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OZET

Cetin, 0., ila¢ Yeniden Konumlandirma Yaklasimi ile Alfa Tibiilin Asetilasyonunu
Arttirabilecek Bilesiklerin Arastinimasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2020.

llac yeniden konumlandirma, ilaglarin orijinal endikasyonlari disindaki yeni
endikasyonlarinin belirlenmesi yaklasimi  olup, heniliz tedavisi bulunmayan
norodejeneratif hastaliklarda etkili olabilecek bilesiklerin  arastiriimasinda
kullanilmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarda ortak olarak aksonal transport
hatalari saptanmaktadir. Aksonal transporttan sorumlu mikrotibillerin yapisini
olusturan a-tlbdlin proteinleri post-translasyonel modifikasyonlar gecirmekte olup
norodejeneratif hastaliklara ait modellerde, a-tibdlin asetilasyonundaki azalma ile
transport hatalari iliskilendirilmekte, asetilasyon arttirllarak hatalar
dizeltilebilmektedir. Tilbilin asetilasyonu, HDAC6 enzimi inhibe edilerek
arttirilabildigi icin HDAC6 potansiyel ilag hedefi olarak dislinilmektedir. Bu tez
calismasinda, yeniden konumlandirma yaklasimi kullanilarak klinikte kullanim onayi
bulunan bilesikler arasindan, HDAC6'y1 etkileyerek a-tlbilin asetilasyonunu
arttirabilecek bir bilesigin belirlenmesi amaglanmistir. Tez ¢calismalarina FDA onayh 7
bilesik ile baglanmis, molekiler kenetleme, kemoinformatik ve karsilastirmali yapisal
analizleri iceren in silico ¢calismalar sonucunda 3 bilesigin aktivitesi in vitro olarak
arastinlmig, rutin ve riboflavin’in  HDAC6’y1 inhibe edebildigi gosterilmistir.
Bilesiklerin NSC34 hcrelerine uygulanmasi sonrasi gerceklestirilen Western blot
calismalarinda, riboflavin’in a-tlbilin asetilasyonunu arttirmadigi, ancak 24 saat
sireyle 100 ve 1000 pM konsantrasyonlarda uygulanan rutin’in a-tlbulin
asetilasyonunu arttirdigl saptanmistir. Bu tez ¢alismasiyla rutin’in HDAC6’y1 inhibe
ettigi ve a-tlbdilin asetilasyonunu arttirabildigi ilk kez gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: ilac yeniden konumlandirma, molekiiler kenetleme, a-tiibiilin
asetilasyonu.

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir (Proje No: TYL-2020-18598).
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ABSTRACT

Cetin, 0., Investigation of Compounds Inducing Alpha Tubulin Acetylation by Drug
Repurposing Approach, Hacettepe University Graduate School of Health Science,
Master Thesis of Medical Biology Programme, Ankara, 2020.

Drug repurposing approach is used to identify new indications of drugs outside the
scope of their original indications. This approach has been used to identify effective
compounds for neurodegenerative diseases. Axonal transport defects are one of
the common molecular findings in neurodegenerative diseases and the transport
involves microtubules. o-tubulin, a structural protein of microtubules, are
subjected to several post-translational modifications. In model systems of
neurodegenerative diseases, reduced oa-tubulin acetylation are associated with
impaired axonal transport, which could be restored by increasing a-tubulin
acetylation via histone deacetylase 6 (HDAC6) inhibition. Therefore, HDAC6 is
considered as a potential drug target. In this thesis, among clinically approved
compounds, it was aimed to determine a compound capable of increasing a-tubulin
acetylation by affecting HDAC6 using drug repurposing approach. The thesis was
initiated with 7 FDA-approved compounds and the activity of 3 compounds was
investigated in vitro as a result of in silico studies, involving molecular docking,
chemoinformatics and comparative structural analysis. Among them, rutin and
riboflavin was found to inhibit HDAC6 activity. Compounds were applied to NSC34
cells and subsequent western blot studies showed no alterations in a-tubulin
acetylation in riboflavin-treated cells. However, a-tubulin acetylation was
significantly increased in 24 hours rutin-treated cells at 100 and 1000 pM
concentrations. In conclusion, it has been shown for the first time that the rutin
inhibits the activity of the HDAC6 and increases the acetylation of a-tubulin. Further
studies will be valuable to determine the impacts of rutin on axonal transport
defects.

Keywords: Drug repositioning, molecular docking, a-tubulin acetylation
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1.GIRiS
ilaglarin  bilinen hedefleri disindaki yeni hedeflerinin tanimlanmasini
amaglayan “ila¢ yeniden konumlandirma” yaklasimi, de novo ilag gelistirmeye
oranla basari sansinin daha yliksek olmasi, daha gilivenli olmasi, zaman ve maliyet
acisindan daha uygun olmasi gibi nedenlerle bircok hastalik igin etkili bir tedavi
stratejisi olarak One ¢ikmaktadir. Bu yaklasimla bir ilacin yeni bir hedefinin
tanimlanmasinda, biyoinformatik ve kemoinformatik araglar, biyolojik ve kimyasal

bilgilerin erisilebildigi veri tabanlari ve in silico ila¢ tasarimi 6nemli rol oynamaktadir.

Norodejeneratif hastaliklar, ilerleyici néron kaybi gorilen ve molekiler
dizeyde kompleks patomekanizmalari olan bir hastalik grubudur. Heniz
tedavilerinin bulunmuyor olmasi ve gorilme sikliklarinin giderek artmasi nedeniyle
acil tedavi ihtiyaci duyulmakta olup yeniden konumlandirma yaklasimi ile tedavide
etkili olabilecek bilesikler arastirilmaktadir. Nérodejeneratif hastaliklarin etiyolojileri
farkli olmakla birlikte molekiler diizeyde bazi ortakliklar goérilmekte olup bu
ortakliklardan biri aksonal transport hatalaridir. Mikrotibdl-aracili olarak
gerceklesen aksonal transportta, mikrotiibiller, motor proteinlerin kargolari
tasiyacagi yollar olusturmaktadir. Bu nedenle, mikrotibil yapi ve stabilitesindeki

degisiklikler aksonal transport hatalari ile iliskilendirilmektedir.

Mikrotlibiller, mikrofilamentler ve ara filamentler gibi hiicre iskeletinin
temel elemanlarindan biridir. Mikrotlbdllerin  yapisini  olusturan tlbilin
proteinlerinin amino ve karboksil ucunda post-translasyonel modifikasyonlar
gerceklesmekte ve bu modifikasyonlar mikrotiibiliin stabilitesinin diizenlenmesinde
rol oynamaktadir. Asetilasyon, a-tliblilinin amino ucunda bulunan 40. lizin (K40)
amino asitinden gerceklesen bir post-translasyonel modifikasyon olup stabil

mikrotibdillerde asetilli a-tibulin miktari fazladir.

Aksonal transport hatalarinin  farkh nedenleri olmakla birlikte,
norodejeneratif hastaliklara ait model sistemlerde a-tlibilin asetilasyonunda azalma
saptanmis, asetilasyonunun artirilmasi yolu ile aksonal transportun dizeltilebildigi

gosterilmistir. Asetilasyon artisi, deasetilasyonda gorevli temel enzim olan histon



deasetilaz 6’'nin  (HDAC6) farmakolojik olarak inhibe edilmesi yoluyla
saglanabilmektedir. Bu nedenle HDAC6, bu hastalik grubu igin potansiyel bir tedavi

hedefi olarak dislinilmektedir.

Bu tez calismasinda, ilag yeniden konumlandirma yaklasimi kullanilarak,
klinikte kullanim onayi bulunan bilesikler arasindan, HDAC6 aktivitesini inhibe
edebilen ve a-tubilin asetilasyonunu arttirabilen bir bilesigin tanimlanmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ilag Yeniden Konumlandirma

ilac yeniden konumlandirma (Drug repurposing), ilaglarin orijinal tibbi
endikasyonlarinin kapsami disindaki yeni kullanimlarinin belirlenmesi yaklagimidir.
Bu yaklasimda, onaylanmis, geri c¢ekilmis, arsivlenmis ya da klinik faz galismalari
yurutiilmekte olan ilaglarin/bilesiklerin, daha onceden tanimlanmis hedefleri
disindaki hedefleri belirlenmekte, bdylece baska hastaliklarin tedavisi amaciyla
kullanilabilme potansiyelleri arastirilmaktadir (2). ilaglarin yeniden
konumlandirilmasi; ilacin molekiler kesfi ve sentezinin yapilmis olmasi,
fizikokimyasal 6zelliklerinin optimize edilmis olmasi, formilasyonlarinin hazirlanmis
olmasi, faz | asamalarini gecmis olmasi, bu nedenle etkinlik ve giivenlik profillerinin
biliniyor olmasi nedenleri ile de novo ilag gelistirilmesine kiyasla zaman, maliyet ve
basari agisindan avantajlidir. Bu nedenle kanser, hipertansiyon, astim gibi yaygin
hastaliklarin  yani sira nadir hastaliklarin tedavisi amaciyla da yeniden
konumlandirma yaklasimi benimsenerek arastirmalar yirutilmekte, bu sekilde yeni
endikasyonlari  tanimlanan ilaglar klinikte  kullanilmaktadir (2). Yeniden
konumlandirma yaklasimi ile yeni endikasyonlari tanimlanmis ve klinikte kullanilan

ilaclara 6rnekler Tablo 2.1’de gosterilmistir.



Tablo 2.1. Yeniden konumlandirma yaklasimi ile orijinal endikasyonu disinda yeni

endikasyonu tanimlanmis klinikte kullanilan ilag 6érnekleri.

ilag Adi Orjinal Endikasyonu Yeni Endikasyonu
Celecoxib Agri/ inflamasyon Kalin bagirsak/rektum kanseri
Atomoxetine Parkinson hastalig Dikkat eksikligi hiperaktivite

bozuklugu

Duloxetine Depresyon Stres tipte idrar kagirma
Rituximab Cesitli kanserler Romatoid aritit
Raloxifene Osteoporoz Meme kanseri
Fingolimod Organ Nakli Multiple skleroz
Dapoxetine Depresyon Erken bosalma
Ketoconazole Mantar enfeksiyonu Cushing sendromu
Aspirin Analjezik Kolorektal kanser

ilag yeniden konumlandirma, ilaglarin yan etkileri nedeniyle tesadiifen ortaya
cikmis bir yaklasimdir.  Ornegin, anjina hastaliginin tedavisi amaciyla klinik
calismalari yiritilen sildenafil, beklenmeyen bir yan etki olarak ereksiyonu
tetiklemis, klinik calismalarin odak noktasi degistirilerek erektil disfonksiyon
endikasyonu igin 1988 yilinda klinik kullanim onayr almistir. Ayrica sildenafil,
pulmoner arteriyel hipertansiyon endikasyonu icin de 2005 yilinda klinik kullanim
onayi almis, boylece iki kez yeniden hedeflendirilmistir (3). Benzer sekilde, (Ulser
tedavisi icin etkinligi arastirilan minoxidil'in, hayvan deneyleri sirasinda kan
basincinda uzun sureli distise neden oldugu saptanmis, anti-hipertansif ilag olarak
etkinliginin arastirildig klinik galhismalarda sa¢ dokilmesini 6nledigi gérilmusgtir. Bu
nedenle minoxidil, Amerikan Gida ve ila¢ Kurumu (FDA) tarafindan 1979 yilinda anti-
hipertansiyon, 1988 yilinda ise androjenik alopesi tedavisi icin onaylanmis olup, ilk
endikasyonu disinda iki farkh hastalik icin tedavi imkani sunmaktadir (2). Yeniden
konumlandirilan ilaglara bir diger 6rnek talidomid’dir. ilk olarak 1957'de
sakinlestirici olarak ve hamilelerde mide bulantisinin tedavisi amaciyla bazi

Ulkelerde kullanim onayi bulunan talidomid, hamileligin ilk ¢ ayinda kullanildiginda



cocuklarda gorilen ciddi iskeletsel dogum kusurlari (fokomeli), ardindan konjenital
kalp hastaligl, ic ve dis kulakta malformasyonlar ve okiiler anormallikler gézlenmesi
nedeniyle 4 yil icinde geri ¢ekilmistir. Bununla birlikte, talidomid, 1998 yilinda,
clizzam ve 2006 yilinda ise multipl miyelom hastaliklarinin tedavisinde kullaniimak
Uzere FDA tarafindan onaylanmistir (4).

ilac yeniden konumlandirma yaklasiminin, de novo ilag gelistirme olarak
bilinen yeni aday bilesiklerin kesfi ve gelistiriimesine gbre bazi avantajlar
bulunmaktadir. De novo ilag gelistirme maliyetli, riskli ve uzun zaman gerektiren bir
surectir. Yeni ila¢g gelistirmenin ortalama maliyeti 2-3 milyar Amerikan dolari
arasinda degismekte olup en az 13-15 yil slirmektedir. Ayrica, de novo ilag gelistirme
yontemi ile elde edilen kimyasal bilesiklerin, toksik etkilerinin saptanmasi ya da
etkin bulunmamalari, tedavi icin onaylanma oranlarini azaltmaktadir. Faz | klinik
arastirmalardaki bilesiklerin sadece % 10'unun onaylandigi, diger bilesiklerin ise
etkisiz bulunmalari veya advers ila¢ reaksiyonlari nedeniyle basarisiz oldugu
bildirilmistir (1). ilac yeniden konumlandirma yaklasimi ise de novo ilag gelistirmeye
gore daha az risk icermekte, maliyet avantaji saglamakta ve kisa slirede
tamamlanabilmektedir (3). Bu yaklasimda basarisizlik riskinin daha disiik olmasinin
sebebi, ilk endikasyonu icin bir ilacin, preklinik modellerde ve klinik faz
calismalarinda givenli oldugunun tespit edilmesi, baska bir ifade ile, erken
asamalarin tamamlanmis olmasidir. ilag formulasyonlarinin hazir olmasi, ayrica,
preklinik ve klinik galismalarla etkinlik ve uygun ila¢ uygulama yolu gibi verilerin
Oonceden biliniyor olmasi, ilag gelistirme slrecini kisaltmakta ve maliyetini daha
uygun hale getirmektedir. ilag¢ gelistirme siirecinin kisalmasi, nadir hastaliklar gibi
hizli tedavi gerektiren hastaliklar icin 6zellikle avantaj saglamaktadir (5). Yeniden
konumlandirma yaklasiminin maliyet acisindan sundugu kazan¢ ise Ozellikle
preklinik, klinik faz | ve Il asamalarinda ortaya ¢ikmakta, faz Il maliyetleri de novo
ilag gelistirmeye yakin olmaktadir (4). ila¢ yeniden konumlandirma yaklasimi ile
maliyetin ortalama olarak 300 milyon Amerikan dolarina disecegi tahmin

edilmektedir (6).



2.2. ilag Yeniden Konumlandirma Yaklasiminin Temeli ve Kullanilan Metodolojiler

ila¢ yeniden konumlandirma yaklasiminin temeli Swanson’in ABC modeline
dayanmaktadir. Swanson’un ABC modeli, ilaglarla molekiler hedefler veya
hastaliklar arasindaki gizli baglantilari ortaya c¢ikarmak igin uygulanan bir
yaklasimdir. Bu modele gore, A — B ve B — C arasindaki baglantilar kanitlanmis ise,
heniiz ortaya ¢ctkmamis olsa bile A — C arasinda muhtemelen dogrudan bir baglanti
olabilecegi varsayllmaktadir (2). Hastaliklar agisindan bu model degerlendirildiginde;
hastalik 1 ile hastalik 2 arasinda dogrudan bir baglanti olmasi durumunda, hastalik
2’nin tedavisinde kullanilan bir ilacin hastalik 1’in tedavisi icin de kullanilabilecegi
varsayllmaktadir (Sekil 2.1). ila¢ 2 ve protein 2 arasindaki olasi baglanti, ila¢ 2 ve ilag
3 arasindaki bilinen baglantidan, molekiiler kenetlenme ya da kemoinformatik
araglardan yararlanilarak ortaya g¢ikartilabilir. Ayni gizli baglanti, protein 1 ve protein
2'nin biyoinformatik araglarla analizi sonucu da ortaya cikarilabilmektedir (Sekil 2.1).
Ornegin, depresyon ve kronik inflamatuvar yanit arasinda gosterilen baglanti, anti-
inflamatuvar ilaglarin major depresif bozukluk tedavisindeki etkinliklerinin
arastirilmasina temel teskil etmistir. Non-steroidal antiinflamatuvar ilaglarin
depresif semptomlari hafiflettigi ve secici serotonin geri alim inhibitorleri gibi klinik
kullanimda olan antidepresan ilaglarin terapoétik etkilerini arttirdigl saptanmistir (7,

8).

Protein 1 Protein 2
H
llag 1 ilag 2 ilag 3

Sekil 2.1. Swanson’in ABC modelinin sematik gosterimi (2). Dogrudan baglantilar

surekli cizgilerle, gizli ve dolayl baglantilar kesikli gizgilerle gosterilmistir.



Yeniden konumlandirma vyaklasiminda, hastalilk - biyolojik hedef - ilag
arasindaki baglantilarin tanimlanmasi amaglanmaktadir. Bu nedenle baglantilarin
ortaya cikarilmasinda siklikla bilgisayar destekli yaklasimlardan faydalaniimaktadir.
Bilgisayar destekli yaklasimlar; ¢ boyutlu molekiler kenetleme g¢alismalarini,
ilaclarin etki ettigi/edebilecegi proteinlerin/yolaklarin veya -omik degisikliklerin
saptanmasi icin kemoinformatik analizleri, klinik faz ¢alismalarindan elde edilen
verileri, farmakovijilans calismalarini icermektedir. Daha 6nce tanimlanmis ve veri
tabanlarinda bulunan bu veriler kullanilarak belirlenen aday ilaglarin/bilesiklerin

aktiviteleri gesitli in vitro ve in vivo deneysel yontemlerle arastiriilmaktadir.

2.2.1. Ug Boyutlu Molekiiler Kenetleme Calismalar

ilac yeniden konumlandirma c¢alismalarinda vyaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri, bilgisayar destekli Gic boyutlu molekiiler kenetlemedir. Molekiler
kenetleme, molekiiler tanima iliskilerinde baglanma sekillerini ve afinitelerini
tahmin etmek igin kullanilan, olduk¢a hizh ve ekonomik bir hesaplama aracidir.
Molekiller kenetleme, biyolojik makromolekillerin birbirleriyle veya cesitli
ligandlarla yiiksek 6zgullik ve afinite ile etkileserek non-kovalent baglar araciligi ile
belirli bir kompleks olusturma prensibine dayanmaktadir. Makromolekiiller arasinda
proteinler, hiicrelerde yapisal, mekanik ve biyokimyasal islevler gormeleri nedeniyle
on plana c¢ikmaktadir. Ligand ise, proteinlere yiksek afinite ile spesifik olarak

baglanabilen nikleik asit, substrat veya kiiclik molekiiller olabilmektedir (10).

Protein ile ligandin etkilesimini etkileyen fizikokimyasal mekanizmalar vardir (11);

- Baglanma kinetigi; protein ve ligandin birbirine baglanma hizina bagh olarak iki
molekil arasindaki etkilesimi incelemektedir. Yavas ayrilma hizi ve hizl
baglanma sonucunda dislik bir ayrilma sabiti ve yiksek bir baglanma sabiti
ortaya c¢ikmakta, bunun sonucunda etkilesimin yliksek bir baglanma afinitesi

verecegi ongorulmektedir.



- Termodinamik iliskiler; Bir protein-ligand-¢cOzlicii  sistemi, c¢0Ozlinen
(protein ve ligand) ve ¢oOzlciden (sivi ve tampon iyonlari) olusan
termodinamik bir sistemdir. Bu maddeler arasindaki iliski ve i1si transferinin
cesitli enerji degisimleriyle nasil iliskili oldugu termodinamik vyasalari
tarafindan belirlenmektedir. Sonug olarak, protein ve ligand arasindaki
iliskiyi belirleyen itici kuvvetler, protein, ligand, su ve tampon iyonlari
arasindaki gesitli etkilesimlerin ve enerji aligveriglerinin bir sonucudur. Bir
termodinamik sistemin sabit bir sicaklik ve basingta maksimum veya geri
doénisimli calisma yapma kapasitesini olgen bir termodinamik potansiyel
olan Gibbs serbest enerjisi, itici gliclerin karakterizasyonu icin en 6nemli
termodinamik degiskenlerden biridir. Protein-ligand iliski boyutu, negatif AG
(Gibbs)'nin blyuklugl ile belirlendiginden, AG'nin herhangi bir protein-ligand
kompleksinin stabilitesini veya alternatif olarak bir ligandin belirli bir aliciya

baglanma afinitesini belirledigi distintilmektedir (11).

- Baglayici Siiriis Kuvvetleri ve Entalpi-Entropi Kompenzasyonu
Sistemin serbest enerjisindeki degisim negatif oldugunda protein-ligand
baglanmasi kendiliginden meydana gelebilir. Kompleks haldeki enerijileri ile
baglanmamis serbest durum arasindaki serbest enerji farkinin buyGklGga
(baglanma lzerine negatif serbest enerji degisiminin blylkligi) kompleksin
kararhligini belirler. Hem protein katlamasi hem de protein-ligand baglanma
slrecleri, sistemin toplam Gibbs serbest enerjisindeki degisim tarafindan

yonlendirilir.

Protein-ligand etkilesiminde farklh baglanma modelleri mevcuttur;
- Anahtar kilit iliskisi; protein ve ligand hareketsizdir ve baglanma ara yuzleri
mikemmel sekilde eslesmelidir.
- Uyarilmis uyum; proteindeki baglanma bolgesi esnektir ve etkilesen ligand,

baglanma bdélgesinde konformasyonel bir degisiklige neden olur.



- Konformasyonel se¢cim; c¢ogu protein dogasi geregi dinamiktir ve

konformasyonel secim modeli bu dogal esnekligi hesaba katar.

Molekiler kenetleme c¢alismalarinda farkl algoritmalara sahip programlar
kullanilmakta olup iki temel bilesen icermektedir. Bilesenlerden ilki “arama
algoritmasi” olup belirli bir hedef protein igin farkh ligand konformasyonlari ve
yonelimleri aranir. Protein-ligand baglanmasi icin arastirma alani, baglanmamis
formda olan protein ve ligandin tim olasi sekillerini igcerir. Diger bir ifade ile belirli
bir protein konformasyonu icinde ligandin tim olasi oryantasyon ve
konformasyonlarini, bunun sonucunda ligandin tim olasi bigimleriyle eslestirilmis
proteinin tim olasi oryantasyon ve konformasyonlarini kapsamaktadir (12).
Ornegin, kenetleme programlarindan bir olan Autodock programininin arama alani
algoritmasinda, protein kati cisim olarak ele alinir ve ligandin alti derecelik donme
ve donlsim ozglrligh sinirlarinda olasi konformasyonlari incelenir. Secilen
algoritma, olasi konformasyonlari tahmin ederken, bir sonraki poz i¢in daha dusik
enerjili kompleksi arayan genetik algoritma ligand pozlarini skorlar. Kenetleme
programlarinin diger bileseni ise, “skorlama fonksiyonudur”. Bu fonksiyon,
eslesmeden sonra protein ve ligand arasindaki her bir poz igin ayri ayri baglanma
afinitesini, genellikle kovalent olmayan etkilesimlerin  glcinli  &lgerek
degerlendirmek icin kullanilan matematiksel bir yontemlerdir. Pozlar icin tahmin
edilen baglanma afiniteleri siralanarak ligandin belirlenen hedefe en uygun
baglanma modlari belirlenmektedir (10). Skorlama fonksiyonlari, kuvvet alanina
dayali, deneysel tabanl ve bilgi tabanl (istatistiksel potansiyel) olmak lizere 3 gruba
ayrilmaktadir. Kuvvet alanina dayali yaklasimlarda, baglanma afinitelerini tahmin
etmek icin deneylerden ve kuantum mekaniksel hesaplamalardan tiretilen fiziksel
tabanh fonksiyonel formlar ve parametreler (kuvvet alanlari) kullaniimaktadir.
Karmasikligi azaltmak icin, genellikle sadece kompleksteki molekiller arasi kovalent

olmayan etkilesimlerin gicleri (entalpik katki) tahmin edilmektedir (13).
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2.2.2. Kemoinformatik Analizler

Kemoinformatik, kimyasal yapilardan anlamli verilerin ¢ikarilmasi, islenmesi
ve bilinen verilerden bilinmeyene odaklanan in silico yaklasimlara dayanan bir
disiplindir. Bu verilerin analizi, kimyasal yapi, kimyasal o6zellikler ve molekiiler
aktivite arasindaki iliskinin  incelenmesine olanak saglamaktadir  (14).
Kemoinformatik analizlerde farkli veri tabanlarindan yararlanilabilmektedir. Bu veri
tabanlarindan olan;

ChEMBL, kiicik molekillere ait biyoaktivite verilerini temel alarak gelistirilen
bir veritabani olup, 1,8 milyondan fazla bilesik hakkinda bilgi, ayrica biyolojik
sistemler Uzerindeki etkilerine iliskin 15 milyondan fazla teste ait veri igermektedir.
ChEMBL, kuguk molekillerin protein hedefleriyle nasil etkilesime girdigine, bu
bilesiklerin hiicreler ve organizmanin bitlnu Uzerindeki etkilerine (6r; emilim,
dagihm, metabolizma, bosaltim ve toksisite) dair bilgiler icermektedir. Ayrica,
ChEMBL veri tabaninda bilesiklerin iki boyutlu yapilari, hesaplanan molekiler
ozellikleri (6r. LogP, molekiler agirlik, Lipinski ‘Bes Kural’ parametreleri) ve
biyoaktivite verileri (6r; baglama sabitleri ve farmakoloji vb.) yer almaktadir (15).

SwissTarget veri tabani, bilesiklerin biyolojik hedeflerinin hesaplamali
tahminlerine olanak saglayarak test edilecek potansiyel hedefler kimesinin
daraltilmasina, ayrica bilinen molekillerin/ilaglarin hedef disi etkilerinin tahmin
edilmesine yardimci olmaktadir. Bu veri tabaninda, kimyasal ve sekil benzerligini
birlestiren orijinal bir hedef tahmin algoritmasina dayanarak ligandlara ait yeni
protein hedeflerinin tahmini yapilabilmektedir (16).

Library of Integrated Network-based Cellular Signatures (LINCS) veri tabani;
baglanma seciciligi, yapisal c¢esitlilik, hicre-temelli deneylerden elde edilen
aktivitelerdeki benzerliklere ait molekdl kitaphklari ve kiiclk bilesik kitiphanelerini
iceren bir veri tabanidir. LINCS veri tabani, doz ve yanit arasindaki iliskinin, hiicresel
cevaplar arasindaki varyasyonun nedenlerinin, ila¢ duyarliigi ve direncinin
molekiler temellerinin aciklanabilmesi ile ilgili calismalarda kullanilabilmektedir

(17).
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Connectivity Map (cMAP); bilesik uygulamalari sonucu farkli hicre
hatlarindaki genom boyu transkriptomik degisikliklere ait verilerin elde edilebildigi
bir veri tabanidir. Orijinal cMap veri tabani, bes farkl insan hiicre hattina (MCF7,
PC3, SKMELS5, HL60 ve ssMCF7) 164 kigiuk molekiliin uygulanmasi ile olusturulmus
olup 564 gen ekspresyon profili cermektedir. ilag uygulama &ncesi ve sonrasi gen
ekspresyon profilleri analiz edilerek ilaca ait spesifik transkriptomik imzalar ortaya

cikarilmaktadir (18).
2.3. Norodejeneratif Hastaliklarda ilag Yeniden Konumlandirma

Norodejeneratif hastaliklar, ilerleyici yapisal ve fonksiyonel néron kayiplari
gorilen bir hastalik grubu olup hareketlerde ve beyin fonksiyonlarinda problemlere
yol agmaktadir. Bu grupta yer alan hastaliklar arasinda Alzheimer, Parkinson, ve
Huntington hastaliklari, Charcot-Marie Tooth hastaligi, Multipl skleroz,
Spinoserebral ataksi, Amyotrofik lateral skleroz ve nadir hastaliklardan olan Spinal
muskiller atrofi bulunmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarin  gorilme sikhigi,
ortalama yasam uzunlugunun artmasina paralel olarak artis gostermektedir. Dlinya
Saghk Orgiiti, 20 yil icerisinde motor fonksiyonlari etkileyen nérodejeneratif
hastaliklarin, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra kanserin de 6niline gecerek en
yaygin ikinci 6lim nedeni haline gelmesini 6ngérmekte olup 2050 yilina kadar diinya
capinda 115 milyondan fazla demans hastasi olacagl tahmin edilmektedir (19).
Norodejeneratif hastaliklarin henliz kesin tedavileri bulunmamakta olup semptom
giderici tedaviler uygulanmaktadir. Bu nedenle, bu hastaliklarin tedavisine acil

ihtiyac duyulmaktadir (20).

Norodejeneratif hastaliklarin  farkh  patofizyolojileri  bulunmakla birlikte,
molekiler dizeyde bazi ortakliklar bulunmakta ve noéron dejenerasyonu
gorilmektedir. ilac gelistirme calismalari, bu nedenle, hastalikta spesifik olarak
gorilen hatalarin dizeltilmesine (6r; TAU birkimi, a-sintiklein olusumu vb), ya da
tim noérodejeneratif hastaliklarda ortak olarak saptanan molekiiler degisikliklere

(6r; aksonal transport hatalari, oksidatif stres vb) yonelik olarak veya néron
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sagkaliminin arttirilmasi amaciyla gergeklestirilebilmektedir (20). Bu hastalik grubu
icin tedavi yaklasimlari arasinda; semptomlarin hafifletilmesi, hastalik progresyonun
yavaslatilmasi, semptom baslangic yasinin geciktiriimesi ve nihayi olarak hastaligin
onlenebilmesi yer almakta olup ilag yeniden konumlandirma yaklasimi etkili

olabilecek ilaglarin/bilesiklerin arastirilmasinda siklikla kullaniimaktadir.

Alzheimer hastaligl, yanlis katlanmis amiloid peptitlerden olusan amiloid plaklar
ve hiperfosforile TAU proteini iceren norofibriler yumaklar ile karakterize olan,
noéron/sinaps kaybi gorilen bir hastaliktir. Bu hastalik icin 2003 yilindan beri FDA
tarafindan yeni onaylanmis bir ila¢ bulunmamakla birlikte yeniden konumlandirma
¢alismalar yirutilmektedir. Alzheimer hastalarinda bir nérotransmitter olan
asetilkolin  seviyesinin  dlstk olmasi nedeniyle, asetilkolini pargalayan
asetilkolinesteraz inhibitorleri, hastaligin semptomatik tedavisi igin kullaniimaktadir.
Klinik kullanim igin onay almis olan donepezil, rivastigmin ve galantamin kullanimi
ile asetilkolin seviyesindeki azalmanin 6nlenmesi amaglanmaktadir. Donepezil’e
yapisal olarak benzerlik gésteren FDA onayli ilaglarin tarandigi in silico calismalarda,
ylksek afinite ile kolinesteraza baglanabilme potansiyeli bulunan ilaglar arasindan,
Ulser tedavisinde kullanilan cinitapride’in etkili olabilecegi saptanmis, cinitapride’in
in vitro ¢alhismalarda aktivitesinin saptanmasi lzerine Alzheimer hastaligl agisindan
tedavi potansiyeli bulundugu bildirilmistir (21). Baska bir ¢alismada, kan-beyin
bariyerini gegebilen, lipofilik ve diisik oranda iyonize kigik molekil olan
carmustine’in aktivitesi arastinimistir. Carmustine, beyin kanseri tedavisinde
kullanilan antineoplastik o6zellikli alkilleyici ilaglarin bir alt grubu olan nitrozolire
grubuna dahildir. Amiloid-B protein 6nclslini asiri ifade eden hicrelerde,
carmustine’in toksik olmayan bir dozda amiloid liretiminde bliyiik oranda bir azalma

sagladigi gosterilmistir (22).

Parkinson hastaligl, beyinde dopaminerjik néronlarin kaybi ve Lewy cisimcikleri
olarak bilinen, ¢6ziinmeyen a-siniiklein agregatlari ile karakterize olan, motor ve

motor olmayan semptomlar gorilen noérodejeneratif bir hastaliktir. 2015 vyili
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verilerine gore, 6.2 milyon kisi Parkinson hastaligi tanisi almis olup hastalik genellikle
60 yasin lGzerindeki bireylerde gorilmektedir. Parkinson hastaliginin kesin tedavisi
bulunmamakta olup, hastaligin ilerlemesini yavaslatmayi/durdurmayi amaglayan
ilaclarin  gelistirilmesi  {izerine calismalar devam etmektedir. ila¢ yeniden
konumlandirma yaklasimi kullanilarak, tetrasiklin grubu antibiyotiklerin Parkinson
hastaliginin tedavisi icin umut verici adaylar olabilecegi bildirilmistir. Tetrasiklinlerin
noroprotektif etkilerinin oldugu; proinflamatuvar molekiil Uretimini, matriks
metalloproteaz aktivitesini, mitokondriyal disfonksiyonu, hatali protein katlanmasini
ve mikroglial aktivasyonu inhibe ederek etki ettikleri bildirilmistir (23). Tetrasiklinler
ile yapilan bir baska ¢alismada, antibiyotik amagh kullanilandan daha diisiik dozlarin
bakteri duyarlihgini degistirmedigini, noroinflamasyonu dizenleyerek Parkinson
modellerinde noérodejenerasyonu onledikleri gosterilmistir. Ayrica doksisiklin’in, a-
sintiklein oligomerlerinin yapisini degistirerek B-plakalarin paralel diizenlenmesini
saglamasi ve fibril olusumunu engellenmesi nedeniyle de noroprotektif etki

gosterdigi bildirilmistir (24).

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), beyin ve omurilikte bulunan alt ve Ust
motor noronlarda ilerleyici dejenerasyon ile karakterize olan nérodejeneratif bir
hastaliktir. ALS hastaliginin patomekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamis
olmakla birlikte hatali katlanmis protein birikimi, mitokondri islev kaybi, oksidatif
stres ve norofilament birikimi gorilmektedir. Glnimizde, ALS hastaliginin
ilerleyisini yavaslatabilmek amaciyla riluzole ve edaravone kullaniimakla birlikte,
hastaligin kesin tedavisi bulunmamaktadir. ila¢ yeniden konumlandirma calismalari
ile, kronik myeloid I6semi tedavisinde kullanilan tirozin kinaz inhibitérlerinden
bosutinib’in, sporadik ALS hastalarinin pluripotent kdk hiicrelerinden farklilastirilan
motor noronlara uygulandigindandron sagkalimini arttirdigi bildirilmistir (25). ALS
tedavisi icin arastirilan bir diger ilag retigabine’dir. Retigabine, epilepsi tedavisinde
kullanim icin onaylanmis bir ila¢ olup voltaj kapili potasyum kanallarina baglanarak

membran hiperpolarizasyonuna yol agmaktadir. Bu ilacin ALS tedavisi icin faz Il klinik
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calismalari devam etmekte olup ALS hastalarinda Ust ve alt motor ndron

uyarilabilirligini azalttig ve motor néron sagkalimini arttirdigi gézlenmistir (26).

2.4. Norodejeneratif Hastaliklar ve Aksonal Transport Hatalari

Norodejeneratif hastaliklarda molekiler diizeyde saptanan ortakliklardan bir
tanesi aksonal transportta ortaya c¢ikan hatalar olup transport hatalarinin
dizeltilmesi bu hastalik grubu igin tedavi stratejilerinden birisidir. Aksonal transport,
sinaptik iletimin uygun sekilde strdarilmesi icin gerekli olan hicre ici trafik
olaylarini ifade etmektedir. Aksonal transportun dogru gerceklesmesi ndéron
morfolojisinin kurulmasi, korunmasi ve sinyal iletiminin gerceklesmesi, dolayisiyla
noronlarin fonksiyonu ve sagkalimi igin elzemdir. Aksonal transport ile organel (6r;
mitokondri, lizozom), protein (6r; membran proteinleri, norofilamentler), lipit,
mRNA ve vezikillerin tasinmasi saglanmakta, ayrica hatali katlanmis proteinler

yikima yonlendirilmektedir (27).

Norodejeneratif hastaliklarda aksonal transportun bozulmasi nedeniyle
hiicre govdesinde, akzon baslangicinda ya da ucunda birikimler (6r; hiicre iskeleti
proteinleri, mitokondri) saptanmaktadir. Aksonal transport hatalarinin nedeni heniiz
kesin olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, transportla iligkili genlerdeki
mutasyonlar, protein birikimleri, motor-kargo etkilesimindeki bozukluklar,
mitokondri hasari ve mikrotubll yapisindaki/stabilitesindeki degisiklikler ile

iliskilendirilmektedir (28).
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2.4.1. Mikrotiibiil Yapisi ve Organizasyonu

Aksonal transport, hiicre iskeleti elemanlarindan biri olan mikrotibdller
araciligiyla gerceklesmektedir. Mikrotibliller aksonal transportun yani sira hiicre
morfolojisinin kurulmasi, korunmasi, hiicre béliinmesi ve sinyal iletiminde gorev
almaktadir. Mikrotibdiller, alfa (a) ve beta (B) tibilin heterodimerlerinden olusan
ici bos, silindirik polimerler olup 13 adet protofilamentin parallel olarak
etkilesmesiyle olusmaktadir (29). Memelilerde a ve B tlbdlin genlerini kodlayan 9’ar
adet gen tanimlanmis olup bu genlerden sentezlenen tibilin izotipleri 55 kDa
agirhgindadir.  Tabdlin  izotiplerinin ifadeleri farkli hiicre/dokularda degisiklik
gostermektedir. Tlbillin  proteinlerinin  mikrotubil  yapisina  eklenmesiyle
mikrotiblller polimerize olmakta, yapidan ayrilmasi ile depolimerize olmaktadir.
Polimerize olan mikrottibdillerin depolimerize olmasi “yikim”, depolimerize olan
mikrotlbillerin tekrar polimerize olmasi “kurtarma” olarak ifade edilmektedir.
Mikrotibullerde yikim/yapim olaylari donglisel olarak gerceklesmekte olup
“dinamik instabilite” olarak adlandirilmaktadir (30). Dinamik instabilite sirasinda,
GTP bagh B tibllin (GTP-B tibilin) iceren heterodimerler, mikrotibiliin uzayan
ucuna baglanip mikrotibilin polimerizasyonunu gerceklestirirken, hidroliz sonucu
olusan GDP bagh B tibilin (GDP-B tdbdlin) kararsiz olmasindan dolayi
depolimerizasyon sonucu mikrotlibll vyapisindan ayrilmaktadir (Sekil 2.2).
Mikrotibuliin, polimerizasyon/depolimerizasyon olaylarinin daha fazla gerceklestigi
“pozitif ucu” ve daha az gerceklestigi “negatif ucu” bulunmakta olup bu polarite,
tlibillin heterodimerlerinin belirli bir yonde ardisik olarak eklenmesiyle ortaya
cikmaktadir. Mikrotibdllerin - negatif uclari  ¢ogunlukla, hicrelerdeki temel
mikrotibil organizasyon merkezi olan sentrozoma baglanmakta olup sentrozom,
birbirine dik konumda bulunan iki adet sentriolden ve etrafindaki perisentriolar
materyalden olusmaktadir (31). Bazi hiicrelerde mikrotibullerin negatif uclarinin
sentrozom disinda,  Golgi cisimcigine ve c¢ekirdek zarina da baglandiklari
bilinmektedir. Noronlarda sentrozomda olusmaya baslayan mikrotibiller,
sentrozomdan ayrilmakta, akson boyunca tasinmakta ve negatif ucglar hicre

govdesine, pozitif ucglar ise akson ucuna donik olacak sekilde yerlesim
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gostermektedir. Dendritlerde ise mikrotiblllerin pozitif ve negatif uclari ayni yonde

olmayip karisik bir diizende yerlesmektedir (32).
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Sekil 2.2. Mikrotlbll vyapisi, organizasyon ve polimerizasyon-

depolimerizasyon olaylarinin sematik gosterimi (30).

Mikrotlbdllerin  yapisinda  polimerizasyon/depolimerizasyonun  yavas
gerceklestigi stabil kisimlar ve daha hizli gergeklestigi dinamik kisimlar bulunmakta
olup, oranlari hicre tipine gore farklilik gostermektedir. Noronlar gibi post-mitotik
hiicrelerde stabil mikrotlibil yapisinin varhgi, spesifik morfolojinin korunmasinin
yani sira aksonal transportun devamhligi acisindan elzemdir. Mikrotibdllerin
stabil/dinamik 6zelligini, mikrotlbile baglanan proteinler kazandirmaktadir. Bu
proteinlerin mikrotlbil ile etkilesiminde, a ve B tibllin proteinlerinde sentez

sonrasinda gerceklesen post-translasyonel modifikasyonlar rol oynamaktadir. Farkli
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post-translasyonel modifikasyonlar tibdilin izotipleriyle birlikte hiicrelerde “tlbilin
kodunu” olusturmakta olup bu kod mikrotiibilllerin proteinlerle etkilesimini
etkilemekte, boylece mikrotibiillerin yapisini ve fonksiyonlarini diizenlemektedir
(33). Tlabdlin proteinlerde gerceklesen post-translasyonel modifikasyonlar arasinda
asetilasyon, detirozinasyon, poliglutaminasyon, fosforilasyon, poliglisilasyon,
palmitolasyon, delta2/3 tabdlin yer almakta olup bu modifikasyonlar geri
dontsimli ya da geri dontsimsiz olarak gerceklesebilmektedir (Sekil 2.3).
Noéronlarda mikrotibil stabilitesi ve aksonal transport ile iliskilendirilen

modifikasyonlardan biri asetilasyondur (34).
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Sekil 2.3. Tubdlin proteinlerinin amino ve karboksil uclarinda gerceklesen post-

translasyonel modifikasyonlar (33).

Tiibiilin Asetilasyonu

Tubllin  post-translasyonel modifikasyonlari arasindan, mikrotibdllerin
limeninde gergeklestigi bilinen tek modifikasyon asetilasyondur. Asetilasyonun,

hem o hem de B tlbdlin proteinlerinde gerceklestigi bildirilmis olmakla birlikte, a
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tlbllinin amino ucunda bulunan 40. lizin (K40) amino asitinde gergeklesen
asetilasyonu, uzun émurli ve stabil mikrotibdllerde dinamik mikrotibillere oranla
fazla gorilmektedir. Asetilasyonun yapisal olarak mikrotlbillerin esnekligini
arttirdigi ve mekanik strese karsi korudugu bildirilmistir (35). Asetillenmis
mikrotlbdllerin, tekrarlanan mekanik gerilme doéngileri sonrasinda esnekliklerini ve
uzunluklarini koruduklari, deasetillenmis mikrotibullerin ise esnekliklerinin azaldigi
ve kirilma ihtimallerinin arttig bildirilmistir (36). a- tibdlin asetilasyonu, a-tiibilin
N-asetil transferaz (ATAT) enzimi tarafindan katalizlenmektedir (Sekil 2.4). Tubdlin
asetilasyonu geri donisimli bir modifikasyon olup deasetilasyonunda histon
deasetilaz enzimlerinden HDAC6, HDACS5 ve sirtuin2 (SIRT2) proteinleri goérev
almaktadir (37 ,38). Hiicrelerdeki major tibdlin deasetilaz enzimi HDAC6 olup,
tlbilin deasetilaz (TDAC) olarak da ifade edilmektedir. SIRT2'nin sadece perintikleer
alanda yerlesen mikrotiibillerin deasetilasyonunu, HDAC5’in ise peripheral néron

hasari durumunda deasetilasyonu katalizledigi rapor edilmistir (39, 40).

Asetiltransferaz
aTAT1
—_—
—
HDACS, SIRT2
Deasetilaz

Sekil 2.4. Tubulin asetilasyonu ve deasetilasyonunda gorev alan enzimler. a-TAT1,;

tlbilin asetiltransferaz, HDAC6 ve SIRT2; tibiilin deasetilaz (37).
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HDAC6 enzimi

Histon deasetilazlar, histon ya da histon olmayan proteinlerden asetil
gruplarinin g¢ikartiimasini katalizleyen enzimler olup dort sinifa ayrilmaktadir. Sinif |,
I ve IV ¢inko bagimli, sinif 1l enzimler ise NAD bagiml olarak aktivite
gostermektedir. HDACS6, sinif Ilb deasetilaz enzimlerinden biri olup ¢ekirdekte ve
¢ogunlukla da sitoplazmada yerlesim gostermektedir. HDAC6, diger HDAC
siniflarindan farkh olarak, kuyruk domaini olarak adlandirilan uzun bir karboksil
ucuna ve iki adet katalitik domaine (DD1 ve DD2) sahiptir. Her iki domainin de
histon deasetilaz aktivitesi oldugu, ancak sadece DD2’nin tiibilin deasetilasyonunu
katalizledigi bildirilmistir (41) (Sekil 2.5). DD1 ve DD2 domainleri arasindaki bélgenin
de tubilin deasetilaz aktivitesi agisindan 6nemli oldugu bildirilmistir (42). HDAC6
proteininin yapisinda, ayrica, proteinin ¢ekirdekten cikisini saglayan nuclear export
sinyali (NES), sitoplazmik lokalizasyonunu saglayan SE14 domaini ve ubikutin
baglama domaini (ZnF-UBP) bulunmaktadir. SE14 domaini sadece insan HDAC6

enzimlerinde bulunmakta olup diger domainler tirler arasinda korunmustur (43).

HDAC6
NES SE14
- il s -
DD1 DD2 ZnF-UBP

Sekil 2.5. HDACS6 proteininin yapisindaki domainler (42).

HDAC6 a-tlbilin disinda aktine baglanan proteinlerden cortactin’i ve
saperon proteinlerinden Hsp90'1 deasetile etmektedir. Ayrica, mikrotlibll asosiye
proteinlerden TAU’ya baglandigi gosterilmistir. Bu nedenle hem mikrotiibil hem de
aktin iskeletinin diizenlenmesinde rol oynamakta, ayrica saperon-bagimli otofaji

mekanizmasinda  fonksiyon  gostermektedir  (44). HDAC6'nin  a-tlbdlin
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deasetilasyonunu katalizlemesi nedeniyle mikrotubdl stabilitesinin

diizenlenmesinde ve aksonal transportta rolii oldugu bilinmektedir (45, 46).

2.4.2. Aksonal Transport

Aksonal transport noéronlarda hiicre gévdesinden akson ucuna (anterograde)
ve akson ucundan hiicre goévdesine (retrograde) dogru olacak sekilde iki yonlu
olarak gerceklesmektedir (47). Aksonal transport ile tasinan kargolar; hiicre iskeleti
proteinleri (6r; norofilamentler, TAU vb), RNA’lar (6r; B aktin vb), organeller (6r;
mitokondri, lizozom vb), vezikiller (6r; otofagozom, noérosekretuvar graniiller vb)
olabilmekte olup tasinma yonleri ve hizlari farklilk gdstermektedir. Ornegin,
mitokondri gibi membranla gevrili organeller hizli aksonal transport ile iki yonlu
olarak tasinirken, norofilamentler gibi hiicre iskeleti proteinleri yavas aksonal

transportla, cogunlukla antrograde yonde tasinmaktadir (48).

Mikrotlibiller Gzerinde gerceklesen aksonal transportta motor proteinleri
gorev almakta olup ATP hidrolizinden elde edilen eneriji ile hareket saglanmaktadir.
Motor proteinleri, mikrotibdllerin polaritesini taniyarak segici olarak pozitif veya
negatif uc yoninde hareket etmekte ve kargolari tasimaktadir (49). Motor
proteinlerden olan kinezin proteinleri cogunlukla pozitif u¢ yoniinde (anterograde),
dinein proteinleri ise negatif u¢ yoniinde (retrograde) gerceklesen transportta gorev
almaktadir (50) (Sekil 2.6). insanlarda, sinir sisteminde ifade olan 38 adet kinezin
proteini bulunmakta olup aksonal transport rol oynayan temel kinesinler, kinezin 1,
2 ve 3’tir. Kinesinler yapisal olarak 2’ser adet agir ve hafif zincirden olusmaktadir.
Agir zincirler mikrotiibule, hafif zincirler ise kargoya baglanmaktadir. Benzer yapisal
dizenlenme dinein proteinlerinde de bulunmakla birlikte retrograde tasimada,
multiprotein kompleksi olan sitoplazmik dinein gérev almaktadir. Dinein kompleksi
2 agir, 2 hafif, 2 hafif-ara ve farkli sayida ara zincirlerden olusmakta, kargonun hafif
ve ara zincirlere baglanmasi dinactin protein kompleksi tarafindan saglanmaktadir

(51).
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Kinesin

Mikrotibdl

Retrograde
. Endozom

Sekil 2.6. Kinesin ve dinein motor proteinleri aracili ger¢eklesen antrograde ve

retrograde aksonal transport (50).

Aksonal transportun kontroliinde, mikrotlibiil geometrisinin, motor
proteinlerin ve kargolarin fosforilasyonunun, mikrotlbdl ile iliskili proteinlerin (6r;
TAU) ve tlibilin post-translasyonel modifikasyonlarinin rol oynadigi bildirilmistir.
Ornegin, in vitro mikrotiibiil agi kullanilarak yapilan bir calismada, mikrotibiil
demetlerinde a-tlibilin asetilasyonunun fazla oldugu ve bu bdlgelerde kinezin 1’in
daha uzun mesafe hareket edebildigi gosterilmistir (52). MikrotlUbilin egimli
bolgelerine c¢ogunlukla bagh olan TAU proteininin, kinesin 1’'in hareketini
engelledigi, mikrottibul asosiye proteinlerden MAP7’nin ise kinesin 1’in mikrotibdil
baglantisini ve hareketini aktive ettigi bildirilmistir. MAP7 ve TAU’nun ayrica kinezin

3 aracili transportu inhibe ettigi bildirilmistir (53).
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2.4.3. Alfa Tubiilin Asetilasyonu, HDAC6 ve Aksonal Transport Hatalari

Farkh nérodejeneratif hastaliklara ait in vitro ve in vivo modellerle yapilan
¢alismalarda ortak olarak aksonal transport hatalari goriilmektedir. Bu hatalarin bir
kismi a-tlibllin asetilasyonundaki degisikliklerle; asetilasyon degisiklikleri ise bazi

hastaliklarda HDACG6 protein dlizeyi ile iliskilendirilmektedir.

Norodejeneratif hastaliklardan biri olan Alzheimer hastaligina yonelik
arastirmalarda, hastalara ait beyin dokularinda a-tibilin asetilasyonunda azalma ve
HDACG6 protein miktarinda artis saptanmistir (54, 55). Benzer sekilde, hastaliga ait
fare modeline ait beyin dokularinda a-tibdlin asetilasyonunda azalma saptanmistir.
Ayni modele ait primer hipokampal ndéron kiltirinde, HDAC6 aktivitesinin
tubastatin A ile inhibisyonunun hatali mitokondri transportunu duzeltebildigi
bildirilmistir (56). Parkinson hastaligina ait LRRK2 geni mutasyonu taslyan fare
modelinde de benzer sekilde, a-tlibilin asetilasyonunun arttiriimasi yoluyla aksonal
transport hatasi dizeltilebilmistir (57). Periferal sinir sistemi hastaliklarindan olan
Charcot-Marie-Tooth hastaliginda ise, farkli genlerde mutasyon tasiyan fare
modellerinde periferal néronlarda azalan a-tiibilin asetilasyonu HDAC6 inhibisyonu
yoluyla arttirilabilmis, mitokondri transport hatasi dizeltilebilmistir (58, 59).
Amyotrofik lateral skeleroz (ALS) hastaligi’'na ait, farkli genlerde mutasyonu olan
fare ve Drosophila melanogaster modelleri, ayrica hastalara ait indiklenmis
pluripotent kok hticre kaynakli motor noronlarla yapilan calismalarda, aksonal
transport hatalari oldugu bildirilmistir (60). Ozellikle mitokondri tasinmasindaki
hatalarin uzun siiredir néronal disfonksiyona katkida bulundugu, néromdskiler
kavsaktaki enerji kaynagi ve kalsiyum tamponlama kapasitesini etkileyerek hastalik
siddetinde belirleyici rol oynadigl bilinmektedir (60). FUS geninde mutasyon
bulunan hastalara ait indiiklenmis pluripotent hicre kaynakli motor noronlarla
yapilan bir calismada, a-ttibilin asetilasyon diizeyinde azalma saptanmis, HDAC6'nin
tubastatin A ile inhibisyonu ile hatali gerceklesen mitokondri ve vezikiler

transportun dizeldigi bildirilmistir (61). SOD1 geninde mutasyon bulunan ALS fare
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modelinde, HDAC6 geni knock out edildiginde omurilik motor néronlarinda a-
tibdlin asetilasyonunun arttigi ve farelerin yasam sirelerinin uzadigl rapor
edilmistir (62). Ayni calismada SIRT2 geninin knock out edilmesi ile tibdlin
asetilasyon artisi saglanamamis, farelerin 6miur uzunluklarinda anlamli bir farklihk
kaydedilememistir. Baska bir calismada, ayni mutasyonu tasiyan fare modelinde
HDACG6 protein miktarinin az oldugu saptanmis olmakla birlikte, farkli mutasyonlari
olan ALS hastalarina ait post-mortem motor korteks ve omurilik dokularinda HDAC6

protein miktarinda kontrol dokulara gore bir degisiklik saptanmamistir (63).

Norodejeneratif hastaliklara ait in vitro, in vivo modeller, hasta ornekleri ile
yapilan ¢alismalar, HDAC6 aktivitesinin farmakolojik olarak inhibe edilmesi yoluyla
o-tlbdlin asetilasyonunun arttirilabildigini ve aksonal transport hatalarinin
dizeltilebildigini gostermektedir. Bu nedenle HDAC6, norodejeneratif hastaliklarin
tedavisine yonelik bir hedef olarak duslinlilmektedir. Bu tez galismasinda, ilag
yeniden konumlandirma yaklasimi ile klinikte kullanim onayi bulunan bilesikler
arasindan, HDACG aktivitesini inhibe edebilecek ve bu yolla a-tibilin asetilasyonunu
arttirabilecek bir bilesigin belirlenebilmesi ve etkisinin hicre kiltirinde

gosterilmesi amaglanmistir.
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3. GEREGLER VE YONTEMLER

3.1. GEREGCLER

3.1.1. In silico Analizler
Molekiiler Kenetleme Galismalarinda Kullanilan Programlar:

e AutoDock Vina
e SwissDock (web-tabanh, http://www.swissdock.ch/)
e Discovery Studio Visualizer

e Pymol
Kemoinformatik Analizlerde Kullanilan Veri Tabanlari:

e Protein Data Bankasi (https://www.rcsb.org/)

e SwissTarget (http://www.swisstargetprediction.ch/)
e ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/)

® LINCS (http://lincsportal.ccs.miami.edu/)

e CMap (https://clue.io/)

e SwissSimilarity (http://www.swisssimilarity.ch/)

3.1.2. In vitro HDAC6 inhibisyon Aktivitesi Analizi
“HDACES florometric drug screening kit” (Enzo)

Spektrofotometre (Spectramax M2, Molecular Devices)

3.1.3. Hiicre Kiiltiiri ve Bilesik Uygulama Calismalari

Tez calismasi kapsaminda, Anabilim Dali’'miz Prof. Dr. Altan Glinalp Arastirma
Laboratuvari stogunda bulunan NSC34 fare motor ndron benzeri hiicre hatti ile
calisiimistir. NSC34 hiicrelerinin kullanimi i¢in Hacettepe Universitesi Hayvan
Deneyleri  Etik  Kurul Baskanhgr’na yapmis oldugumuz basvurumuzda

(Tarih:17.01.2020 Karar No:72408932) calismanin etik kurul kapsami disinda oldugu


http://www.swissdock.ch/
https://www.rcsb.org/
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bildirilmistir (Bkz. Ek-1). NSC34 hicrelerinin kiltirli asagida belirtildigi sekilde

gerceklestirilmistir.

Hicre Cogaltma Ortami:

DMEM 4,5 g/l D-glukoz (Gibco, Glutamax)

Fetal sigir serumu (%5, Biowest)

Penisilin/streptomisin (%1, Biowest)

Hicre Dondurma Ortami:

DMEM 4,5 g/ D-glukoz (Glutamax)

Dimetil stlfoksit (DMSO, %10, Sigma)

Hiicre Farklilastirma Ortami:

DMEM 4,5 g/l D-glukoz (Glutamax )

Fetal sigir serumu (%1, Biowest)

Penisilin/streptomisin (%1, Biowest)

Hiicre Pasajlama Ortami:

Tripsin/EDTA (Biowest)

1X PBS (Medicago)

194 ml

:5ml

:1ml

£ 900 pl

: 100 pl

:98 ml

1m

:1ml

:5ml

:5ml
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Hucre Sayimi:

Tripan mavisi (%0,4 , ThermoFisher)

Cedex XS Huicre Analiz Cihazi (Roche)

Hucre Canlilik Analizi:

MTS(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-

sulfofenil)- 2H-tetrazolyum) analiz kiti (Abcam)

SpektraMax M2 spektrofotometre (Molecular Devices)

Bilesikler ve Ana Stok Konsantrasyonlari:

e Rutin : 25 mg/204.7 pl DMSO (163,8 mM)

(C27H30016, Selleckchem)

e Riboflavin 9,75 mg/250 ul dH,0 (81,5 mM)

(C17H21N4O9P, Sigma-Aldrich)

e Cilastatin : 17,9 mg/250 ul DMSO (200 mM)

(C16H26N205S, Selleckchem)

e Tubastatin : 16,8 mg/250 ul DMSO (200 mM)

(C20H21N30;, Selleckchem)



3.1.4. Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

RIPA Tamponu:

Tris-HCL (pH:7.5, 20 mM, Sigma) 16 ml

NaCl (137 mM, Sigma) 12,4 gr
B-glukofosfat (25 mM, Sigma) 11,62 gr
EDTA (2 mM, Sigma) 1200 ul
Sodyum ortovanadat (ImM, Sigma) 11500 pl
Triton X-100 (%1, Sigma) :30ml
Deoksikolat (%1, Sigma) :3g
Proteaz inhibitor tablet (Roche) :1:50
Fosfataz inhibitor tablet (Roche) :1:20
dH20 : 105,65 pl

Sogutmali santrifiij (Boeco)

Sonikator (Sonics Vibra Cells, islemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18)

Protein Konsantrasyon Tayini:
BCA Protein Assay Kit (Pierce, Thermo Scientific)

Spektrofotometre (SpectraMax M2, Molecular Devices )
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3.1.5. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Western Blot

SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Ayirici Jel Hazirlama Tamponu (%12) :

Tris baz (Sigma) :13 gr

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma) :0,3gr

dH,0 ile 100 ml’ ye tamamlandi. pH: 8,8 HCL ile ayarlandi.

Toplayici Jel Hazirlama Tamponu (%5):

Tris baz (Sigma) 14,54 gr

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma) :0,6 gr

dH,0 ile 100 ml’ ye tamamlandi. pH:6,8 HCL ile ayarlandi.

Amonyum persulfat (%10, APS):

Amonyum persiilfat (Sigma) :0,1gr

dH,0 :1ml

Akrilamid / Bisakrilamid (%40):

Akrilamid (Sigma) 139,128 gr

Bisakrilamid (Sigma) 11,072 gr

dH20 ile 100 ml ‘ye tamamlandi.



SDS- Poliakrilamid Jel icerikleri:

Poliakrilamid jel (%5,toplayici jel):
Toplayici jel hazirlama tamponu
Akrilamid/Bisakrilamid (%40)
TEMED (Sigma)

APS

dH20

Poliakrilamid jel (%12, Ayirici jel):
Toplayici jel hazirlama tamponu
Akrilamid/Bisakrilamid (%40)
TEMED (Sigma)

APS

dH»0

Yikleme Tamponu (5X Laemmli):
Tris baz, 1 M, pH:8 (Merck)
Glisin (Merck)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)

Brom Fenol Mavisi

:1ml

2750 ul

210 ul

160 ul

14,25 ml

:6ml

: 5,65 ml

210 pl

:100 pl

16,35 ml

:5ml

:5ml

:1,5gr

:5mg
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2-Merkaptoetanol (Sigma) :2,5ml
Western Blot

. Protein molekuler agirhk belirleyicisi,

ColorBurst™ Electrophoresis Marker (Sigma)

° Nitroseliiloz membran (BioRad)

° Mini protean elektroforez sistemi ve gli¢ kaynagi (Biorad)

° Ponceau-S (Sigma)

° Coomassie Brillant Mavisi (Sigma)

° Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck)
. GeneGnome5 Kemilliminesans Gorlintiileme Cihazi (Syngene)

5X Yiirtitme (Elektroforez) Tamponu:

Tris baz, pH: 8 :15,15¢
Glisin (Sigma) :72g
Sodyum dodesil siilfat (SDS) :5¢g

1X icin 200 ml stoktan alindi, dH20 ile 1000 ml’ye tamamlandi.

5X Transfer Tamponu:

Tris baz, pH: 8 :15,15¢
Glisin (Sigma) 1728
Metanol 1 %20

1X icin 200 ml stoktan alindi. Uzerine, 200 ml metanol taze olarak eklendi

ve toplam hacim dH;0 ile 1000 ml’ye tamamlandi.



10X TBS, (pH;7.6):

Tris baz (Sigma)

NaCl (Sigma)

dH0 ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Yikama Tamponu (1X TBS-T) (pH:7.4):

10X TBS

Tween 20 (Sigma)

dH20 ile 1 litreye tamamlandi.

% 5 Bloklama Soltisyonu:

Sut tozu

TBS-T, % 0,1

% 20 SDS, (pH : 7.2):

SDS

dH,0

:24,4¢

:200 ml

:1ml

:1lg

:20 ml

:20g

: 100 ml

31
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Primer ve Sekonder Antikorlar:

Anti-asetil a-tibdlin primer antikor (Fare monoklonal, Sigma) (1:1000)

Anti-a tlbulin primer antikor,(Fare monoklonal, Sigma) (1:1000)

Anti-GAPDH primer antikor (Fare monoklonal, Sigma) (1:5000)

Anti-fare horseradish peroksidaz (HRP)-konjuge) sekonder antikor,

(Sigma) (1:8000)

Stripping Soliisyonu:
Tris HCI 2312 ul
2-Merkaptoetanol :37,5 ul
SDS %20, pH:7.2 :500 ul
dH,0 14,15 ml

65 °C hibridizasyonfirininda 30 dk inkiibe edildi.

Data Analiz Programlari
Western Blot Kantitasyonu: Image J
Absorbans Ol¢limii : Softmax Pro

istatistiksel Analizler: Graphpad Prisim 8.0.2
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. In silico Analizler

Tez c¢alismasindan o©nce gergeklestirilen on c¢alismalarda, Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali is birligi ile Amerikan
Gida ve ilag Kurumu (FDA) tarafindan onaylanmis bilesiklere ait kiitiiphane Drug
Bank veri tabanindan elde edilmistir. Yaklasik 1500 bilesik iceren bu kitliphane,
HDAC6 enzimine karsi, Glide (2019-4: Schrodinger, LLC, New York, NY) (Friesner vd.
2004, Friesner vd. 2006, Halgren vd. 2004) molekiiler kenetleme programi
kullanilarak sanal aktivite taramasina tabi tutulmus ve baglanma enerijileri -11
kcal/mol’den diisuk olan 7 adet bilesik belirlenmistir. Bu bilesikler, 5-O-phosphono-
alpha-D-ribofuranosyl diphosphate, flavin mononucleotide (riboflavin), rutin,
hesperidin, cilastatin, dopexamine ve sorbitol olup tez ¢alismalari kapsaminda bu 7

bilesikle asagida belirtilen in silico analizler gerceklestirilmistir.
Molekiiler Kenetleme Calismalari
Ligand Modellerinin Hazirlanmasi

e Tez kapsaminda aktivitesi arastirilan 7 bilesigin (5-O-phosphono-alpha-
D-ribofuranosyl diphosphate, riboflavin, rutin, hesperidin, cilastatin,
dopexamine ve sorbitoliin) 3 boyutlu kristal yapilari ve kimyasal
yapilarinin bilgisayar komut dizisine donustiirtilmus hali (smiles kodlari)
Drug Bank veri tabanindan elde edildi (Tablo 1).

e Bilesiklere ait smiles kodlari Chem3D 15.0 programina aktarildi. Kuvvet
alanlari hesaplanarak, enerji minimizasyonu yapildi ve bilesiklerin en
dislik enerjili formlari kaydedildi.

® Ayni basamaklar, spesifik HDAC6 inhibisyon aktivitesi bulunan
riconostat, citanostat, tubacin ve tubastatin A i¢in ve ayrica pan-HDAC

inhibisyon aktivitesi bulunan trikostatin A (TSA) icin de gerceklestirildi.



Tablo 3.1. In silico analizleri gergeklestirilen bilesiklere ait smiles kodlari

34

Bilesik Adi

Smiles Kodu

5-0O-phosphono-alpha-
D-ribofuranosyl

diphosphate

O[C@H]1[C@@H](O)[C@@H](OP(0)(=0)OP(0)(0)=0)0
[C@@H]1COP(0)(0)=0

CC1=CC2=C(C=C1C)N(C[C@H](O)[C@H](O)[C@H](0)CO

Riboflavin
P(0)(0)=0)C1=NC(=0)NC(=0)C1=N2
C[C@@H]10[C@@H](OC[C@H]20[C@@H](OC3=C(0C4
Rutin =CC(0)=CC(0)=C4C3=0)C3=CC(0)=C(0)C=C3)[C@H](0)[
C@@H](0)[C@@H]20)[C@H](O)[C@H](O)[C@H]10
COC1=CC=C(C=C10)[C@@H]1CC(=0)C2=C(01)C=C(O][C
@@H]10[C@H](CO[C@@H]30[C@@H](C)[C@H](O)[C
Hesperidin
@@H](0)[C@H]30)[C@@H](O)[C@H](0)[C@H]10)C=C
20
CC1(C)C[C@@H]1C(=0)N\C(=C/CCCCSC[C@H](N)C(0)=
Cilastatin
0)C(0)=0
Dopexamine 0OC1=C(0)C=C(CCNCCCCCCNCCC2=CC=CC=C2)Cc=C1
Sorbitol OC[C@H](O)[C@@H](0O)[C@H](O)[C@H](O)CO
C[C@H](\C=C(/C)\C=C\C(=0)NO)C(=0)C1=CC=C(C=C1)N(
TSA

C)C

Tubastatin A

CN1CCc2c(c3ccecece3n2Cc2ccc(C(=0)NO)cc2)C1

Tubacin

O=C(CCCCCCC(=0)Nclccc([C@@H]20[C@H](c3ccc(CO)c
c3)C[C@H](CSc3nc(-c4cccecd)c(-c4cccccd)o3)02)ccl1)NO

Ricolinostat

O=C(CCCCCCNC(=0)clcnc(N(c2cceec2)c2ceccec2)ncl)NO

Citarinostat

O=C(CCCCCCNC(=0)clcnc(N(c2ccecec2)c2cccec2Cl)ncl)N
0
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HDACG6 Proteininin Hazirlanmasi

Molekiler kenetleme ¢alismalarinda kullanilacak hedef protein olan
HDAC6E'nin kristal yapisi, Protein Data Bankasi’'ndan elde edildi. Veri tabaninda
bulunan HDAC6’ya ait kristal yapilar arasindan, X isini kirinim vyapisi 2.79 A
¢ozlinlirlige sahip olan ve bir HDAC inhibitori (trikostatin A; TSA) ile birlikte
bulunan “5EDU” kodlu yapi segildi. HDAC6’nin kristal yapisi molekiiler kenetleme
calismalari icin Discovery Studio programi kullanilarak, asagida belirtildigi sekilde

hazirlandi.

e HDACG6 proteininin kristal yapisinda A ve B zincirleri bulunmakta olup B
zincirinde bir amino asitin eksik olmasi nedeniyle bu zincir yapidan gikartildi.
Molekiiler kenetleme galismalari A zinciri ile gergeklestirildi.

e Zincir ¢cikarma isleminden sonra kristal yapida bulunan; su molekilleri (aktif
merkez disinda bulunan), TSA (pan-HDAC inhibitori), maltoz (ilag
hazirlanmasinda kullanilan yardimci madde) ve aktif merkezden uzakta
bulunan potasyum (K*) metal iyonlari cikartildi. Aktif merkezde bulunan ve
enzimin aktivitesi icin gerekli Zn*? ise yapida birakildi. Son olarak hidrojen

baglari yapiya otomatik olarak eklendi.

Molekiiler Kenetleme

o Molekiler kenetleme calismalari AutoDock Vina ve SwissDOCK programlari
kullanilarak yapildi.

e Her iki programda, bilesiklerin (ligand) HDAC6 proteinine karsi en kararh
baglanma pozu ve bu pozda iken Gibbs enerjileri hesaplandi.

e Ligandin polar olmayan hidrojen atomlari birlestirildi ve Gasteiger yikleri
eklendi. Ligandlara ve proteine ait dosyalar PDBQT formatinda kaydedildi.

e Arama alani merkezi olarak HDAC6’nin kristal yapisindaki aktif merkezde
bulunan TSA’'nin merkezi koordinatlari olan x=17.206, y=44.564 ve
z=101.809 secildi.
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e Aktif merkez boyutu 60X60X60 A olarak ayarlandi. Tim ligandlar, hareketsiz
yapidaki HDAC6 enzimine kenetlendi.

e AutoDock kenetleme programinda kenetleme, 50 kosturma olacak sekilde
Lamarkian genetik algoritmasi kullanilarak yapildi

e SwissDock programi, EADock kenetleme vyaziimini igermekte olup
algoritmasinda enerji hesaplamalari ve koordinat belirlenmesi sirasinda

CHARMM kuvvet alanlari kullanilmaktadir.
Molekiiler Kenetleme Sonrasi Analizler

e AutoDock Vina ve SwissDock programlari kullanilarak gergeklestirilen
molekiler kenetleme sonuglari Discovery Studio programina aktarilarak
bilesiklerin HDAC6 enziminin aktif merkezi ile kurdugu baglantilar incelendi.

e Baglantilarin 3 boyutlu gosterimleri icin Pymol programi kullanildi. HDAC6
enziminin kristal yapisinda yer alan TSA yapida birakilarak bilegiklerin aktif

merkezdeki konumlari, TSA ile karsilastirmali olarak degerlendirildi.

Kemoinformatik Analizler

Tez kapsamindaki bilesikler kemoinformatik olarak analiz edildi. Analizlerde

SwissTarget, ChEMBL, LINCS ve CMap veri tabanlarindan yararlanildi.

- SwissTarget veri tabanmi ile, bilesiklerin smiles kodlari kullanilarak
bilesiklerin hedefi olabilecek proteinler; HDACS, histon
asetilasyonu/deasetilasyonu, a-tlbdlin asetilasyonu/deasetilasyonu ve
mikrotibdl ile iliski yontinden degerlendirildi.

- ChEMBL veri tabani ile biyoaktivite ¢alismalari, ylizey alanlari, molekdl
agirliklari ve yag-partisyon katsayilari incelendi.

- LINCS veri tabani ile farkh hiicre hatlarinda gergeklestirilmis biyoaktivite

calismalari, olasi hedef proteinleri ve transkriptomik verileri incelendi.
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- CMap veri tabani ile bilesiklerin baglantili oldugu gen ekspresyon
paternleri incelenerek HDAC6 aktivitesi bilinen bilesiklerin ifade

baglantilari ile karsilastiridi.

Bilinen HDAC inhibitorleri ile Karsilastirmali Yapisal Analizler

Tez kapsaminda HDAC inhibisyon aktivitesi arastirilan 7 bilesik ve bilinen

HDAC inhibitorlerinin  kimyasal yapilari karsilastirildi.  Karsilagtirmalarda kiiglk

molekillere ait farkli kiitiphanelerin hizli bir sekilde ligand tabanli sanal taramasina

olanak saglayan bir web araci olan SwissSimilarity programindan yararlanildi.

SwissSimilarity ile bilesiklerin yapisal karsilastirmalari igin;

HDACSG inhibitor aktivitesi bilinen bilesiklerin smiles kodlari arama sekmesine
aktarild.

Kutliphane olarak; FDA onayli ila¢ kiitiphanesi, preklinik/klinik ¢calismalarda
olan ilag kitlUphanesi, kullanimdan kaldirilmis ilag kiittiphanesi ve nutrasotik
bilesik kiitliphanesi ayri ayri secildi.

Ligand tabanli sanal taramalar icin hem molekuiliin i¢ boyutlu geometrisini,
hem de kimyasal iskelet yapisini dikkate alan ‘combined ‘opsiyonu secildi.
Bilinen HDACG6 inhibitorleri ile yiksek derecede yapisal benzerlik gosteren
bilesiklerin icinde, secilen 7 bilesik olup olmadigina bakilarak ligand temelli

tarama yapildi.

Bilesikler, ayrica, bilinen HDAC inhibitérlerinin yapisinda bulunan ve enzim
aktivitesinde kilit rol oynayan cinko-baglama bdlgesini, HDAC6 spesifikligini
sagladigi bilinen kimyasal gruplari icerip icermemesine gore de analiz edildi.

Bilesiklerin iki boyutlu kimyasal yapilari Tablo 2’de gdsterilmistir.



Tablo 3.2. Bilesiklerin iki boyutlu kimyasal yapilari

Bilesik Adi Kimyasal Yapilari

5-0-phosphono-alpha-D- I

o 0
P o | o
. . Ho” | o TSNS
ribofuranosyl diphosphate OH / Il

Riboflavin

N N o]
HO
OH
bz°
HC'J/ \EJ YOH
oH
Rutin
p .
|
', e | N
- : =
Hesperidin ; .
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Cilastatin

ch>v
HN/‘%::“D
Swfbh
oM o]

HN

Dopexamine

Sorbitol

OH

A OH
HO

OH OH

"o
I
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TSA
(pan-HDAC inhibitori)

Tubastatin A
(HDACG inhibitorua)

Tubacin

(HDACS inhibitéri)

Ricolinostat

(HDACS inhibitéri)

Citarinostat

(HDACS inhibitora)
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3.2.2. In vitro HDACG inhibisyon Aktivitesi Analizi

Rutin, riboflavin ve cilastatin adl bilesiklerin HDAC6 inhibisyon aktiviteleri in
vitro olarak analiz edilmistir. HDAC6 aktivite analizlerinde “HDAC6 florometric drug
screening kit” kullanilmis olup inhibisyon aktivitesi analiz edilecek bilesikler ve kit
bilesenleri  asagida  belirtilen  sekilde  hazirlandiktan  sonra  analizler

gercgeklestirilmistir.

e HDACG6 inhibisyon aktivitesi arastirilacak bilesikler olan rutin, riboflavin,
cilastatin ve tubastatin, “tampon II” icerisinde seyreltildi. Cilastatin ve
tubastatin icin 200 mM; rutin igin 163,794 mM ve riboflavin i¢cin 81.533 mM
konsantrasyonda olacak sekilde ara stoklar hazirlandi.

e Florometrik substrat (5 mM), 12 uM/kuyucuk olacak sekilde “tampon 11" ile
seyreltildi.

e Rekombinant insan HDAC6 enzimi (50 pg), 0.5 ug/kuyucuk olacak sekilde

III

“tampon II” ile seyreltildi.

e Pozitif kontrol olarak kullanilan TSA inhibitért (0.2 mM) , “tampon Il “ile 5
uM/kuyucuk olacak sekilde seyreltildi.

e Developer Il (5X), “tampon 143" ile 5 kat seyreltildi. 1X developer icerisine, 1

uM/kuyucuk olacak sekilde TSA eklendi

Analiz basamaklar:

e Aday inhibitérler “tampon 1I” iginde 10 pM, 100 puM ve 1 mM
konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlandi.

e Tampon I, “blank” kuyucuklarina 25 ul/kuyucuk, kontrol kuyucuklarina ise
10 pl/kuyucuk olacak sekilde eklendi.

e “Blank” hari¢ tim kuyucuklara rekombinant HDAC6 enzimi 15 pl/kuyucuk
olacak sekilde ilave edildi.

e Seyreltilmis substrat ¢ozeltisi 25 pl/kuyucuk olacak sekilde eklendi.

e Mikroplaka 550 rpm’de, 50 sn vortekslenerek kit bilesenleri karistirildi.
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e Mikroplaka 37°C kuru etlivde 1 saat tutularak reaksiyon baslatildi.

e Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla HDAC inhibitori olan TSA eklenmis
developer 50 pl/kuyucuk olacak sekilde her kuyucuga eklendi ve 45 dakika
oda sicakliginda, 1sik almayan bir ortamda bekletilerek reaksiyon durduruldu.

e Mikroplaka, 360 nm eksitasyon ve 460 nm emisyon araliginda
spektrofotometrede okutuldu ve floresan sinyaldeki azalma takip edildi.

e Calismalar 96 kuyucuklu beyaz mikroplakalarda (Greiner) triplike olarak

gerceklestirildi.

3.2.3. Hiicre Kiiltiiri ve Bilesik Uygulama Calismalari

Tez kapsaminda Anabilim Dal’'miz Prof. Dr. Altan Gunalp Arastirma
Laboratuvari stogunda bulunan fare motor néron benzeri NSC34 hiicre hatt

kullanilmis olup hiicrelerin kiiltlri asagida belirtildigi sekilde yapilmistir.
NSC34 hiicrelerinin a¢ilmasi ve pasajlanmasi

e Sivi azotta dondurulmus olan NSC34 hiicreleri 37°C'de hizlica ¢ozulerek
cogaltma ortami iceren 75 cm?lik kiltiir kaplarina aktarildi.

e Hiicre acilmasini takip eden giin hicrelerin cogaltma ortami taze ortam ile
degistirilerek, dondurma ortami icerisinde bulunan DMSO uzaklastirildi.

e Hucrelerin yaklasik olarak %85 yogunluga ulasmasi sonrasinda 75 cm?lik
hiicre kiltiur kabinda cogaltilan hiicrelerin ¢cogaltma ortami uzaklastirilarak,
1X PBS ile 1 kez yikandi ve PBS uzaklastirildi.

e Hicrelerin Uzerine 5 ml Tripsin/EDTA eklendi ve 8 dakika 37°C, %5 CO;
iceren etlivde inkibe edildi.

e Tripsinin inaktivasyonu icin 7 ml taze ¢ogaltma ortami koyularak hticreler 15
ml tip icerisine alindu.

e Hicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifije edildikten sonra slipernatant
atilarak pellet 3 ml cogaltma ortami ile resitispande edildi.

e Hiicreler 1:2 oraninda yeni 75 cm?]ik kiiltiir kaplarina aktarild.
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o Hiicreler deneysel calismalar icin Cedex XS cihazi ile sayildi. Cedex XS
cihazinda hiicre sayimi yaparken hiicreleri iceren cogaltma ortami, tripan
mavisi ¢ozeltisi (% 0.4) ile 1:1 oraninda karistirildi ve Cedex slaytina 10 pl
olacak sekilde yliklendi. Deneysel ¢alismalar igin hicreler asagida belirtilen
sekilde kultir kaplarina aktarildi.

- Hicre canlilik analizleri igin 96 kuyucuklu kaltur kaplarina
6.000 hiicre/kuyucuk
- Western blot ¢calismalari igin 6 kuyucuklu kiltiir kaplarina,

200.0 cre/kuyucuk

NSC34 hiicrelerinin farklilastirmasi:

e Analizler igin gerekli olan esit sayida hiicre, kuyucuklara dagitildiktan sonra
kaltur kabina yapismalari igin, 24 saat 37°C, %5 CO; iceren etiivde ¢ogaltma
ortami icerisinde inkibe edildi.

e Ertesi glin ¢cogaltma ortami farklilasma ortami ile degistirilerek hiicreler 72

saat 37°C, %5 CO; iceren etlive kaldirilarak farkhlastirildi.

NSC34 hiicrelerinin dondurulmasi:

e 75 cm?lik hicre kialtir kabinda cogaltilan hicreler tripsinizasyon
sonrasinda 1000 rpm’de 5 santrifiije edildi.

e S{ipernatan atilarak pellet 1 ml dondurma ortami ile reslispande edildi.

e Hiicreler dondurma tipline (cryo tube) alindi ve izopropanol iceren 6zel

dondurma kabina koyularak -80°C derin dondurucuya kaldirildi.
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Bilesiklerin Hiicre Canliigi Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi

Rutin ve riboflavinin NSC34 hiicrelerine uygulanmis ve in vitro analizlerde
HDAC6 inhibisyonu sagladiklari tespit edilen konsantrasyonlarda hiicre canlilig
Uzerindeki etkileri MTS yontemi ile arastinlmigtir. MTS ydntemi tetrazolyum
tuzlarinin farmozan tuzlarina indirgenmesine bagl olarak meydana gelen renk
degisiminin kalorimetrik olarak 6lctilmesi prensibine dayali olarak ¢alismakta olup

deneysel asamalar asagida belirtilmistir.

e Bilesik uygulamasi Oncesinde, 96 kuyucuklu mikroplakaya 6000
hicre/kuyucuk seklinde aktarilan ve 72 saat siireyle farklilastirilan hiicrelerin
icinde bulundugu farklilasma ortami uzaklastirildi ve hiicrelere 180 ul taze
farklilasma ortami eklendi.

e Farklilasan hicrelere 10 uM, 100 uM ve 1000 uM konsantrasyonlarda rutin
ve riboflavin 24 saat silireyle uygulandi. Es zamanl olarak, rutin’in ¢6zliclsu
olan DMSO ve riboflavinin ¢6zliclisii olan dH,0 esit hacimde uygulandi.

e Bilesikler ile inkiibasyon sonrasi, toplam hacmin %10 olacak sekilde (18 ul)
MTS reaktifi karanlik ortamda ilave edildi ve pipetaj ile karistirildi.

e Hicreler 2 saat 37°C, %5 CO; etlivde inkibe edildi.

e Olusan formazan 490 nm dalga boyunda spektrofotometrik (Molecular
Devices, Spectramax M2) olarak olguldi.

e Cahsmalar, 96 kuyucuklu seffaf mikroplakalarda triplike olacak sekilde
gerceklestirildi.
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Bilesiklerin a-tiibiilin Asetilasyonu Diizeyi Uzerindeki Etkisinin Arastiriimasi

MTS analizi ile hiicre canlihginin belirlenmesinin ardindan bilesiklerin a-
tlibllin asetilasyon dizeyi Uzerindeki etkilerinin arastirilmasi amaciyla NSC34
hicrelerine spesifik HDAC6 inhibitéri olan tubastatin A ve aday bilesiklerden rutin
ve riboflavin uygulamalari gerceklestirilmis olup deneysel asamalar asagida

belirtilmistir.

e Bilesik uygulamasi 0Oncesinde, 6 kuyucuklu mikroplakaya 200.000
hicre/kuyucuk olacak sekilde aktarilan ve 72 saat siireyle farklilastirilan
hicrelerin iginde bulundugu farklilasma ortami uzaklastirildi ve 2 ml taze
farklilasma ortami eklendi.

e Farklilasan hicrelere 10 uM, 100 um ve 1000 uM konsantrasyonlarda rutin
ve riboflavin 12 ve 24 saat sire ile uygulandi. Tubastatin A uygulamasi ise 2,5
uM ve 10 pM konsantrasyonlarda 4 saat olacak sekilde gergeklestirildi. Es
zamanli olarak, bilesiklerin ¢ozicileri (DMSO veya dH,0) esit hacimde olacak
sekilde uygulandi.

e Tubastatin A ve riboflavin uygulamalari duplike, rutin uygulamalari ise
triplike olacak sekilde gergeklestirildi.

o Bilesik inklibasyon sirelerinin bitiminde, hiicreler proteaz ve fosfataz

inhibitorleri iceren RIPA lizis tamponu igerisine toplandi.

3.2.4. Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

e Hiicreler soguk RIPA tamponu icerisinde alindiktan sonra buz icerisinde 15 dk
sonikasyon yapildi.

e Sonikasyon sonrasinda o6rnekler sogutmali santriflijde 4°C’de 14.000 rpm’de
20 dakika santrifiij edildi.

e S{ipernatan temiz tlipe aktarildiktan sonra proteinler -80 °C derin
dondurucuya kaldirildi.

e BCA Protein Assay kiti kullanilarak, izole elde edilen protein

konsantrasnyonlari belirlendi.
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e %1 SDS igerisinde farklh BSA konsantrasyonlarina sahip standartlar
kullanilarak standart egri cizildi (Tablo 3.3).

e Protein 6rnekleri %1 SDS ile 10 kat seyreltildi.

e 50A:1B oraninda hazirlanmis olan ¢alisma c¢ozeltisi 1 ml olacak sekilde
eklendikten sonra érneklerle karistirildi.

e Ornekler 37°C’deki inkiibatér icerisinde 30 dakika bekletildi.

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

Olglldi. Standart egri yardimiyla proteinlerin konsantrasyonlari hesaplandi.

Tablo 3.3. Protein miktar tayininde standart egri ¢izilmesi igin gerekli BSA

konsantrasyonlari

Standart | %1 SDS (ul) | BSA (ul) Konsantrasyon (pg/ul)

0 50 0 0
1 47,5 2,5 0,1
2 40 10 0,4
3 30 20 0,8




a7

3.2.5. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Western Blot

NSC34 hiicrelerine farkh konsantrasyon ve siirelerde bilesik uygulamasi
sonrasinda, a-tlibllin asetilasyon diizeyindeki degisiklikler Western blot yontemi ile

arastirildi.
SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

e Proteinlerin ile molekiler agirliklarina gore ayrilmasi igin %12,5’luk ayirici ve
%5’lik toplayict SDS poliakrilamid jel kullanildi. Ayirici jel (%12,5) taraktan
yaklasik 1 cm asagisina kadar dokildi ve polimerizasyonu takiben toplayici
jel (%5) camlar arasina dokilerek taraklar yerlestirildi.

e Polimerlesen jelden taraklar cikartiip jel, Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell (Biorad) cihazina ait tanka yerlestirildi.

e Ornekler 30 pg olacak sekilde 1:5 oraninda 2-merkaptoetanol iceren 5X
laemli tamponu ile karistirildi ve proteinlerin denattlire olmasi amaciyla 95 °C
de 7 dakika kaynatilarak buz igerisine alindi.

o Jele 10 ul molekiler agirlik belirleyicisi ve 6rnekler yiklendi.

e Ornekler elektroforezde 120 V‘da 2 saat yiritilerek proteinlerin molekiil

blyukliklerine gére ayrimi gergeklestirildi.

Western Blot

Islak Transfer:

e 9/6 cm boy/en oraninda olacak sekilde kesilen 1 adet nitroseliiloz membran,
4 adet Whatmann kagidi ve siingerler transfer tamponunun icinde 5 dakika
bekletildi.

e Elektroforez sonrasinda toplayici jel kesilip atilarak ayirici jel tamponun icine

alindi.
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e |[slak transfer icin kasetin siyah kapagindan baslayarak sirasiyla stinger, 2
adet Whatmann kagidi, jel, membran, 2 adet Whatmann kagidi, siinger
konularak sandvig hazirlandi.

e Transfer tamponu iceren tanka kasetler ve buz kalibi yerlestirilerek 150 V'da
1,5 saat proteinlerin jelden nitroseliiloz membrana transferi saglandi.

e Transfer sonrasinda membran Ponceau S ile boyanarak transfer kontrol

edildi.
Bloklama ve Antikor inkiibasyonlari:

e Transfer islemi sonrasinda 6zgil olmayan antikor baglanmalarini 6nlemek
amacilyla membran %5 sut tozu iceren bloklama solisyonu igerisinde
calkalayicida 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

e  Primer antikorlar, bloklama sollisyonu igerisinde, gerecler kisminda belirtilen
oranlarda seyreltilerek +4 °C’de 16 saat sire calkalayicida inkibe edildi.

e Ertesi glin baglanmayan antikorlarin uzaklastiriimasi amaciyla yikama
tamponu ile 3 defa 10 dakika aralklarla yikamalar gerceklestirildi.

e Membran, 1:4000 ya da 1:8000 oraninda seyreltilmis olan horseradish
peroksidaz (HRP) isaretli uygun sekonder antikorlar ile 1 saat oda sicakliginda
calkalayici Gizerinde inklbe edildi.

e Sekonder antikor inklibasyonu sonrasinda membran yikama tamponu ile 4
defa 10 dakika araliklarla yikandi.

e Protein bantlarinin gorintiilenmesi amaciyla, West Femto Supersignal
kemiliminesans kit sollsyonlari 1:1 oraninda karistirildi ve goriintileme
karisimi hazirlandi. Membran goriintiileme karisimi ile 5 dakika karanlikta
inklibe edildi. GeneGnome gorlintiileme cihazina yerlestirildi ve CCD kamera
ile gorintilendi.

e Asetile a-tlbilin dizeyleri, total o-tliblline goére normalize edilerek
degerlendirildi. Bilesik uygulamalarinin a-tibilin diizeylne etkisi ise GAPDH
normalizasyonu ile degerlendirildi. Bu proteinleri gériintiilemek icin dnceden

membran Gzerine uygulanan antikorlar stripping islemi ile uzaklastirildi. Bu
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islemde membran hibridizasyon firininin iginde 65 °C’de 30 dakika bekletildi.
Ardindan ug kez hizli, ardindan U¢ kez 10’ar dakika %0,1 TBS-T ile yikandi,
bloklama ve antikor uygulamalari sonrasinda protein bantlari goriintilendi.

e  Protein bantlari dansitometrik olarak Image) programi kullanilarak analiz
edildi. Farkli konsantrasyon ve siirelerde bilesik uygulamasi sonucunda asetil
a-tlbilin protein diizeylerindeki degisimler ¢oziicii uygulanan orneklerle

karsilastirmali olarak analiz edildi.

3.2.6. Verilerin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analizler

Western Blot c¢alismalarindan elde edilen sonuglar Image J programi ile
analiz edildi. Verilerin istatistiksel degerlendirmeleri Graphpad Prism 8 programi ile
gerceklestirildi. Kullanilan istatistiksel testler sekil alt yazilarinda belirtildi. p<0.05

olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. In silico Analizler

4.1.1. Molekiiler Kenetleme Calismalari

Tez calismasi Oncesinde gerceklestirilen 6n calismalarda, FDA tarafindan
onaylanmis bilesiklere ait kiitiphane “Drug Bank” veri tabanindan elde edilmistir.
Yaklasik 1500 bilesik iceren bu kitliiphane, HDAC6 enziminin a-tibdlin deasetilaz
aktivitesinden sorumlu olan 2. katalitik domainine (DD2) karsi Glide-Schrodinger
molekiler kenetleme programi kullanilarak taranmis ve baglanma enerjilerine gére
siralama vyapilarak bir liste olusturulmustur. Listede baglanma enerjileri -11
kcal/mol’den dusiik olan 7 adet bilesik belirlenmis olup bu bilesikler; 5-O-
phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate, flavin mononucleotide (riboflavin),

rutin, hesperidin, cilastatin, dopexamine ve sorbitol’ddr.

Tez calismasinin ilk asamasinda, bu 7 bilesik, HDAC6’'nin ayni domainine
(DD2) karsl, farkh algoritmalara sahip iki program olan AutoDock Vina ve SwissDock
programlari  kullanilarak kenetlenmistir. HDAC6 proteininin Protein Data
Bankasi’nda bulunan kristal yapisi, aralarinda bir amino asitlik fark olan iki polipeptit
zincirinden (A ve B) olusmaktadir (Sekil 4.1). Kenetleme galismalari igin tim amino
asitleri iceren A zinciri (5EDU.A) secilmis, bu zincir, yontem kisminda detayli bir
sekilde bahsedildigi sekilde kenetleme galismalarina uygun hale getirilmistir. Ayrica,
kenetleme calismalari 6ncesinde, HDAC6 proteinine kenetlenecek bilesikler de
yontem kisminda belirtildigi sekilde enerji minimizasyonlari yapilarak hazirlanmistir.
Aktivitesi arastirilan 7 bilesigin yani sira, bilinen HDAC6 inhibitorlerinden tubacin,
tubastatin A, ricolinostat, citarinostat ve pan-HDAC inhibitérlii olan TSA’da

kenetleme calismalarina dahil edilmistir.
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Sekil 4.1. HDAC6 proteininde, (A) molekiler kenetleme yapilan DD2 katalitik
domaininin gosterimi (*), A (5EDU.A) ve B (5EDU.B) zincirlerinin
yerlesimi (PDB), (B) DD2 domaininin kristal yapisi. [Erisim Tarihi 14
Kasim 2020]. Erisim adresi: https://www.rcsb.org/

Kenetleme calismalari, HDAC6'nin merkez koordinatlari (x: 17.206, y:-44.564,
2:101.809) kullanilarak segilen bir grid alaninda 50 kosturma olacak sekilde


https://www.rcsb.org/
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gerceklestirilmistir. AutoDock Vina ve SwissDock programlari kullanilarak
gerceklestirilen molekiler kenetleme galismalari sonucunda elde edilen kenetleme
skorlari Tablo 4.1 ve Sekil 4.2’de gosterilmistir. Elde edilen kenetleme skorlari, tez
oncesi donemde Glide-Schrodinger programi ile gercgeklestirilmis olan 6n

taramalardan elde edilen skorlarla karsilastirmali olarak degerlendirilmistir (Tablo

4.1., Sekil 4.2.).

Tablo 4.1. Molekiiler kenetleme ¢alismalari sonucu elde edilen skorlar

Molekiiler Kenetleme Skorlan (AG, kcal/mol)
Aday Bilesikler

Autodock Vina SwissDock Glide*
5-0-phosphono-alpha-D-
ribofuranosyl -5,6 -9,02 -13,21
diphosphate
Riboflavin -7,9 -9,06 -12,31
Rutin -7,3 -9,45 -12,02
Hesperidin -5,7 -9,30 -11,59
Cilastatin -5,8 -8,73 -11,55
Dopexamine -5,5 -8,13 -11,29
Sorbitol -3,7 -7,66 -11,11
HDAC inhibitérleri
TSA (pan-HDACiI) -8,5 -9,86 -8,95
Tubastatin A (HDACS6:i) -9,5 -8,91 -9,51
Tubacin (HDACGi) -8,2 -10,73 -11,53
Ricolinostat (HDACG6i) -7,4 -9,86 -9,45
Citarinostat (HDACG6:i) -7,2 -10,66 -9,30

* Tez calismasi 6ncesinde gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.2. AutoDock Vina, SwissDock ve Glide-Schrodinger programlari ile elde edilen

molekiler kenetleme skorlarina ait karsilastirmali grafik.

Molekiler kenetleme ¢alismalarindan elde edilen sonuclar
degerlendirildiginde, bilinen pan-HDAC ve HDAC6 inhibitorleri igin li¢ programin da
yakin kenetleme skorlari verdigi goriilmustir. Bu nedenle, ¢alisma kiimesinde yer
alan 7 aday bilesik arasindan kenetleme skorlari birbirine yakin olan rutin, riboflavin,

cilastatin ve hesperidin secilmis ve kenetleme sonrasi analizler gergeklestirilmistir.

Kenetleme sonrasi analizler Discovery Studio programi kullanilarak
gerceklestirilmis, bilesiklerin HDAC6 proteininin aktif merkezinde etkilestigi amino
asitler belirlenmistir (Sekil 4.3.). Ayrica, HDAC6’nin, Protein Data Bankasi’'ndaki
orijinal kristal yapisinda bulunan TSA vyapida tutulmus, Pymol programi ile aday
bilesiklerin aktif merkeze yerlesim durumlari TSA ile ¢akistirilarak incelenmistir (Sekil

4.3.).
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HDACG proteinine kenetleme sonucunda;

Rutin’in, 749. |6sin amino asit ile m-sigma; 620. fenilalanin amino asiti ile rutinin
aromatik halkalar arasindaki elektron bulutlari arasindaki n-nt etkilesimi; 682.
metiyonin ve 680. fenilalanin ile diger zayif etkilesimler ve birgok vander waals
etkisimi; 619. glisin amino asitindeki N elektronegatif heteroatomu ile hidrojen

bag etkilesimi saptanmistir (Sekil 4.3.A).

Riboflavin’in; aramotik halkasi ile 500. histidin amino asitinin aromatik halkalari
arasindaki 1 elektron bulutlari arasindaki etkilesme (T-shape; iki aramotik
halkadaki elektron bulutlari 90° olarak konumlanmis); 749. 16sin, 651. histidin,
680/620. fenilalanin, 501. prolin ile m-alkil zayif etkilesimleri; 566. fenilalanin,
564. serin, 569. izolosin ile klasik hidrojen bagi etkilesimi saptanmistir (Sekil

4.3.B).

Cilastatin’deki karbonil grubu ile 500. histidin amino asiti arasinda hidrojen bag
etkilesimi; cilastatindeki quaterner azot atomu ile 680. fenilalanin arasinda
katyon-mt etkilesimi; 651. histidin ile London etkilesimi; cilastatindeki alkil grubu
ile 679. amino asitinin aromatik halkasi arasinda m-sigma etkilesimi; ayrica
cilastatin ile, 570/782. tirozin, 619. glisin, 749. l6sin, 620. fenilalanin ve 569.

izoldsin arasinda van der waals etkilesimleri saptanmistir (Sekil 4.3.C).

Hesperidin’deki kismi negatif 0, atomu ile, 651. histidin / 749. 16sin / 568. serin
ile hidrojen bag etkilesimi; 680. fenilalanin / 682. metiyonin ile zayif
etkilesimler; hesperidindeki karbonil grubu ile 500. prolin amino asitinin H+
kismi pozitif atomu arasinda London etkilesimleri; 570. tirozin, 569. izol6sin,
500/499. histidin, 620/679. fenilalanin arasinda van der Waals etiklesimleri
saptanmistir (Sekil 4.3.D).
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Sekil 4.3. Molekiler kenetleme sonrasi analizler. (A) Rutin, (B) riboflavin, (C)
cilastatin ve (D) hesperidin bilesiklerinin HDAC6’nin aktif merkezindeki amino
asitlerle etkilesiminin Discovery Studio (sol) programi ile gbsterimi. Pymol programi
(sag) ile bilesiklerin HDAC6’nin aktif merkezindeki amino asitlerle etkilesimi ve

TSA’ya gore konumlarini belirten, ¢cakistiriimis Gi¢ boyutlu gosterimleri.
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4.1.2. Kemoinformatik Analizler

Molekiler kenetleme c¢alismalari ile, rutin, riboflavin, cilastatin ve
hesperidin’in  HDAC6 proteinine baglanma potansiyelinin yiksek bulunmasi
sonrasinda bu bilesilklerle kemoinformatik analizler gergeklestirilmistir. Analizlerde
web tabanh farkh veri tabanlarindan faydalaniimis ve bilesiklerin HDAC6, histon
asetilasyonu/deasetilasyonu, tlbdilin asetilasyonu/deasetilasyonu veya mikrotiibil
ile iligkili olasi protein hedefleri arastirilarak ¢alisma kimesinin daraltiimasi

amagclanmistir.

Rutin, riboflavin, cilastatin ve hesperidin’in SwissTarget programi ile analizi
sonucunda rutinin hedefi olabilecek proteinler arasinda mikrotibiil asosiye
proteinlerden TAU’nun bulundugu saptanmistir. Diger bilesiklerin olasi hedefleri
arasinda asetilasyon/deasetilasyon ile ya da mikrotubdllerle iliskili proteinlere
rastlanmamistir. Bilesiklerin ChEMBL veri tabaninda analizi sonucunda; rutinin olasi
hedef proteinleri arasinda TAU; riboflavinin olasi hedefleri arasinda histon asetil
transferaz olan CREB-binding protein; cilastatin’in olasi hedefleri arasinda ise
mikrotlbil asosiye proteinlerden olan MAP2 saptanmistir. ChEMBL veri tabaninda
ayrica, bilesiklerin membran gecirgenligini belirten partisyon katsayilari da
incelenmistir. ilag olma 6zelligi tasiyan kiiciik molekiillerin partisyon katsayinin (log
P) ‘nin O ile 3 arasinda olmasi gerekmektedir ve bu degerin rutin’de 0.15,
riboflavin’de -1, cilastatin’de -1.3, hesperidin’de ise -0.31 oldugu goérulmustir. Bu
bulgu, rutin haric diger bilesiklerin yardimci maddeler olmaksizin hiicre membrani

gecirgenliklerinin diisiik olacagini diisindirmustdr.

Rutin, riboflavin, cilastatin ve hesperidin’in ¢cMAP veri tabaninda bulunan
cMap haritalari incelendiginde rutin’in mikrotlbal ile iliskili bir serin/threonin kinaz
olan MAST4 ekspresyonunu arttirdigi  gorilmustir. Diger bilesikler icin
transkripsiyonel degisiklikleri ifade eden bir cMAP skoru bulunmamistir. Bilesikler
LINCS veri tabaninda incelendiginde ise rutin’in olasi hedef proteinleri arasinda
mikrotibil ug proteinlerinin, riboflavin’in olasi hedef proteinleri arasinda, tiibiline

baglanabilen proteinlerden aldehit dehidrojenaz 1’in, cilastatin’in hedef proteinleri
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arasinda ise, histon deasetilaza baglanabilen geminin proteininin oldugu

saptanmistir.

Kemoinformatik analizler sonucunda HDAC6 proteininin, rutin, riboflavin,
cilastatin ve hesperidin’in olasi hedefleri arasinda yer almadigi gorilmistiir. Ancak
rutin, riboflavin ve cilastatin’in histon asetilasyonu/deasetilasyonu ya da mikrotiibul
ile iliskili bazi protein hedeflerinin olabilecegi saptanmis, hesperidin’in bu
fonksiyonlara sahip olabilecek bir protein hedefi bulunamamistir. Rutin, riboflavin
ve cilastatin’in a-tUbilin asetilasyonu Uzerindeki olasi etkilerinin yaninda baska
hedef genleri/proteinleri etkileyerek de aksonal transport hatalarini duzeltici etki
gosterebilecekleri dustnilmis, bu nedenle hesperidin ¢alisma kiimesinden

¢ikartilarak kiime 3 bilesige indirgenmistir.

4.1.3. Bilinen HDAC inhibitorleri ile Karsilastirmali Yapisal Analizler

HDAC6 inhibitorlerinin yapilari  pan-HDAC inhibitorleri ile benzerlik
gdstermekte olup farmakofor model ii¢ yapisal alandan olusmaktadir. inhibitérlerin
yapisinda katalitik cepte Zn*? iyonu ile etkilesime giren bir Zn*? baglama bolgesi
(ZBG), hidrofobik kanali kaplayan bir alifatik zincir ve ylzeyle etkilesime giren bir
baslik grubu bulunmaktadir (Sekil 4.4.A). Rutin, riboflavin ve cilastatin’in yapisal
analizlerinde oncelikle SwissSimilarity programi kullaniimis ve bilesiklerin yapilari
bilinen HDAC6 inhibitorleri ile karsilastirilmistir. Bilinen HDAC6 inhibitorlerinin
ligand temelli modellemeleri yapildiginda, bilinen inhibitérlere yapisal benzerlik

gosteren bilesikler arasinda rutin, riboflavin ve cilastatin bulunmamistir.

Bilesiklerin iki boyutlu kimyasal yapilari veri tabanindan bagimsiz olarak
bilinen HDAC inhibitorlerinin yapilari ile karsilastiriimistir. Rutinin yapisinda yer alan
hidroksi oksa-siklik gruplarin, riboflavinin yapisinda yer alan fosfat grubunun ve
cilastatinin yapisinda yer alan gruplarinin elektronegatifliklerinin yiiksek olmasi
nedeniyle Zn*? baglama bdlgesi icin uygun kimyasal gruplar arasinda yer aldig
saptanmistir. Ayrica HDAC6 enziminin spesifik inhibisyonunda rolii olan amino-2-

karboksietil stlfanil grubu, cilastatinin yapisinda bulunmaktadir (Sekil 4.4). Yapisal
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incelemelerden elde edilen bilgiler i1siginda rutin, riboflavin ve cilastatin’in HDAC6
aktivitesini inhibe edebilecegi distnilmis ve bu g bilesikle in vitro ¢alismalar

gercgeklestirilmistir.

Zn*? baglama
bélgesi

Sekil 4.4. Bilesiklerin iki boyutlu kimyasal yapi analizleri. (A) HDAC inhibitorlerinin
genel kimyasal yapisi. (B) Rutin’in kimyasal yapisi. Elektronegatifligi yiksek olan
hidroksi oksa-siklik grubu (daire icerisinde). (C) Riboflavin’in kimyasal yapisi.
Elektronegatifligi yiksek olan fosfat grubu (daire icerisinde). (D) Cilastatin’in

kimyasal vyapisi. Elektronegatifligi yiiksek ve HDAC6 inhibisyon aktivitesinin
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spesifikligine katkida bulunan amino-2-karboksietil silfanil gruplar (daire

icerisinde).
4.2. In vitro HDACG inhibisyon Aktivitesinin Florometrik Yéntemle Analizi

In silico analizlerle HDAC6 enzimini inhibe edebilecek aday bilesikler rutin,
riboflavin ve cilastatin olarak belirlenmis olup bu bilesiklerin aktiviteleri in vitro
olarak analiz edilmistir. Analizler, HDAC6 enzim inhibisyonunun florometrik olarak
takibini saglayan bir kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz kiti, insan
rekombinant HDAC6 enziminin, asetilli lizin yan zinciri iceren florometrik bir substrat
Uzerine etki gostermesi ve deasetilasyon nedeniyle substratin, developer’a duyarli
hale gelmesiyle florofor i1sima vermesi prensibine dayanmaktadir. Rutin, riboflavin
ve cilastatin’in HDAC6 inhibisyon aktiviteleri 10 uM, 100 puM ve 1000 pM
konsantrasyonlarda arastiriimis ve spesifik HDAC6 inhibitori olan tubastatin A ile

karsilastirilmistir. Analizler sonucunda HDAC6 enzim aktivitesini;

- 10 pM konsantrasyonda uygulanan tubastatin A'nin %39, riboflavin’in %5 ve
rutin’in %7,

- 100 puM konsantrasyonda uygulanan tubastatin A’'nin %45, riboflavin’in %57,
rutin’in %42,

- 1000 pM konsantrasyonda uygulanan tubastatin A'nin %55, riboflavin’in %86,
rutin’in %87 oraninda inhibe ettigi saptanmistir.

- Cilastatin arastirlan  hi¢  bir konsantrasyonda inhibisyon aktivitesi

gostermemistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. In vitro HDACG6 inhibisyon aktivitesi analiz sonuglari. Rutin ve riboflavin’in

HDACES6 inhibisyon aktivitesi oldugu saptanmistir.

Analizler sonucunda, rutin ve riboflavinin benzer inhibisyon aktivitesine sahip
olduklari ve konsantrasyon artisina baglh olarak inhibisyon aktivitesinin arttig
saptanmis, ancak cilastatin’in arastirilan konsantrasyonlarda HDAC6 enzimini inhibe
etmedigi gosterilmistir (Sekil 4.5.). Bu nedenle cilastatin calisma kiimesinden

cikartihlarak sonraki ¢alismalara rutin ve riboflavin bilesikleri ile devam edilmistir.
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4.3. Bilesiklerin Hiicre Canliigi Uzerindeki Etkisinin MTS Yontemi ile Analizi

In vitro aktivite analizleri ile rutin ve riboflavin’in HDAC6 inhibisyon aktivitesi
oldugunun gosterilmesi lizerine bu bilesiklerle hiicre kuiltlirt calismalar
gerceklestirilmistir. Tez ¢alismasinda yer alan ila¢g yeniden konumlandirma
yaklagiminin nérodejeneratif hastaliklara yonelik olmasi nedeniyle, hiicre kaltiri
calismalarinda motor noron benzeri bir hiicre hatti olan fare NSC34 hicreleri
kullanilmistir.  Bilesik uygulama ¢alismalarina canhlik analizleriyle baslanmis,
bilesiklerin hiicre canhligi Gzerine etkisi MTS yontemi ile arastirilmistir. Kolorimetrik
bir analiz yontemi olan MTS, metabolik olarak aktif hiicrelerde NAD(P)H'ye bagiml
dehidrojenaz enzimleri tarafindan indirgenme reaksiyonu sonucu olusan formazan

bilesiginin 490 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢tilmesi esasina dayanmaktadir.

MTS analizi icin NSC34 hiicreleri, serumu azaltilmis kiltir ortaminda 3 giin
sureyle farklilastirilarak motor noéron benzeri karakter kazandirilmis, ardindan
hiicrelere 10 uM, 100 uM ve 1000 uM konsantrasyonlarda rutin ve riboflavin 24
saat sureyle uygulanmistir. Es zamanli olarak hiicrelere bilesiklerin ¢6zicileri olan
DMSO ve dH,0 esit hacimde olacak sekilde uygulanmistir. inkiibasyon siiresinin
bitiminde gerceklestirilen spektrofotometrik él¢ciimler sonucunda, 10 uM, 100 uM
ve 1000 uM rutin uygulanan hiicrelerdeki canlilik oranlari sirasiyla; %100, %98 ve
%89 olarak olgllmugstir (Sekil 4.6.A). Ayni konsantrasyonlarda uygulanan
riboflavin’in ise canlilik oranlari sirasiyla %94 , %82 ve %71 olarak saptanmistir. MTS
analizleri ile rutin uygulanan hiicrelerdeki canlilik oranlarinin riboflavin uygulanan
hiicrelere gore yuksek oldugu saptanmis olmakla birlikte, her iki bilesik uygulamasi

sonrasinda hicrelerin canliliklarini biiylik oranda korudugu gosterilmistir.

Es zamanl olarak NSC34 hiicrelerine, asetilasyon arastirmalarinda kontrol
olarak kullanilacak olmasi nedeniyle spesifik HDAC6 inhibitori olan tubastatin A'da
uygulanmistir. Tubastatin A, HDAC6 inhibisyonu sagladigi bilinen konsantrasyonlar
olan 2.5 uM ve 10 uM’da uygulanmis ve bu konsantrasyonlarda NSC34 hiicrelerinin

canlihgini etkilemedigi saptanmistir (Sekil 4.6.B).
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Sekil 4.6. Hiicre canhlik analizi sonuglari. Farkli konsantrasyonlarda (A) rutin,

riboflavin ve (B) tubastatin A uygulanan NSC34 hicrelerinde canhlik oranlarini

gosteren sonuglar. Bilesik uygulamalari sonrasinda hticre canhliklarinin korundugu

saptanmistir.eri £SEM. Tubastatin grafigindeki DMSQ’larin lizerine de ylzde yazalim.

4.4. Tubastatin A’nin NSC34 hiicrelerinde a-Tiibiilin Proteinlerinin Asetilasyon

Diizeyine Etkisinin Western Blot Yontemi ile Analizi

NSC34 hiicrelerinde a-tibdlin asetilasyonunun bilesik uygulamasi yoluyla

arttirabildiginin gosterilmesi amaciyla, kontrol olarak, spesifik HDAC6 inhibitori olan

tubastatin A hicrelere uygulanmistir. Bu amagla, 72 saat farkhlastirilan NSC34

hiicrelerine 2.5 uM ve 10 pM konsantrasyonlarda tubastatin A, ¢ozliclisii olan

DMSO ile birlikte 4 saat sireyle uygulanmis, inkiibasyon slresinin sonunda

hiicrelerden protein izole edilmis ve a-tlibilin asetilasyonu diizeyi Western blot ile

arastirilmistir. 2.5 uM ve 10 puM konsantrasyonlarda uygulanan Tubastatin A'nin

NSC34 hiicrelerinde a-tlbilin asetilasyonunu kontrole gore sirasi ile 4.29 ve 3.53

kat arttirdigl saptanmis olup artislar istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (Sekil

4.7).
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xekil 4.7. Tubastatin A’nin NSC34 hiicrelerinde a-tlbilin asetilasyonu diizeyine
etkisi (A) Ornek Western blot gériintiileri, (B) analiz sonuglarini gésteren grafik.
Tubastatin A’nin 2.5 pM ve 10 uM konsantrasyonlarda a-tibdlin asetilasyonunu
sirasiyla 4.29 ve 3.53 kat arttirdigi saptanmistir. n=2 tekrar. Two-way ANOVA,

*p<0.05, Ac: asetil. Veri £SEM.

4.5. Riboflavin’in NSC34 hiicrelerinde a-Tiibiilin Proteinlerinin Asetilasyon

Diizeyine Etkisinin Western Blot Yontemi ile Analizi

Tubastatin A uygulamasi ile NSC34 hiicrelerinde a-tlibilin asetilasyonunun
arttirilabildiginin  gosterilmesinden sonra, hicrelere riboflavin uygulamalari
gerceklestirilmistir. Farklilastirilmis NSC34 hiicrelerine 10 uM, 100 uM ve 1000 pM
konsantrasyonlarda riboflavin, ¢6ziicilsu olan dH;0 ile birlikte, 12 ve 24 saat slireyle
uygulanmis, inklUbasyon sirelerinin bitiminde hicreler toplanarak protein
izolasyonlari ve Western blot calismalari gerceklestirilmistir. Western blot sonuglari,
riboflavin uygulanan hiicrelerdeki a-tlibilin miktarinin GAPDH’e gore degismedigini
gostermis, bu nedenle riboflavine bagh olarak asetilenmis a-tlbilin dizeylndeki
degisiklikler, huicrelerdeki toplam o-tlibilin diizeyine gére normalize edilerek

degerlendirilmistir.
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Western blot ¢alismalari sonucunda, farkli konsantrasyon ve sirelerde
uygulanan riboflavinin NSC34 hiicrelerinde a-tibulin asetilasyonunu arttirmadig

saptanmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Riboflavin’in NSC34 hiicrelerinde a-tlibilin asetilasyonu diizeyine etkisi.

(A) 12 saat riboflavin uygulamasina ait 6rnek Western blot gorintileri ve analiz
sonuglari. (B) 24 saat riboflavin uygulamasina ait 6rnek Western blot gorintdileri ve
analiz sonuclari. Riboflavin uygulamalari ile a-tibilin asetilasyonunda artis

saptanmamistir. n=2 tekrar. Two-way ANOVA, Ac: asetil. Veri +SEM.
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4.6. Rutin’in NSC34 hiicrelerinde a-Tiibilin Proteinlerinin Asetilasyon Diizeyine

Etkisinin Western Blot Yontemi ile Analizi

Bilesik uygulama ¢alismalarina rutin ile devam edilmis ve 72 saat farklilasmis
NSC34 hiicrelerine 10 uM, 100 uM ve 1000 uM konsantrasyonlarda rutin, ¢6zlicusi
olan DMSO ile birlikte 12 ve 24 saat siireyle uygulanmistir. inkiibasyon siirelerinin
bitiminde hicrelerden protein izole edilmis ve Western blot g¢alismalari
gercgeklestirilmistir. Rutin uygulamasinin a-tibilin miktarini etkilemedigi gosterilmis,
rutin uygulanan hicrelerdeki asetilenmis a-tibdlin dizeylndeki degisiklikler toplam

o-tlbdline gére normalize edilerek degerlendirilmistir.

Western blot c¢alismalari  sonucunda, 12 saat sureyle farkh
konsantrasyonlarda uygulanan rutin’in hicrelerde a-tlibilin asetilasyonunu
arttirmadigi saptanmistir (Sekil 4.9.A). Ancak 24 saat sireyle 100 uM ve 1000 uM
konsantrasyonlarda  uygulanan rutinin  NSC34  hiicrelerinde  a-tlbdlin
asetilasyonunu kontrole gore sirasi ile 2.5 ve 2.13 kat arttirdig saptanmis olup

artislar istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (Sekil 4.9.B).
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Sekil 4.9. Rutin’in NSC34 hiicrelerinde a-tubulin asetilasyonu diizeyine etkisi. (A) 12
saat rutin uygulamasina ait 6rnek Western blot goriintileri ve analiz sonuglari. (B)
24 saat rutin uygulamasina ait 6rnek Western blot goriintileri ve analiz sonuglari.
100 uM ve 1000 uM konsantrasyonlarda 24 saat uygulanan rutin’in a-tibdlin
asetilasyonunu sirasiyla 2.5 ve 2.13 kat arttirdig1 saptanmistir. n=3 tekrar. Two-way

ANOVA, Ac: asetil. Veri +SEM.
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5.TARTISMA

De nova ila¢ kesfi yaklasiminda oncli molekiliin tanimlanmasindan ilacin
piyasaya ¢ikmasina kadar 10-15 yillik bir stire gerekmekte olup yeni ilag gelistirme
basarisi % 6'dan az olmaktadir. Bu nedenle, hastaliklar icin gerekli tedavi ihtiyacinin
saglanmasi amaciyla, basari orani daha yiksek olan ve hizl ilag gelistirilebilmesine
olanak saglayan yeniden konumlandirma yaklasiminin kullanimi hiz kazanmistir. Bu
yaklasim, henlz tedavileri bulunmayan ve gorilme sikligi giderek artan
norodejeneratif hastaliklar icin uygulanmakta; norodejeneratif hastalik tiplerine
spesifik hatalarin (6r; Alzheimer hastaliginda amiloid beta plaklari) ya da bu hastalik
grubunda ortak olarak saptanan degisikliklerin (6r; inflammasyon, oksidatif stres)

dizeltilmesine yonelik olarak farkli bilesiklerin etkileri arastiriimaktadir.

Aksonal transport hatalari, noérodejeneratif hastaliklarda ortak olarak
saptanan molekiler degisikliklerden biridir. Aksonal transport ile, aksonlarin
uclarindaki bliyime bolgelerine ya da hiicre gévdesine dogru iki yonli olacak sekilde
cesitli  proteinler (6r; hiicre iskeleti proteinleri, membran proteinleri,
norotransmitterler), RNA’lar (6r; beta aktin mRNA), lipitler ve organeller (6r;
mitokondri, lizozom) tasinmakta; bu sayede noronlarin birbirleriyle/kas hiicreleri ile
etkilesimi ve sinaptik iletim saglanmaktadir (64). Aksonal transportun hatali
gerceklesmesi, protein birikimlerine, enerji ve kalsiyum metabolizmasinda hatalara,
aksonal morfolojinin ve sinaptik iletiminin bozulmasina yol agmaktadir. Aksonal
transport hatalari farkli nedenlerle ortaya cikabilmektedir. Ornegin; kinezin/dinein
motor proteinlerinin  mutasyonlar nedeniyle kargo veya mikrotibll ile
baglantilarinin  bozulmasi, mitokondri/lizozom trafigini etkileyecek genlerdeki
mutasyonlar, hiicre iskeleti proteinlerinde hiperforsforilasyon ve birikimler (6r;
norofilament, TAU), tubdlin genlerindeki mutasyonlar, mikrotlbil stabilitesinin
kontrolinde  gorevli  proteinlerde  ifade/post-translasyonel  modifikasyon

degisiklikleri transport hatalarina neden olabilmektedir.
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Mikrotlibll aracili olarak gerceklesen aksonal transportta, mikrotlibiller
kinesin ve dinein motor proteinlerinin kargolari tasiyacag yollar olusturmaktadir.
MikrotUbullerin yapisini olusturan tubdlin proteinleri post-translasyonel olarak
modifiye edilmekte olup bu modifikasyonlar, mikrotiibil ile iliskili proteinlerin
baglanmasini dlizenlemekte, boylece mikrotiibll stabilitesinin korunmasini
saglamaktadir. a-tlbdlin proteinlerinde 40. lizin amino asitinden gergeklesen
asetilasyon, aksonal mikrotibdller gibi stabil ve uzun 6murli mikrotiibillerde fazla
oranda gorilmektedir. Farkli norodejeneratif hastaliklara ait model sistemlerin
kullanildigi ¢alismalarda, a-tlbdlin asetilasyonunun azaldigi gosterilmis olup,
asetilasyon arttirilarak aksonal transport hatalarinin diizeltilebildigi rapor edilmistir.
o-tlbdlin asetilasyonu, deasetilasyonu katalizleyen HDAC6 enziminin ifade
diizeyinin ya da aktivitesinin azaltilmasi yoluyla arttirilabilmekte, bu nedenle HDAC6

ilag hedefi olarak diistintilmektedir.

Bu tez calismasinda, ila¢c yeniden konumlandirma yaklasimi kullanilarak FDA
tarafindan onayh bilesikler arasindan HDAC6 aktivitesini azaltarak a-tibdlin
asetilasyonunu arttirabilecek bir bilesigin belirlenmesi amaclanmistir. Tez 6ncesi
dénemde yiritilen molekiler kenetleme ¢alismalarinda, FDA onayli ilag
kiitiphanesinde bulunan 7 bilesigin, HDAC6 enzimine yiksek baglanma afinitesi
gosterdigi  bulunmustur. Bu bilesikler; 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl
diphosphate, riboflavin, rutin, hesperidin, cilastatin, dopexamine ve sorbitol olup
tez kapsaminda ilk olarak bu bilesiklerde detayll in silico analizler
gerceklestirilmistir. Bilesikler, farkl algoritmalara sahip iki molekiler kenetleme
programi olan AutoDock ve SwissDock kullanilarak HDAC6 enzimi ile kenetlenmis; 7
bilesik arasindan rutin, riboflavin, cilastatin ve hesperidin’in kenetleme skorlarinin
birbirine vyakinhigi goéz oOninde tutularak kenetleme sonrasi analizler
gerceklestirilmis, HDAC6'nin aktif merkezi ile kurulan baglantilar Discovery Studio ve
Pymol programlari kullanilarak incelenmistir. HDAC6’ya yiksek baglanma afinitesi
gosteren bu 4 bilesik ile kemoinformatik analizler gergeklestirilmis, bilesiklerin
membran gecirgenliklerini gosteren partisyon katsayilari ve potansiyel biyolojik

hedefleri incelenmistir. Partisyon katsayilarina gore bilesikler incelendiginde, rutin
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hari¢ diger bilesiklerin yardimci maddeler olmaksizin membran gecirgenliklerinin
disik oldugu gorilmustir. Bilesiklerin olasi protein hedefleri ve in vitro’da neden
olduklari transkriptomik degisiklikler incelendiginde, HDAC6 ile iliskili bir veri
bulunamamis, ancak hesperidin harig diger bilesiklerin histon
asetilasyonu/deasetilasyonu, tibilin asetilasyonu/deasetilasyonu veya mikrotiibul
ile iliskili olasi protein hedeflerinin oldugu gorilmustir. Rutin, riboflavin ve
cilastatin’in a-tlibilin asetilasyonu Uzerindeki olasi etkilerinin yaninda baska hedef
genleri/proteinleri etkileyerek de mikrotubul stabilitesini arttirabilecegi ve aksonal
transport hatalarini dizeltebilecegi distnilmis; bu dogrultuda hesperidin ¢alisma
kiimesinden c¢ikartilarak, rutin, riboflavin ve cilastatin ile calismalara devam
edilmistir. Bilesiklerin yapilari, bilinen HDAC inhibitorleri ile karsilastirmali olarak
incelendiginde, HDAC6 inhibisyonu saglayabilecek gruplara sahip olduklar
saptanmis, bu nedenle bu bilesiklerin inhibisyon aktiviteleri in vitro olarak analiz
edilmistir. Rekombinant HDAC6 enzimi kullanilarak gergeklestirilen florometrik
analizlerde, cilastatin’in inhibisyon aktivitesinin bulunmadigi saptanmistir.
Riboflavin’in 1000 uM konsantrasyonda HDAC6 aktivitesini %86, rutin’in ise %87
oraninda inhibe edebildigi saptanmistir. In vitro inhibisyon aktivitesi calismalari ile
¢alisma kimesinin iki bilesige indirgenmesinin ardindan, ¢alismalara rutin ve
riboflavin ile devam edilmis, bilesikler néron benzeri NSC34 hiicre hattina
uygulanarak hicre canhligina etkileri MTS yontemi ile arastirilmistir. Rutin
uygulanan hicrelerdeki canlilik oranlari riboflavin uygulanan hiicrelere gére yiksek
bulunmakla birlikte bilesik uygulamalari sonucu hicrelerin canliliklarini biyuk
oranda korudugu gosterilmis, calismalara bilesiklerin a-tlibilin asetilasyonuna
etkilerinin arastiriimasi ile devam edilmistir. Bilesikler hiicrelere g farkh
konsantrasyonda (10, 100 ve 1000 uM) ve iki farkl siirede (12 ve 24 saat)
uygulandiktan sonra a-tlibilin asetilasyonu dizeyleri Western blot ile arastiriimis;
riboflavin uygulanan hicrelerde a-tlibilin asetilasyonunda anlamli bir artis
saptanmazken, rutin’in 100 ve 1000 uM konsantrasyonlarda 24 saat uygulanmasi
sonucu a-tlbdlin asetilasyonunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis

saptanmistir.
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Rutin ve riboflavin ile gerceklestirilen in silico galismalarda yakin kenetleme
skorlari elde edilmis, in vitro inhibisyon aktivitesi analizinde her iki bilesigin
rekombinant HDAC6 aktivitesini benzer dlzeylerde inhibe ettigi gosterilmistir.
Molekiiler kenetleme c¢alismalari HDAC6'nin tubilin deasetilaz aktivitesine sahip
olan ikinci katalitik domaine (DD2) ait kristal yapi kullanilarak gergeklestirilmis olup
aktif bolgenin merkezinde c¢inko (Zn*?) katyonu bulunmaktadir. Bu katyon,
cevresinde bulunan histidin ve aspartik asit amino asitleri ile ¢ koordinasyon bagi
kurmakta olup dordinci bag substrat ile kurulmakta ve katalitik islev
gerceklesmektedir. Dolayisiyla substratin baglanma yerine giren bilesigin, Zn*? ile
dordincli  koordinasyonu olusturmasi  enzimin inhibisyonunda kilit roli
oynamaktadir (65). In silico analizlerde rutin’in substratin yerine gectigi, 651.
histidin amino asitinin Zn*? ile etkilesimi sonucu metal kompleksin olustugu
saptanmis, ancak riboflavinde bu etkilesim goézlenmemistir. Ayrica, Zn*? ile
koordinasyon kuran diger amino asitlerle etkilesimin de enzim inhibisyonu agisindan
onemli oldugu bilinmektedir (66). Katalitik domainde temel rol oynan Zn*?
koordinasyonunda gorev alan diger amino asitler olan 782. tirozin, 619. glisin ve
611. histidin, aktif merkezde rutinin etkilesimde oldugu boélgelerde yer alirken,
riboflavinin etkilestigi bolgelerde bu amino asitler yer almamaktadir. Riboflavin,
HDAC6E’nin aktif merkezindeki Zn*? ile etkilesmemesine ve etkilestigi bélgede
inhibisyon acisindan onemli amino asitlerin bulunmamasina ragmen in silico
analizlerde yiiksek kenetleme skoru vermis, in vitro ¢alismalarda da HDAC6 enzimi
aktivitesini inhibe etmistir. Bu durumun, riboflavin’in aktif merkezin girisindeki
amino asitlerle etkileserek substratin aktif merkeze baglanmasina engel olacak bir

sterik engel olusturmasindan kaynaklanabilecegi diistintGlmustr.

In silico ve in vitro ¢calismalarda HDAC6 inhibisyon aktivitesi oldugu gosterilen
rutin ve riboflavin NSC34 hiicrelerine uygulandiginda sadece rutin’in a-tlbdlin
asetilasyonunu arttirdigi saptanmistir. Bu bulgu, rutin’in hiicre icinde dogal
konformasyonunda bulunan HDAC6'nin aktivitesini inhibe edebildigini gostermis,
ancak riboflavin etkisiz bulunmustur. Rutin ve riboflavin’in partisyon katsayilar

incelendiginde, riboflavin’in partisyon katsayisinin rutin’e gére dusik oldugu
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saptanmistir. Bu nedenle, riboflavin’in disiik hiicre membrani gegirgenligi nedeniyle

inhibisyon aktivitesi gdosterememis olabilecegi distinulmustar.

HDACS6 hiicrelerdeki temel tiibilin deasetilaz enzimi olmakla birlikte, sinif Il
HDAClardan olan  SIRT2  perinikleer  mikrotubdllerin  deasetilasyonunu
katalizleyebilmektedir. Ayrica, HDAC6 ile SIRT2'nin kompleks olusturarak
deasetilasyonu katalizledigi bildirilmistir (67). Tez 6ncesi donemde gergeklestirilen
molekiler kenetleme galismalarinda rutin’in SIRT2’ye baglanma afinitesi ylksek
bulunmus, ancak riboflavin’in  baglanma potansiyeli olmadigi saptanmistir
(yayinlanmamis veri). Bu nedenle, rutin uygulamasi ile a-tlbilin asetilasyonunda
saptanan artista, HDAC6 inhibisyonunun yani sira SIRT2 inhibisyonunun da roli
olabilecegi duslnulmektedir. Bu nedenle, rutin’in etki mekanizmasinin
aydinlatilmasi agisindan ilerleyen ¢alismalarda SIRT2 inhibisyonunun in vitro olarak

arastirilmasi 6nemli gérilmektedir.

Norodejeneratif hastaliklar, kompleks patofizyolojiye sahip olmalari
nedeniyle tek bir hiicresel mekanizmasinin dizeltilmesi yoluyla hastaliklarin tedavisi
mumkiin goériinmemektedir. HDAC6, norodejenerasyon ile iliskili birden fazla
mekanizmada gorev almasi nedeniyle potansiyel bir tedavi hedefidir. HDAC6'nin, a-
tubulin disinda, aktine baglanan proteinlerden cortactin’in, saperon proteinlerinden
Hsp90’in ve hidrojen peroksit indigenmesinde gorevli peroksiredoksin 1 ve 2’'nin
deasetilasyonunu katalizledigi, bu nedenle, aktin dinamiginin dizenlenmesi, protein
katlanmasi ve redoks metabolizmasinda gorev aldigi bildirilmistir (68,69). Alzheimer
modeli olarak fare hippokampal hiicre hattinin kullanildigi bir ¢alismada, amiloid
beta ile indiklenen mitokondri transport hatasi HDAC6 inhibisyonu ile
dizeltilebilmis, saptanan etki peroksiredoksin 1 asetilasyonundaki artisa bagli olarak
azalan reaktif oksijen bilesikleri ve kalsiyum seviyesi ile iliskilendirilmistir (70).
Ayrica, HDAC6'nin, ubikuitin zincirlerine baglanarak protein agregatlarinin yikiminda
gorev aldigi ve mikrotlibil stabilitesinin kontroliinde goérevli TAU proteini ile
interaksiyona girerek asetilasyonunu, fosforilasyonunu ve mikrotibdl ile iliskisini
dizenledigi bilinmektedir (71). Dolayisiyla HDAC6 inhibisyonuyla aksonal transport

hatalari diizeltilebildigi gibi, nérodejeneratif hastaliklarda gorilen oksidatif stres ve
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TAU fosforilasyonu da azaltilabilmekte, TAU birikimi engellenebilmektedir. Bu
nedenle, HDAC6 aktivitesini spesifik olarak inhibe eden bilesikler
gelistirilmekte/tanimlanmakta olup preklinik ¢alismalarda siklikla, bilinen en iyi
HDACS inhibitori olan tubacin kullanilmakla birlikte bu bilesik, Gretiminin zor olmasi
ve lipofilik 6zelligi nedeniyle klinik kullanim igin uygun degildir. Klinik faz ¢alismalari
asamasinda olan 5 adet HDAC6 inhibitoéri bulunmakta olup sadece bir tanesi
norodejeneratif hastaliklardan Huntington hastaliginin tedavisine yoneliktir (72). Bu
nedenle HDAC6 aktivitesini inhibe edebilecek ve klinik olarak kullanima uygun

bilesiklerin tanimlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tez kapsaminda HDACG6 inhibisyon aktivitesi arastirilan bilesiklerden rutin,
rutosid olarak da bilinmekte olup, flavonoid sinifinda yer alan bir kigik molekildir
(73). Rutin’in, merkezi sinir sisteminde antikonvulsan, antidepresan ve néroprotektif
etkileri bildirilmistir. Amiloid beta enjekte edilen Alzheimer sican modelinde, rutin’in
MAP kinaz yolagini aktive ettigi, hipokampuste ERK1, CREB ve BDNF gen ifadelerini
arttirdigi ve hafizanin geri kazanimi tzerine olumlu etkileri rapor edilmistir (74).
Alzheimer tipi sporadik demans ile ilgili olarak gerceklestirilen bir ¢alismada ise,
sican modelinde rutin’in, glial fibriler asidik protein, interlokin-8, siklooksijenaz-2,
indiklenebilir nitrik oksit sentaz ve nukleer faktér-kB'nin ifadesini azaltarak
hipokampusteki morfolojik degisiklikleri onledigi bildirilmistir (75). Bu tez ¢alismasi
ile rutin’in HDAC6 inhibisyon aktivitesinin bulundugu ve a-tlibilin asetilasyonunu
arttirabildigi ilk kez gosterilmistir. Rutin’in diger HDAC enzimleri Gzerindeki etkileri
bilinmemekte olup ileriki ¢alismalarda arastirilmasi, rutin’in HDAC6 spesifikliginin
belirlenmesi, ayrica rutine bagli gen ifade degisikliklerine ait mekanizmalarin
aydinlatilmasina katki saglayacaktir. Ayrica tez kapsaminda gergeklestirilen
kemoinformatik analizler, rutin’in olasi biyolojik hedefleri arasinda TAU’nun ve
mikrotibil pozitif uc proteinlerinin bulundugunu gostermistir. Dolayisiyla rutin’in
HDAC6 inhibisyonunun vyani sira TAU proteini/mikrotiibil ug¢ proteinlerini
etkileyerek de aksonal transport hatalarini dizeltici etki goOsterebilecegi

dislnilmistir. Sonraki calismalarda, rutinin etkisinin, aksonal transport hatasi
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bulunan noérodejeneratif hastaliklara ait hiicre kiltliri modellerinde arastiriimasi,

tedavi potansiyelinin degerlendirilebilmesi agisindan kiymetli olacaktir.



75

6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuglar
Tez ¢calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

e Molekiler kenetleme galismalari Autodock Vina ve SwissDock programlari ile
gerceklestirilmis olup tez ¢alismasi oncesinde belirlenen 7 aday bilesik hedef
protein olan HDAC6'ya kenetlenmistir. Elde edilen kenetleme skorlari, tez
¢alismasi 6ncesinde Glide-Schrodinger programi kullanilarak gergeklestirilen 6n
tarama sonugclari ile karsilastirmali olarak degerlendirilmis, rutin, riboflavin,
cilastatin ve hesperidin bilesikleri icin birbirleri ile uyumlu ve yiksek baglanma
enerjisi skorlari elde edilmistir. Bu nedenle, bu 4 bilesik ile in silico analizlere
devam edilmistir. Kenetleme ¢alismalari sonrasinda Discovery studio ile
gerceklestirilen analizler sonucunda sadece rutin’ in, HDAC6'nin aktif merkezinde
bulunan Zn*? ve Zn*? koordinasyonu icin gerekli olan amino asitler ile direkt

olarak etkilestigi saptanmistir.

e In silico gahsmalar kapsaminda gergeklestirilen kemoinformatik analizlerde,
rutin, riboflavin ve cilastatin’in histon asetilasyonu/deasetilasyonu, tlbulin
asetilasyonu/deasetilasyonu veya mikrotubul ile iliskili olasi protein hedefleri
bulundugu belirlenmis ancak hesperidin’in bu fonksiyonlara sahip bir hedefi
saptanmamistir. Bilesiklerin a-tlbdilin asetilasyonuna etkilerinin yaninda bagka
hedef genleri/proteinleri etkileyerek de aksonal transport hatalarini
dizeltebilecegi disinillmis, bu dogrultuda hesperidin calisma kiimesinden

cikartilmistir.

¢ Bilesiklerin iki boyutlu kimyasal vyapilari bilinen HDAC inhibitorleri ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Yapilan incelemelerde rutin’in yapisinda yer
alan hidroksi siklik gruplarin, riboflavin’in yapisinda yer alan fosfat grubunun ve
cilastatin’in yapisinda yer alan tiyoazol gruplarinin elektronegatifliklerinin yiksek

olmasi nedeniyle Zn*? baglama bélgesi icin uygun kimyasal gruplar arasinda yer
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aldigi saptanmistir. Ayrica HDAC6 enziminin spesifik inhibisyonunda roll olan

tiyazol grubunun, cilastatinin yapisinda bulundugu belirlenmistir.

In silico calismalar ile rutin, riboflavin ve cilastatin in vitro calismalara deger
gorilmus ve HDACG6 inhibisyon aktiviteleri analiz edilmistir. Gergeklestirilen
c¢alismalar sonucunda 10, 100 ve 1000 uM konsantrasyonlarda uygulanan
cilastatin’in . HDAC6 enzimini inhibe etmedigi saptanmistir. Ancak ayni
konsantrasyonlarda uygulanan rutin ve riboflavin’in benzer inhibisyon
aktivitesine sahip oldugu ve konsantrasyon artisina paralel bir sekilde HDAC6
aktivitesini inhibe ettikleri gosterilmistir. Bu nedenle hiicre kiltird ¢alismalarina

rutin ve riboflavin bilesikleri ile devam edilmistir.

Hicre kaltiri ¢alismalarinda motor néron benzeri NSC34 hiicre hatti kullaniimis
ve in vitro analizlerde HDAC6 inhibisyonu saptanan 10, 100 ve 1000 uM
konsantrasyonlarda rutin ve riboflavinin hiicre canhligina etkisi MTS yontemi ile
arastinlmigtir. Farkhlastiriimis NSC34 hiicrelerine belirtilen konsantrasyonlarda
24 saat slreyle rutin/riboflavin uygulandiginda, rutin uygulanan hicrelerdeki
canlilik oranlarinin riboflavin uygulanan hiicrelere gore yiksek oldugu goriilmekle
birlikte, her iki bilesik uygulamasi sonrasinda hiicrelerin canliliklarini blyik

oranda korudugu saptanmustir.

Western blot ¢alismalari sonucunda 10, 100 ve 1000 uM konsantrasyonlarda 12
ve 24 saat sireyle uygulanan riboflavin’in NSC34 hicrelerinde a-tibdilin
asetilasyonunu arttirmadigi saptanmistir. Ayni konsantrasyon ve siirelerde
hiicrelere rutin uygulanmis, 24 saat slreyle 100 ve 1000 uM konsantrasyonlarda
uygulanan rutin’in NSC34 hiicrelerinde a-tiibilin asetilasyonunu kontrole goére

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 saptanmustir.



77

6.2. Oneriler

Tez calismasindan elde edilen sonuglar dogrultusunda asagidaki c¢alismalarin

yapilmasi 6nerilmektedir.

e Norodejeneratif hastaliklarin patomekanizmasinda ortak bir bulgu olarak a-
tlibllin asetilasyonunun azaldigi bilinmektedir. Bu nedenle rutin’in, farkl
norodejeneratif hastaliklara ait in vitro modellerde a-tlbdlin asetilasyon dizeyini

arttirici etkisinin arastirilmasi énerimizdir.

e Norodejeneratif hastaliklarda, azalan a-tibilin asetilasyonu ile baglantili olarak
aksonal transport hatalari goriilmektedir. Hastaliklara ait in vitro modellerde
rutin uygulamasi ile a-tlblin asetilasyonunun arttirilabilmesi durumunda, artisin
aksonal transportu dizeltici etkisinin arastirilmasi 6nerimizdir. Rutin’in a-tlibilin
asetilasyonu ve aksonal transport Uzerine etkisinin hastalara ait indliklenmis
pluripotent kok hticrelerden farklilastirilan néronlarda gosterilmesinin, tedavi

potansiyellerinin degerlendirilmesi agisindan degerli olacagi duslintilmektedir.

e HDAC ailesi, sinif I, Il ve lll enzimlerini icermekte olup bu tez ¢calismasinda rutin’in,
sinif 1l enzimlerden biri olan HDAC6E’yi inhibe edebildigi gosterilmistir. Sonraki
¢alismalarla, rutin’in diger HDAC sinifi enzimlerin aktiviteleri tGzerindeki etkisinin
arastirilmasi, saptanan etkinin HDACG6’ya 06zgulligiinin degerlendirilebilmesi

acgisindan 6nerimizdir.

e Sinif Il HDAC'lardan biri olan SIRT2’nin, a-tlbdllin deasetilaz aktivitesi oldugu
bilinmektedir. Rutin uygulamasi ile a-tibilin’de saptanan asetilasyon artiginin
SIRT2 inhibisyonu nedeniyle de gerceklesmesi muhtemeldir. Sonraki ¢alismalarla

rutin’in SIRT2 inhibisyon aktivitesinin in vitro olarak gosterilmesi dnerimizdir.
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