuglar1 tablo 4.8’de ve uygulamalarin ortalamasi alinarak

hazirlanan grafik ise sekil 4.9°da gosterilmistir.

Tablo 4.8 GM09677 hiicre hattina tiirev 4 uygulamalari sonucunda FL-SMN2
mRNA miktarinda saptanan kat artislari

Tiirev 4 Kontrol 40 pM 80 uM 160 pM
1. uygulama 1,0 0,7 1,2 2,2
2. uygulama 1,0 0,9 2,0 2,6
3. uygulama 1,0 1.6 1.6 3,7
Ortalama 1,0 1,1 1,6 2.8

7

FL-SMN2 mRNA'sinda Kat Artisi
w
1

Kontrol 40 uM 80 uM 160 uM

Konsantrasyon

Sekil 4.9 GM09677 hiicre hattina tiirev 4 uygulamalari sonucunda FL-SMN2
mRNA miktarinda saptanan kat artiglar1 (* p=0,037; hata cubuklar1 +OSH)
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Tiirev 4’tin GM09677 hiicre hattina uygulamalarinda konsantrasyona bagli
olarak FL-SMN2 miktarinda gosterdigi artis anlamli (p=0,005) bulunmus ve
GMO03813 hiicre hatt1 ile benzer olarak (Sekil 4.10) en yiiksek artis 160 uM
konsantrasyonda saptanmustir. 2,8 katlik bu artis istatistiksel olarak anlamlidir

(p=0,037) .

B GM03813
61 Bl GM09677
5-
4-
3_

FL-SMN2 mRNA'sinda Kat Artisi

Kontrol 40 pM 80 uM 160 uM

Konsantrasyon

Sekil 4.10 Tirev 4’in GMO03813 ve GMO09677 hiicre hatlarindaki etkisinin
karsilastirilmasi (Hata ¢ubuklari: #OSH)

4.6.1 Hiicre Canhhg:

Tiirev 4’tin her iki hiicre hatt1 canlilig1 {izerindeki etkisi arastirildiginda
canlilik %99-100 olarak saptanmistir. Ancak GM03813 hiicre hattina yapilan 200

UM uygulamada hiicre morfolojilerinin bozuldugu gozlenmistir (Sekil 4.11).



T

Sekil 4.11 SMA’11 fibroblast hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii.

a) kontrol, b) 200 uM tiirev 4 uygulamasi

Ardindan hiicrelerin ¢ekirdek morfolojilerini gdzlemleyebilmek i¢cin DAPI
ile ¢ekirdek boyamasi gergeklestirilmis ve hiicre ¢ekirdeklerinin kontrole gore

kiiculdiigii gozlenmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12 SMA’11 fibroblastlarda DAPI ile ¢ekirdek boyamasi.

a) Kontrol, b) 200 uM tiirev 4 uygulamasi
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4.6.2 Tiirev 4’iin HDAC Aktivitesinin ICsy Degeri
Tirev 4’iin hesaplanan HDAC aktivitesinin ICsy degeri verileri tablo
4.9°da, ICs¢ grafigi ise sekil 4.13°te gosterilmistir. Tiuirev 4’tin HDAC aktivitesinin

%50’sini inhibe ettigi deger 527 uM olarak hesaplanmustir.

Tablo 4.9 Tiirev 4 ICs verileri

Tiirev 4 1. okuma | 2. okuma | 3. okuma | Ortalama
Kontrol 6060 6347 6576 6328
1X107 5600 5493 5769 5621
3X107 5784 5588 5338 5570
1X10°° 6296 5028 5747 5691
3x10°° 5820 5776 5713 5770
1X10° 5655 5684 5583 5641
3X10° 5839 5698 5342 5626
1x10* 4691 4920 4844 4818
3x10* 3599 3537 3573 3569
1X10° 1764 1757 1798 1773
3x10° 570 546 556 557
1X1072 60 60 18 46
1501
>
[
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@ 100+
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NS
0 v ' .
-8 -6 -4 -2 0
inhibitér Konsantrasyonu (log M)

Sekil 4.13 Tiirev 4’tin HDAC aktivitesi lizerindeki ICsq grafigi (Hata g¢ubuklari:
OSH)
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5. TARTISMA

Spinal muskiiler atrofi, omurilikteki alfa motor noronlar1 etkileyen ve
kistik fibrosisten sonra en sik goriilen otozomal resesif gegisli bir hastaliktir.
Hastaliga neden olan survival motor neuron geni, SMNI ve SMN2 olmak tizere iki
kopyaya sahiptir (2). Hastalarda %93-96 oraninda telomerik kopyanin homozigot
delesyonu bulunmaktadir. SMN2 geni hastaliktan sorumlu olmadigi halde kopya
sayist hastaligin ciddiyetini belirlemektedir. Ciinkii SMN2 geninin 7. eksonunda
bulunan sitozinin timine transisyonu ESE dizi lizerinde degisiklige yol acarak,
splicing’te gorevli faktorlerin bu bolgeye baglanamamasina ve ekson 7
atlanmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda %80-90 oraninda fonksiyonel

olmayan SMN proteini iiretilmektedir (3-6).

SMA igin heniiz bir tedavi yontemi bulunmamakla birlikte hastaligin
ilerleyisi ve molekiiler genetik temeli anlasildik¢a tedavi yontemi olmaya aday
bir¢ok yaklagim gelistirilmistir. SMA tedavisinde; SMN2 geninden bagimsiz olan
néron korunmasi ya da nororejenerasyon yaklasimlarinin yani sira SMN2 geni
splicing hatasimnin diizeltilmesi, promotor aktivasyonuyla FL-SMN2 miktarinin
artirllmasi, SMN proteininin stabilizasyonunun saglanmasi gibi SMN2 genine
dayali yaklagimlar bulunmaktadir. Bunlarin icinde SMN2 geninin sentezledigi tam
uzunluktaki protein miktarinin artirnlmasi en wuygun yaklasim olarak
goriilmektedir. Bugiline kadar tam uzunluklu SMN2 mRNA miktarinin

artirllmasinda HDAC inhibitorii olan ve olmayan bir¢ok bilesik arastirilmistir (7).

Anabilim Dali’'mizda yiiriitilmiis olan “RNA Splicing Hatalarinin Neden
Oldugu Kalitsal Hastaliklarda Ilag Arastirma Gelistirme Calismalar®  baslikl
projede SMA tedavisi icin aday olabilecek bilesikler tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Bu bilesikler i¢inde HDAC inhibisyon aktivitesi yiiksek bulunan
ve tam uzunluktaki mRNA miktarin1 artirdigi saptananlar tiirevlendirilmistir.
Tiirevlendirilen bilesiklerden dort tanesi SMA tedavisinde en uygun adaylar
olarak diisliniilmiis ve bu tez calismasina dahil edilerek SMN2 geni tizerindeki

etkileri arastirilmistir.
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Calismamizda ticari olarak satin alinan GM03813 ve GM09677 tip I SMA
insan fibroblast hiicreleri kullanilmistir. Bilesiklerin uygulanacag: siire ve
konsantrasyonlar tiiretildikleri bilesikler dikkate alinarak seg¢ilmis, tiirev 1 ve 4
igin 40 uM, 80 uM ve 160 pM, tiirev 2 ve 3 igin ise 20 pM, 50 uM ve 100 uM
konsantasyonlar 24 saat siire ile uygulanmistir. Uygulamalarin ardindan toplanan
hiicrelerden elde edilen RNA’lardan ¢cDNA sentezi gerceklestirilmis ve HPRT
geni PZR’si ile kontrolii yapilmistir. Tiirev uygulamasi sonrasinda elde edilen bu
cDNA’lar FL-SMN2 miktarin1 belirlemek amaciyla ger¢ek zamanli PZR ile relatif
olarak kantite edilmistir. Calisma sirasinda internal kontrol olarak GAPDH ve f-
aktin genleri kullanilmis ve mRNA kat artiglar1 uygulamanin yapilmadigi 6rnek

ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Biitanoik asit tiirevlerinden olan tiirev 1 GMO03813 hiicre hattina iki kez
uygulanmis 40 uM’da 1,1 kat, ve 160 uM uygulamada 1,1 kat artis saptanmuistir.
80 uM’da goriilen ve en yiiksek artis olan 1,3 kat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamuistir. Bu tiirevin hiicre canlilif1 tizerindeki etkisi LDH canlilik testi ile
gosterilmis ve bilesik uygulanan hiicrelerdeki canlilik oran1 ~%99 olarak tespit

edilmistir.

Kanser tedavilerinde kullanilmak {izere arastirilan (84) biitanoik asitlerin
diger bir tiirevi olan tiirev 4, GM03813 hiicre hattina uygulandiginda FL-SMN2
mRNA miktarinda artisa neden olmus ve bu bilesik ile ti¢ ayr1 uygulama
yapilmistir. Yapilan uygulamalar sonucunda 40 pM ve 80 uM’da 1.4 kathik
artiglar gozlenmistir. 160 puM’da gozlenen 5,5 kathik artis kontrole gore
karsilastirildiginda anlamli (p=0,037) bulunmustur. Tiirev 4 uygulamalarinda en
yiksek artisin - 160 pM’da  goriilmesi, bu konsantrasyondan fazla
konsantrasyonlarda goriilebilecek daha yiiksek bir artisin gézden kagirilmis
olabilecegini glindeme getirmistir. Bu nedenle daha yiiksek konsantrasyon
uygulanmadan oOnce sitotoksik etkisi arastirilmis ve 200 uM konsantrasyonda
canlilik testi yapilmistir. LDH testi sonucunda canlilik 40 uM, 80 uM ve 160 uM
konsantrasyonlarda %100, 200 uM konsantrasyonda ise %99 olarak saptanmaistir.
LDH canlilik testi, 6len hiicrelerden saliman LDH miktarini 6lgen bir test

oldugundan sadece hiicre 6lumii gerceklestikten sonra bilgi vermektedir. Ancak
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200 puM tiirev 4 uygulamasinin mikroskopik goriintiisiinde sitoplazmik uzantilara
sahip fibroblast hiicrelerinin mekik sekillerinin bozuldugu dikkati ¢ekmistir. LDH
testinde goriilmese bile hiicre canliliginin etkilenmeye basladigi diisiiniilerek
yapilan DAPI boyamasi ile de ¢ekirdek morfolojisinin bozuldugu ve ¢ekirdeklerin
kiigtildiigii  gosterilmistir. Bu nedenle 5,5 kat artisin gorildugi 160 pM
uygulamanin {izerinde bir konsantrasyonda arastirma yapilmamasina karar
verilmistir.

Tiirev 4°tin, 2 kattan fazla artisa neden olmasindan dolay1 ikinci bir hiicre
hattinda daha denemesi uygun bulunmus ve GMO09677 hiicre hattina da ayni
konsantrasyon ve stirelerde uygulanmistir.  Arastirmamiz  sonucunda,
konsantrasyon artisina paralel olarak FL-SMN2 mRNA miktarinda artig
saptanmis, 160 uM konsantrasyonda goriilen 2,8 kat artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,037). Daha yiiksek bir kat artisin1 gozden kagirmamak
icin 80-160 pM konsantrasyonlarin arasindaki degerlerin etkisinin de
arastirilmasinin - uygun olacagr dustntilmiistiir. Turev 4’tin  uygulanan
konsantrasyonlarinda canlilik  tizerinde herhangi bir olumsuz etkisine
rastlanmamuistir.

Tirev 4 GMO03813 (p=0,007) ve GM09677 (p=0,005) hiicreleri iizerinde
konsantrasyona paralel olarak artan bir etki gostermis ve bu durumun istatistiksel
olarak anlamli oldugu gésterilmistir. 1ki hiicre hattinda tiirev 4 uygulamalarina
verilen cevaptaki farklilik, cevabin hiicre hatlarina gore degisken oldugunu
gostermigtir. Literatiirde de bir bilesige verilen cevabin hiicre hatlar1 arasinda
degisebilecegini gosteren yayinlar bulunmaktadir (2,38,50). Kullandigimiz her iki
hiicre hattinin da ikiser adet SMN2 kopyasi tasimalart bu farkliligin SMN2 kopya
sayisindan bagimsiz oldugunu agiklamaktadir. Cevaptaki farklilik modifiye edici
genlerin varligindan kaynaklanabilecegi gibi ilag metabolizmasinda, tasinmasinda
veya ilag hedeflerindeki genlerin polimorfizmlerinden de kaynaklandigi
dustinilmektedir.

ICs degeri, bir bilesigin in-vitro ortamda biyolojik ya da biyokimyasal bir
fonksiyonun %50°sini inhibe ettigi evrensel degerdir. Bu nedenle FL-SMN2
ifadesini artiran tiirev 4 icin ICsy degeri arastirilmis ve 527uM olarak

hesaplanmistir. Literatiirde tiirev 4 gibi kisa zincirli yag asitlerinden olup FL-
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SMN2 miktarini artiran sodyum biitiratin ICsy degeri 800 uM ve valproik asidin
ise 7240 uM olarak bildirilmektedir (47). Bu durum tiirev 4’tin SMA tedavisinde
aday bilesikler olarak gosterilen sodyum biitirat ve valproik aside gore daha giiclii

inhibisyon etkisine sahip oldugunu goriistinii desteklemektedir.

Kafeik asit, fenolik bir karboksilik asittir (85). Bu bilesigin anti-oksidan,
anti-inflamatuar, anti-alerjik ve immunomodiilasyon gibi bir¢cok &zelliginin
yaninda (86) , idrarla sadece %I11°lik kisminin atilmasi biyoyararlanimini
kuvvetlendirmektedir (85). Bunlardan, kafeik asit dimeri olan tiirev 2’nin
(rosmarinik asit) kafeik aside benzer etkilerinin yani sira (86), ndron koruyucu
etkisi oldugu ve gesitli hiicre i¢i olaylarda rol oynadigi bilinmektedir (87).
GMO03813 hiicre hattina yapilan tiirev 2 uygulamasi sonucunda SMN2
mRNA’sinda en yiiksek artig 50 uM konsantrasyonda 1,9 kat olarak gozlenmistir.
Iki kez tekrarlanan ¢alismadaki bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Daha yiiksek konsantrasyona ¢ikilarak yapilan 100 uM uygulamadaki artisin
dismesi nedeniyle c¢alisma sonlandirilmistir. Tirev 2’nin  uygulanan
konsantrasyonlarinda canlilik tizerinde herhangi bir olumsuz etkisine

rastlanmamuistir.

Tirev 3 olarak adlandirdigimiz kuersetin ise kafeik asit esteri olup
kardiyovaskiiler hastaliklara karst koruyucu etki gostermekte ve diyabetik
noropati semptomlarini azaltmaktadir (88). Saglikli hiicre kiiltiirlerinde hiicre
koruyucu etkisi bulunmakta, tiimorli hiicrelerde hiicre biiylimesini inhibe etmekte
ve hiicre oliimiinii tetiklemektedir (87). Tirev 3 GMO03813 hiicrelerine ii¢ kez
uygulanmistir. Yapilan analizlerle 20 uM konsantrasyonda hiicre canliligi ~%98
oraninda bulunmus ve bu konsantrasyonda 3,1 kat anlamli artis gozlenmistir
(p=0,034). FL-SMN2 miktarinda gozlenen bu artisin yiliksek olmasi nedeniyle
GMO09766 hiicre hattina da uygulanmigs ve en yiiksek artis yine 20 uM
konsantrasyonda 4,4 kat olarak saptanmistir. Uygulama sayisi yeterli olmadigi
icin bu artisin istatistiksel degerlendirmesi yapilamamasina karsin, GM03813
hiicre hattina gore daha yliksek artis gosterdigi dikkati ¢ekmistir. Her iki hiicre
hattinda da en yiiksek artiglarin goriildigii 20 pM konsantrasyonun yakinindaki

degerlerin incelenmesi ile daha yiiksek artiglar g6zden kagirilmasi
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engellenebilecektir. Tirev 3’tin  hiicre canliligima olumsuz bir etkisi

saptanmamistir.

Tirev 3 uygulamalar i¢in iki hiicre hatti arasindaki farkliligin bireyler

arasi polimorfizmlerden kaynaklandigi diistintilmiistiir.

SMA’l1 fibroblastlarda FL-SMN2 ifadesini artiran tiirev 3’tn HDAC
aktivtesinin %350’sini inhibe ettigi ICso degeri 647 puM olarak hesaplanmistir.
Kafeik asit esteri olan tirev 3’lin ICsy degeri koken aldigi kafeik asitten
(IC50:2540 pM) daha diisik bulunmus ve kafeik aside gore HDAC inhibisyon
etkisinin daha giiclii oldugu saptanmistir (37). SMA tedavisinde aday bilesikler
olarak gosterilen hidroksamik asitler sinifindaki TSA, SAHA ve panobinostatin
ICsy degerlerinin nanomolar diizeyde olmasi, bu bilesiklerin tiirev 3 ve 4’ten daha

kuvvetli inhibitor olduklarint géstermektedir (47,89).

Sodyum biitirat SMN mRNA ve protein seviyesini artirdigi bildirilen ilk
HDAC inhibitoriidiir (39). Fakat serumdaki yar1 6mriiniin kisa olmasi arastiricilari
yeni bilesik arayisina gotirmustir (7). 2004 yilinda Andreassi ve dig. biitirat
tirevi olan fenilbiitirat ile yaptiklar1 ¢alismalarda FL-SMN?2 ifadesini 1,6 kat
kadar artirdigini gostermislerse de (43), bunu takiben yapilan arastirmalarda

beklenen basar1 saglanamamistir (90,91).

SMA tedavisinde aday molekiil olarak iizerinde ¢ok sayida arastirma
yapilan diger bir HDAC inhbitorii valproik asittir. Valproik asidin GMO03813
hiicre hattinda FL-SMN?2 ifadesini 2 kat artirdigi ancak GM09677 hiicre hattinda
herhangi bir artisa neden olmadigi bildirilmis ve valproik aside verilen cevaplarin
kisiden kisiye degistigi dikkat ¢ekmistir (40). Yine ayn1 y1l Almanya’daki bir grup
aragtiricr 3 farkli SMA’I1 hiicre hattina yapilan uygulamalarda cevabin kisiye bagl
degiskenligini gostermisglerdir (41). Valproik asidin in vivo ¢alismalar1 da
mevcuttur. 2008 yilinda SMA’ll  farelere uygulamasi sonrasinda motor
fonksiyonlarda az da olsa iyilesme oldugu saptanmistir (92). Brichta ve dig.’nin

klinik ¢aligmalart 7/10 tasiyic1 ve 7/20 hastada FL-SMN mRNA ve protein

miktarinda artis oldugunu gostermistir (93). Ayrica Washington Universitesi’nde
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SMA tip III/IV hastalarinin sekiz ay valproik asit ile tedavi edilmeleri sonucunda

kas giicti ve fonksiyonunda artis saptanmistir (94).

SMA tedavisinde kisa zincirli yag asitlerinden baska hidroksamik asitler
de arastirilmis ve TSA uygulandiginda yaklasik 2 kat, SAHA’da ise 2-3 katlik
artiglar gézlenmistir (45).

Histon deasetilaz inhibitorleri belli HDAC enzim siniflarina segicilik
gostererek onlarin inhibisyonunu saglamaktadir. SMN2 promotorunun HDAC 1
ve 2 ile etkilesimde oldugu HDAC 3, 4 ve 5 ile etkilesmedigi bilinmektedir. (95)
Bununla beraber HDAC inhibitorlerinin pleiotrofik etkileri g6z Oniinde
bulunduruldugunda, tiirev 3 ve 4’tin HDAC izoenzimleri tizerindeki etkilerinin

arastirilmasi ile etki mekanizmasinin aydinlatilabilecegi diistiniilmektedir.

Tim bu bilgiler 1s181nda tiirev 3 ve tiirev 4’{in bugiine dek etkili oldugu
bildirilen HDAC inhibitorleri ile karsilagtirllmalari, SMA tedavisinde aday
bilesikler arasina girebilecek potansiyele sahip olduklarini gostermistir. Bir
sonraki agsamada bu tiirevlerin SMN proteini {izerindeki etkilerinin gosterilmesi ile
hastalik modeli olarak secilen fibroblast hiicrelerine iliskin ¢alismalar
tamamlanabilecektir. SMA’nin bir motor néron hastaligi olmasi nedeniyle tiirev 3
ve 4’tin etkilerinin motor noronlarda veya noron benzeri hiicrelerde

arastirilmalarini takiben in-vivo ¢aligmalarin baslatilabilmesi miimkiin olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

e Yiiksek HDAC inhibisyon aktivitesine sahip oldugu bilinen biitanoik asit ester
tiirevlerinden tiirev 1 ve tiirev 4, kafeik asit tiirevlerinden tiirev 2 ve 3 tip I
SMA’l1 fibroblast hiicre hatlarina uygulanarak SMN2 geninden ifade edilen
FL-SMN2 mRNA miktar1 gercek zamanli PZR ile saptanmistir.

e Biitanoik asit tiirevi olan tirev 1’in GMO03813 hiicre hattina 80 pM
uygulanmasi sonucunda FL-SMN2 miktarinda goriilen 1,3 kathik artis

istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.

o Kafeik asit dimeri olan tirev 2’nin GMO03813 hiicre hattina 50 pM
uygulanmasi sonucunda FL-SMN2 miktarinda goriilen 1,9 kathik artig

istatiksel olarak anlaml1 degildir.

e Kafeik asit esteri olan tiirev 3 GMO03813 hiicre hattina uygulandiginda FL-
SMN2 miktarinda 3,1 katlik anlamli (p=0,034) artis goriilmesi nedeniyle bir
diger SMA’ll hiicre hatti olan GM09677°ye de ayni konsantrasyon ve
stirelerde uygulanmis ve en yliksek artis 4,4 kat olarak bulunmustur. Her iki

hiicre hattinda da en yiiksek artiglar 20 uM konsantrsayonda gozlenmistir.

e Tirev 3’tin HDAC aktivitesinin %50’sini inhibe ettigi deger (ICsp) 647 uM
olarak saptanmis ve koken aldigi kafeik asit bilesiginden daha giiclii

inhibisyon 6zelligine sahip oldugu gosterilmistir.

e (GMO3813 hiicre hattina 160 uM tiirev 4 uygulandiginda goriilen 5,5 katlik
artig istatiksel olarak anlamli (p=0,037) bulunmus ve bu tiirev GM09677 hiicre
hattina da ayni siire ve konsantrasyonlarda uygulanmistir. FL-SMN2 mRNA
artist konsantrasyon artisi ile dogru orantili olarak gozlenmis ve yine en
yiiksek artig 160 uM konsantrasyonda 2.8 kat olarak saptanmis ve istatistiksel
anlamli oldugu (p=0,037) gosterilmistir.



57

Tiirev 4 uygulamalarinin konsantrasyona bagli artis egilimi gosterdigi

istatistiksel olarak saptanmistir (GM03818 p=0,037; GM09677 p=0,005).

Arastirdigimiz bilesiklerin hi¢birinin hiicre canliligi tizerinde olumsuz etkisine
rastlanmamistir. Ancak 200 pM tiirev 4’tin hiicre morfolojisini bozuldugu
goriilmiis, ayn1 konsantrasyonda yapilan DAPI ile c¢ekirdek boyamasi
sonucunda ise ¢ekirdeklerin kiigtildiigli saptanmistir. Bu nedenle 200 uM ve
daha yiiksek konsantrasyonlar gercek zamanli PZR yontemi ile

calisilmamistir.

Tiirev 4’tin ICso degeri 527 uM olarak hesaplanmis ve bu deger SMA
tedavisinde aday bilesikler olarak gosterilen sodyum biitirat ve valproik asit

gibi buitanoik asit tiirevlerine gére daha diisiik bulunmustur.

Tiirev 3 ve tlirev 4’tn en yiiksek kat artiglar1 saglayan konsantrasyonlarina

yakin olan diger konsantrasyonlar incelenerek arastirmalar genisletilebilir.

SMA’l1 fibroblast hiicrelerinin FL-SMN2 mRNA miktarinda yiiksek artisa
neden olan tiirev 3 ve 4’in SMN proteini tizerindeki etkilerinin gosterilmesini
takiben in-vivo sartlarda ve farmakokinetik/farmakodinamik ydnden

arastirilmalart 6nerilmektedir.
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Tablo 1 Ger¢ek zamanli PZR’den elde edilen Ct degerleri 6rnegi (GMO03813

hiicre hattina tiirev 3 uygulamasi)

Gen Konsantrasyon Ct Ortalama Ct
Kontrol 28.99
Kontrol 29,02 29,01+0,021
Kontrol 28,72*
20 uM 28.,70*
20 uM 28,57 28,58+ 0,009
20 uM 28,58
50 uM 28.,75%
50 uM 29,27 29,37+ 0,135
50 uM 29.46
SMN2 100 uM 28.66*
100 uM 29.30 29,17+0,261
100 uM 29,03
Standart 1 26,47 26.56£0.129
Standart 1 26,65 ’ ’
Standart 2 29,75 20.86£0.153
Standart 2 29,97 ’ ’
Standart 3 33,07 33.3140.346
Standart 3 33,56 ’ ’
Kontrol 18.50*
Kontrol 21,11 21,040,101
Kontrol 20,97
20 uM 19.91%*
20 uM 21,21 21,22+0,014
20 uM 21,23
50 uM 19,60*
50 uM 20,96 21,06+0,138
50 uM 21,16
GAPDH 100 uM 20,33
100 uM 19,37* 20,37 £0,058
100 uM 20,41
Standart 1 17,79 17.9920.183
Standart 1 18,05 ’ ’
Standart 2 21,12 21.26£0.190
Standart 2 21,39 ’ ’
Standart 3 24,75 24.7940.035
Standart 3 24,70 ’ ’
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ACTB

Kontrol 18.96*

Kontrol 19,62 19,65+0,045
Kontrol 19,68

20 uM 21,51

20 uM 21,51 21,51+0,002

20 uM 21,78*

50 uM 21,25

50 uM 21,33 21,29+0,054

50 uM 21,59*

100 uM 20,62

100 uM 20,58 20,60+0,028
100 uM 21,21%*
Standart 1 17,84 17.77240.102
Standart 1 17,70 ’ ’
Standart 2 21,15 21.1840.040
Standart 2 21,21 ’ ’
Standart 3 24,77 24 8840.156
Standart 3 24,99 ’ ’

(“*” ile gosterilen degerler ortalamaya katilmayan Ct degerleridir)




