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OZET

MULTIPL SKLEROZ (MS) HASTALIGININ TEDAVISIiNDE
KULLANILAN FINGOLIMOD BENZERI ILACLARIN
BIYOETKINLIKLERININ iINCELENMESI
DOKTORA TEZi
GURBET CELIK TURGUT
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. ALAATTIN SEN)
DENIZLi, OCAK - 2017

Tez kapsaminda, mevcut ilaglara gore daha fazla etkinlik gosterebilecek ve
yan etkileri daha az olan Fingolimod (FTY720) benzeri yeni maddelerin
sentezlenmesi ve bunlarin MS patofizyolojisiyle iliskili ve G protein bagl
reseptor (GPCR) genleri iizerine etkinlikleri arastirildi. Bilesik serilerinin teorik
caligmalar (docking) ile muhtemel etkinlikleri belirlendi. Daha sonra uygun
bilesiklerin (F1-12h ve F2-9) sentezleri gergeklestirilerek spektroskopik
yontemlerle yapilar1 aydinlatildi. Biyoetkinlik ve bilesiklerin etki mekanizmasi
caligmalar1 insan néroblastom hiicre hattinda (SK-N-SH) gergeklestirildi. FTY 720
ve sentezlenen tiirevlerinin toksik olmayan dozlar1 (EC05 ve EC10) sitotoksisite
calismalar1 ile belirlendi, bu dozlar uygulanarak MS ve GPCR genleri iizerine
etkileri qRT-PCR yontemi ile saptandi. cAMP diizeyi ve cAMP cevap elementi
(CRE) geni lizerine etkisi lusiferaz aktivitesi ile belirlendi. FTY720’nin EC05
dozunda 19, EC10 dozunda 52 gen, F1-12h’in EC05 dozunda 18, EC10 dozunda
48 gen, F2-9’un EC05 dozunda 4, EC10 dozunda 27 genin ifade diizeyi kontrole
gore anlamli farkliliklar gosterdi. cAMP diizeyi ve CRE gen aktivitesinde
kontrole gore artis gézlendi. Yapilan molekiiler ve analitik caligmalar sonucunda
FTY720, F1-12h ve F2-9 bilesiklerinin miyelinizasyona ve hiicre adezyonuna
katkis1, immiinomodiilatér ve immiinsupresif 6zelliklere sahip oldugu belirlendi.
Bu ii¢ bilesigin hiicre i¢i cAMP miktarmi artirarak etki gosterdigi saptandi. Ayrica
FTY720 ve F1-12h bilesiginin anti-vazodilatér ve analjezik etkileri belirlendi.
Sonug olarak MS tedavisinde kullanilan FTY720’ye alternatif olabilecek F1-12h
bilesigi halen tedavisi bulunmayan MS hastalig1 i¢in yiiksek potansiyelli ve
onemli bir ila¢ etmeni oldugunu kuvvetle desteklemektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Multipl skleroz, FTY720, F1-12h, F2-9, GPCR,
cAMP



ABSTRACT

INVESTIGATING THE BIOACTIVITY OF FINGOLIMOD-LIKE DRUGS
USED IN THE TREATMENT OF MULTIPLE SCLEROSIS (MS)
Ph.D THESIS
GURBET CELIK TURGUT
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BiOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. ALAATTIN SEN)
DENIZLi, JANUARY 2017

In this thesis, new Fingolimod like derivatives which are more active
than the existing drugs, with fewer side effects synthesized and their activity on
MS pathophysiology and G protein-coupled receptor (GPCR) genes were
investigated. Possible activities of the designed compound have been determined
by theoretical studies (docking). Then, the synthesis of the compounds (F1-12h
and F2-9) was done and structures of these compounds was verified by
performing spectroscopic methods. Studies of the mechanism of action of
compounds and bio-activity have been carried out in the human neuroblastoma
cell line (SK-N-SH). Non-toxic doses (EC05 and EC10) of FTY720 and its
synthesized derivatives were determined by cytotoxicity studies and the effects on
MS and GPCR genes were determined by gRT-PCR method. cCAMP level and the
effect on the cCAMP response element (CRE) gene was determined by luciferase
activity, and the biological activity and the mechanism of action of the
compounds were investigated in this way. Expression level of 19 genes at EC05
dose, 52 genes at EC10 doses in FTY720; 18 genes at EC05 dose, 48 genes at
EC10 doses in F1-12h; 4 genes at EC05 dose, 27 genes at EC10 doses in F2-9
significant differences were observed when compared with control. CAMP level
and CRE gene activity increased compared to control. As a result of molecular
and analytical studies, it was determined that FTY720, F1-12h and F2-9
compounds have contributions to myelination and cell adhesion,
immunomodulatory and immunosuppressive properties. It was determined that
these three compounds acted by increasing intracellular cCAMP levels. In addition,
anti-vasodilator and analgesic effects of FTY720 and F1-12h compound were
determined. As a result, F1-12h compounds, which may be an alternative to
FTY720 used in the treatment of MS, strongly support that it is a potent and
important drug agent for MS which are currently untreated.

KEYWORDS: Multiple sclerosis, FTY720, F1-12h, F2-9, GPCR, cAMP
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kDa : Kilo dalton

LOEL . En diisiik gézlenen yan etki diizeyi
M : Molar

mA > Miliamper

MBP : Miyelin temel protein

mL : Mililitre

mm - milimetre

mM : Milimolar

MMP : Matriks metalloproteinaz

MS : Multipl Skleroz

MSS : Merkezi sinir sistemi

NAD - Nikotinamid adenin dintikleotid
NiMS : Niikseden 1ylesen multipl skleroz
NK - Dogal oldiirticiiler

NK - Dogal oldiirticiiler

nm : Nanometre

NMDA : N-metil-D-aspartat

NO - Nitrikoksit

NOEL . Yan etki diizeyi olmayan doz

PBS : Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PDB - Protein veri bankasi

PML - Progresif multi fokal 16koensefalopati
PTH : Paratiroid hormon

PTH : Paratiroid hormon

ROS - Reaktif oksijen tiirleri

rpm : Dakikadaki devir sayis1

RT-PCR  : Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
S1P : Sfingozin-1-fosfat

S1PR : Sfingozin-1-fosfat reseptor
SK-N-SH : Insan ndroblastom hiicre hatt1
TAE : Tris-Asetik asit-EDTA

TLR - Toll benzeri reseptor

U : Unite

uv : Ultraviyole

Xg : Goreceli merkezkag kuvveti birimi
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1. GIRIS

Multipl Skleroz (MS), beyine ve omurilige etki eden bir bagisiklik sistemi
hastaligidir. MS’in ¢esitli tipleri olsa da tiimii merkezi sinir sisteminin (MSS)
iltihaplanmasi olarak bilinir. Bagisiklik sistemi, sinirleri ¢evreleyen miyelin kilifini
patojen bir yap1 olarak algilamakta ve ona karsi tepki gostermektedir ve bu olay
miyelinsizlesme seklinde tanimlanmaktadir.

MS tedavisinde sinirleri hasar gormekten korumaya yardimci olan,
lezyonlarin gelisimini 6nleyebilen ya da en azindan bunu yavaglatan bazi ilaglar
kullanilmaktadir. MS’te ilag tedavisinin ana hedefi sinir hiicresindeki miyelin ve
aksonun yikimina neden olan iltihap olusturan siireci kontrol altina alarak hastaligin
ilerlemesini engellemek ve durdurmaktwr. Bu amagla fingolimod, kladribin,
alemtuzumab, interferonlar, glatiramer asetat, teriflunomid, mitoksantron,
daclizumab, dimetilfumarat, natalizumab ve dalfampiridin gibi etken maddeler
siklikla kullanilmakta ve ticari olarak iiretilmektedir. Tipta kullanilmakta olan bu
bilesiklerin bircogu ticari olarak iiretilen bilesikler olup bu konudaki ¢alismalarin
bircogu patentlidir. Giiniimiizde MS tedavisinde kullanilan ilaglar tam olarak bir
lyilesme saglayamamakta ve hastaligi tam olarak durduramamaktadir. Bunun yani
sira kullanilan bu ilaglar karaciger enzimlerinde yiikselme, retinada ortaya g¢ikan
O0dem, yiiksek tansiyon ve kalp ritim bozukluklar1 gibi yan etkiler de ortaya
¢ikarmaktadir.

Fingolimod (FTY720), MS tedavisinde kullanilan ilk oral ilagtir. Sfingolipid
benzeri olan ve ‘lsaria sinclairii’ metaboliti myriosinden elde edilmektedir.
Sfingozin kinaz ile hiicre i¢inde fosfatlanan FTY720, sfingozin-1-fosfat (S1P)
reseptorlerine baglanarak lenfositlerin lenf bezlerinden ¢ikisini engeller. FTY720
kullaniominda diger ilaglara gore MS ataklarmda %60’a varan azalma
gbzlenebilmektedir. Ancak lenf sistemi kanseri, kalp ritim bozukluklari, yiiksek
tansiyon ve karaciger enzimlerinde bozukluk gibi yan etkileri oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle bu calismada FTY720 benzeri bilesiklerin, SI1P1 reseptorleri ile
etkilesimleri molekiiler ‘docking’ islemi ile teorik olarak belirlenmis ve S1P1
reseptoriine en yiiksek ilgi duymasi beklenen bilesikler sentezlenmis ve biyolojik

etkinlikleri incelenmistir.



Sentezlenen bilesiklerin MS hastaligma kars1 etkileri; SIP reseptorlerine ve
S1P ile ayni aileden (GPCR) olan diger reseptorlere baglanmalari, MS ile ilgili
oldugu bilinen bir dizi diger gen lizerine olan etkileri tespit edilerek uygunlugu
literatiirde gesitli ¢aligmalar ile gosterilmis olan insan néroblastom (SK-N-SH) hiicre
hatt1 kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, FTY720 ve tiirevleri i¢in ilgili hiicre hattinda
cAMP diizeyleri ol¢iilmiistiir. Boylelikle, sentezlenen bilesiklerin hiicre i¢i cAMP
miktar1 ve cAMP lizerine etkileri belirlenmistir.

Bu doktora tezinin ana amaci; MS hastaliginda kullanilabilecek FTY720
tiirevi bilesiklerin bilgisayarli tasarimi ve kimyasal sentezi ile elde edilen bilesiklerin
MS hastaligina kars: biyoetkinliklerinin belirlenmesidir. Bu c¢aligmayla birlikte
antagonist, antitimor, immiinsiipresif gibi etkiler gosterebilecek, etkinligi yiiksek,
yan etkileri mevcut diger ilaglara gore az olan sfingolipid tiirevi ilaclarin literatiire
kazandirilmast amacglanmaktadir. Ayrica uzun vadeli hedefler arasinda, bu
spingolipid tiirevi ilaclarin Uretimini ticari Olcege getirerek Tiirk ilag sektdriine
sunmak yatmaktadir. Sonug olarak bu tez ile yurt disindan ithal edilen MS ilaglarina
benzer etkinlik gdsterebilecek ilaglarin {ilkemizde iiretilmesi ile iilke ekonomisine

katk1 saglanabilecegi umulmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1  Multipl Skleroz’un Tanimlanmasi

MS; beyin, beyincik ve omurilikten olusan merkezi sinir sistemini (MSS)
etkileyen norolojik bir rahatsizliktir. Genelde geng eriskinlerde, 20-40 yas araliginda,
daha sik rastlanmaktadir (Noseworthy ve dig. 2000; Compston ve Coles 2002). MS
hastaliginin kesfi 1868 yilina kadar uzanmaktadir. Tip doktoru olan Fransiz norolog
Jean-Martin Charcot o yillarda daha dnce hi¢ gérmedigi bir titreme rahatsizligi ile
karsilagmustir. Titreme disinda konusma bozuklugu ve istemsiz goz hareketlerinin
oldugunu fark etmistir. Bu rahatsizligin goriildiigii baska hastalara da ulagsmis ve 6len
hastalarin beyinlerini incelediginde tiim hastalarda MS’in etkisi olan plaklar1 fark

etmigtir (Compston 1988).

MS, tekrarlayan inflamatuvar demiyelinizasyon sonucu degisen derecede
akson kaybi da igeren gliotik yara iliskili, kalic1 demiyeline plaklarin olustugu,
merkezi sinir sisteminin bagisiklik sistemi kaynakli kronik bir hastaligidir (Steinman
2001). Hastaligin etkiledigi bolge olan merkezi sinir sistemi, kisinin duyu
organlarindan aldig1 bilgiyi kontrol eder ve beyinde isler. Bu bilgiler sinir
hiicreleriyle aktarilan elektriksel impulslarla saglanir. Sinir hiicresine bakildiginda
hiicre govdesi, dendrit, akson ve akson iizerinde bulunan yagsi yapidan olusan
miyelin kiliftan meydana gelmektedir. Duyu organlarindan alinan elektriksel
impulslar sinir hiicresine dendrit tarafindan girerek aksona gelir. Aksondaki miyelin
kilif sayesinde bu impulslar hizlandirilarak sinapslarla diger sinir hiicresine gecer.
Noron miyelini bir elektriksel impulsu saniyede 100 metreden daha hizli olacak
sekilde iletilmesini saglar. Noronlar1 ¢evreleyen miyelin kilifin yok olmasi ya da
zarar gormesi durumunda sinir impulslar1 yavaglar, yanls birimlere iletilir ya da
tamamen iletilemez duruma gelir. Bu durumda elektriksel impulslar sinir hiicresi

boyunca iletilemedigi i¢in beyine ulasamaz ve hastanin fiziksel hareketleri kisitlanir.



Hastaligin  klinik  smiflandirilmast  biiyiikk  Olglide  hastaligin =~ seyrine
dayanmaktadir ve genel olarak 4 tipi vardir (Stauffer 2006). Bunlar;

Niikseden lyilesen MS (Relapsing-Remitting MS - NIMS)
Ikincil ilerleyen MS (Secondary-Progressive MS - IIMS)
Birincil Ilerleyen MS (Primary-Progressive MS — BIMS)
[lerleyen-Niikseden MS (Progressive-Relapsing MS — INMS)

Eal A

MS hastaliginin kategorize edilmis ve alt tipleri tanimlanmis olmasina
ragmen, hastaligin seyri ve semptomlar1 olduk¢a heterojendir. Hastaliklarin yaklasik
%85’i en sik goriilen formu NIMS tipinde olmasma ragmen, farkli hastalik
belirtilerinin  gergcekten nasil teshis edildigi ve bunun tek bir tip olarak
smiflandirilmas1 gergekten cok Onemli bir zorluktur. Ciinkii bu siniflandirmanin
farkli patofizyolojik mekanizmalarin anlagilmasi ve tedavi hedeflenmesi lizerinde

Onemli etkileri vardir.

2.2 Multipl Skleroz’un Prevelenasi

MS diinyanin en yaygin norolojik bozukluklardan biridir. Pek ¢ok iilkede
geng erigkinlerde trafik kazalar1 disinda meydana gelen nérolojik oziirliliiglin birinci
nedenidir. Buna ragmen, MS epidemiyolojisi ve MS’li kisiler i¢in gerekli kaynak ve
hizmetlerin kullanabilirligi hakkinda kiiresel bilgi diinyanin bir¢ok bdlgesinde azdir
(Browne ve dig. 2014). 2008 yilinda Uluslararast MS Orgiitii ve Diinya Saglk
Orgiitii tarafindan baslatilan ortak proje ile ilk diinya MS atlas1 olusturulmaya
baslanmus (Sekil 1) ve 112 {ilkeden toplanan bilgilerle bu konuda var olan bilgi agi181

doldurulmaya caligilmistir.



People per
100,000 with MS

. >100
B 60.01-100
B 20.01-60

Il 5.01-20
[ ]os
[ ] Data not provided

Sekil 1. 2013 yili kiiresel Multipl Skleroz prevalansi (Browne 2014)

2008 yilinda 2,1 milyon olan MS'li kisilerin tahmini sayis1 2013 yilinda 200
bin kisi artarak 2,3 milyona ve giinlimiizde de bu rakam 2,5 milyona yiikselmistir
(Dendrou ve dig. 2015). Bu rakamin daha da yiliksek oldugu tahmin edilmektedir ve
artis seyrinin ylikselerek devam ettigi bildirilmektedir (Browne ve dig. 2014).
Ulkemizde de 2008 yilma oranla MS prevelansi artmaktadir.

2.3 Multipl Skleroz’un Etiyolojisi

MS’in etiyolojisi tam bilinmemekle beraber, ¢evresel faktorler tarafindan
genetik olarak hassas/yatkin olan kisilerde tetiklenen “kompleks bir karakter” olarak
kabul edilmektedir (Sospedra ve Martin 2005). Genetik bilesenin karmagikligi ailesel
calismalar ve son donemlerde gerceklestirilen tiim genom calismalariyla ortaya
konulmustur (Dyment ve dig. 2004). MS kalitsal bir hastalik olmamasma ragmen
ayni aile icinde MS vakalarmin goriilebilirligi genetik bilesenlerle giiclii bir etkilesim
oldugunu ortaya koyar niteliktedir. MS hastalarinin birinci derece akrabalarinda MS
goriilme riski normal populasyonda goriilme riskine (mutlak risk %2-5) gore 10-50
kat daha fazladr ki monozigotik ikizlerde risk yaklasik tlicte bir oranindadir
(Weinshenker 1996; Kantarci 2008).

Tiim genom baglant1 analiz ¢aligmalar1 sayesinde MS ile iliskili oldugu

diisiiniilen birka¢ gen lokusu belirlenmistir. 1970’lerin basinda belirlenen immiin
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fonksiyonlarla iligkili genleri kodlayan insan 16kosit antijen kompleksi (HLA), ilk
bulunan genetik risk faktoriidiir (Jersild ve dig. 1972; Sawcer ve dig. 2011). Yakin
zamanlarda yapilan ¢aligmalar ise HLA siif II uzantili DRB1*1501, haplotipinin
MS i¢in oldukea giiclii bir genetik risk olusturdugunu gostermektedir (Oksenberg ve
dig. 2004; Sawcer ve dig. 2011). Son zamanlarda interlokin 2 reseptor alfa geni
(IL2RA) ve interlokin 7 reseptor alfa geni (IL7RA) allelleri de risk faktorleri olarak
tanimlanmigtir (Hafler ve dig. 2007). Bunlarin yani sira bir dizi MS yatkinlig ile
iligkili olan MHC olmayan gen/lokus tanimlanmistir (Sawcer ve dig. 2011).

Son yapilan tiim genom baglantili analiz ¢calismalarinda 14.498 MS hastas1
ve 24.091 saglikli kontrol ornekte genotipleme dizi analizi yapilarak, 161.311
otozomal varyant taranarak 135 potansiyel MS iliskili lokuslar belirlenmistir
(Beecham ve dig. 2013). Bu genlerin ¢ogu (CXCRS, IL2Ra, IL7R, IL12RBI,
IL22Ra2, IL12A, IL12B, IRF8, TNFRSF1A, TNFRSF14 ve TNFSF14, CD37,
CD40, CD58, CD80, CD86, CLECL1, CBLB, GPR65, MALT1, RGS1, STATS,
TAGAP, TYK2) bagisiklik sistemi ile iliskili olmasindan dolayi, MS’in immiin

aracili oldugunu desteklemektedir.

Biitiin bunlara ragmen halen MS’e yatkinligin altinda yatan pek ¢ok genetik
faktor aydinlatilamamistir. Dahasi genetik yatkinlik MS risk faktorlerinin tek basina
nedeni degildir, bunun yaninda ¢evresel faktorlerin de rol oynadigi bilinmektedir.
Viral infeksiyonlar, sigara ve D vitamini eksikligi gibi g¢evresel faktorlerin MS
patojenezinde 6nemli oldugu ileri siliriilmektedir (Handel ve dig. 2011). D vitamini
eksikligi ve Epstein-Barr viriis enfeksiyonunun MS olusumu ile gii¢clii baglantisi
calismalarla gosterilmistir (Ascherio ve Munger 2007*°; Ransohoff 2010). Sigara
MS yatkmlig i¢in 6nemli bir baska ¢evresel risk faktorii olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Diger risk faktorlerinde oldugu gibi, sigara, diger genetik ve cevresel faktorler ile
baglantili olarak MS’e yatkinlig etkileyebilir (Wingerchuk, 2012).

Etiyolojisi tam olarak bilinmese de, ¢ogu kanit hastalik olusumunda
otoimmiin patogenezi destekler niteliktedir. Son zamanlarda yapilan g¢aligmalar
MS’te otoimmiin cevabimn baslamasinda miyelin spesifik CD4" T hiicrelerinin kritik
rol oynadigini gostermektedir (Bielekova ve dig. 2000). Merkezi tolerans
olusturulmasi sirasinda timiis tarafindan otoreaktif T hiicreleri silinir. Ancak bu islem
mitkemmel degildir. Zaman zaman bazi otoreaktif T hiicreleri ¢evresel sisteme

salinir. Saglikli bireylerde bu isleyis periferik tolerans mekanizmalar1 ile kontrol
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altindadir. Ancak diizenleyici T hiicrelerinin islevlerinin baskilanmasi ve/veya
efektor B ve T hiicrelerinin artan direngleri sayesinde bu mekanizmalar bastirilir.
Boylelikle merkezi sinir sistemi (MSS) otoreaktif T ve B hiicreleri ¢evresel sistemde
aktive olurlar. Yukarida bahsedilen enfeksiyoz ajanlar ve sigara gibi bilesenler de
dahil olmak tizere, genetik ve ¢evresel faktorler, bu olaylara katkida bulunur

(Dendrou ve dig. 2015).

Aktif hale gelen CD8" T hiicreleri farklilasnus CD4" yardimer T1 (Thl) ve
Th17 hiicreleri, B hiicreleri ve dogal bagisiklik hiicreleri, MSS’ne sizabilir
(infiltrasyon), enflamasyon ve doku hasarina yol acar (Bielekova ve dig. 2004;
Goverman 2009; Henaka ve dig. 2014). Periferden MSS’ine immiin hiicre
infiltrasyonu, beyin zar1 kan damarlarinda kan-beyin bariyerinin dogrudan gecisiyle,
subaraknoid bosluk iizerinden veya kan-beyin-omurilik sivis1 (CSF) bariyeri boyunca
koroidpleksus tizerinden olabilir. Bu hiicreler perivaskiiler alanlarda birikir ve
merkezi sinir sistemi (MSS) parensimasma girerler. Etkinlesen MSS-yerlesik
mikroglia ve astrositler ile birlikte bu giren hiicreler, dogrudan hiicre temasi iliskili
mekanizmalar vasitasiyla ve ¢6ziiniir enflamatuar ve norotoksik aracilarin etkimesi
ile oligodendrosit (ODC) hasari, demiyelinizasyon ve ndroaksonal yaralanmalari
tetiklerler. Hastaligin ilerleyen siirecinde bu hasarlar skleroz adi verilen plaklarin

olusumuna neden olur (Wu ve Tsirka 2009; Mikita ve dig. 2011).

2.4 Multipl Skleroz Tedavisinde Kullanilan FDA Onayh Ilaclar

Gilinlimiizde MS’in immunopatojenik mekanizmasi1 fark edilerek nasil
ilerledigi daha anlasilir hale gelmeye baslamistir. Bu ilerlemelerde yeni hedefler
belirlenmis ve bazi yeni tedaviler basariyla klinik degerlendirmelerde denenmistir.
Bu sonuglarla imit verici bilesiklere ulasilmis ve bu bilesiklerin gerceklesmesi
miimkiin olan ve bilinen riskleri tartisilmaya baslanmistir. Ancak MS tedavisinde
kullanilan ilaclar, tam olarak bir iyilesme saglayamamis ve hastaligi tam olarak
durduramamustir. Ilag etkilerini inceleyen bir arastrmaya gore (Kappos ve dig.
2010), ila¢ alan hastalarin beyinlerinde olusan plaklarda azalma ve norolojik
kotiilesme hizlarinda yavaslama olmasina ragmen atak sikliklarinda en fazla %60'a
kadar olan bir azalma gdzlenebilmistir. Bunun yani swa kullanilan bu ilaglarin

karaciger enzimlerinde yiikselme, retinada ortaya ¢ikan 6dem, yiiksek tansiyon, kalp
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ritim bozukluklar1 ve kanser gibi bir¢ok yan etkileri bulunmaktadir. Ayrica nabizda
diisme, gribal enfeksiyonlar, bas agrisi, ishal, sirt agris1 ve 0ksiiriik gibi yan etkiler de
ortaya ¢ikmaktadir. Diisiik dozda ilag alanlarda yiliksek dozda ila¢ alanlara gore daha
az yan etki gozlenmistir. Kortizon tedavisi ise ataklarin azalmasinda belirgin etki

gOstermesinin yani sira uzun siireli tedavide olumsuz etkileri bilinmektedir.

Charcot’un bulgularindan sonra, Eugéne Devi (1858-1930), Jozsef Balo
(1895-1979), Paul Ferdinand Schilder (1886-1940) ve Otto Marburg (1874-1948),
yirminci ylizyilda hastaligin etki mekanizmasi hakkinda o6nemli teoriler ortaya
atmiglardir (Compston ve Coles 2002). Ayrica ilk kez tedavi edici ilaglar olarak,
interferon beta (IFNP) ve glatiramer asetat (GA) 1990’larda sentezlenmeye
baslanmistir. Bununla birlikte, gilinlimiizde MS’in semptomatik tedavisinde
kullanilan dokuz adet FDA tarafindan onaylanmis, hastaligi modifiye edici ilag
bulunmaktadir. Ancak bugiin ¢evresel faktorler tarafindan genetik olarak hassas olan
kisilerde tetiklenen ‘karmasik karakterli’ olarak kabul edilen MS i¢in hala tamamen
etkin bir tedavi yontemi yoktur.

IFNB son 20 yilda NIMS tedavisi i¢in en yaygm olarak kullanilan terapotik
olmustur. Klinik ¢alismalarda niiks oran1 %30 azalma gostermis (Paty ve Li 1993;
Jacobs ve dig. 1996; Kutakowska ve Drozdowski 2014) olmasina ragmen, sakatlik-
engellilik olusumunu azaltmasi agisindan uzun vadeli faydasi tartisilmaktadir. IFNf
klinik etkilerinin arkasindaki mekanizma tam olarak anlasilamamustir, ancak birkag
olas1 agiklamasi incelenmistir. Bir hipoteze goére sitokin dengesini daha fazla
antienflamatuvar ortami olusacak sekilde degistirmesi olarak kabul edilmektedir
(Ozenci ve dig. 2000; Chen ve dig. 2009). Bagisiklik sisteminin bu sekilde
baskilanmasi MSS’nin inflamasyon kaynaklt doku hasarini azaltarak MS
hastalarinda yararli olabilmektedir. Diger bir hipotez de lenfositlerin gocli icin
gerekli olan yapigma molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak kan beyin bariyeri
(KBB) biitiinliigiinii giiglendirme yetenegine dayanir (Kieseier 2011). Yan etkileri
arasinda hepatoksisite, hipotiroidizm, yorgunluk, depresyon, hafif lenfopeni

sayilabilir.

Glatiramer asetat miyelin temel proteinin (MBP) en yaygin dort
aminoasidini igeren bir peptit olusumudur ve diinya ¢apinda ¢ok sik kullanilan bir
MS immiinmodiilator tedavi ajanidir (Caporro ve dig. 2014; Johnson ve dig. 1995).

Tedavi edici etkinligi diisiiktiir. Ik olarak farelerde deneysel alerjik ensefalomiyelit
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(DAE) olusumunu tetiklemek igin tasarlanmistir. Bunun aksine, rhesus
maymunlarinda DAE indiiksiyonunu baskilamast ile MS i¢in bir ila¢ olma
potansiyeli ortaya konmustur (Teitelbaum ve dig. 1974). MBP peptitleriyle rekabet
yoluyla miyelin antijenlerine karsi toleransi indiiklemesi nedeniyle miyeline karsi
bagisiklik tepkisini engellenmesi, etki mekanizmasit olarak Ongoriilmektedir
(Neuhaus ve dig. 2001). Son ¢alismalar, GA’nin NIMS (Niikseden Iyilesen Multiple
Skleroz) tedavisinde IFNB’a benzer, uzun dénem tedavi etkinligine sahip oldugunu
onermektedir (Mikol ve dig. 2008; O’Connor ve dig. 2009). Bilinen 6nemli
toksisitesi ve sistemik etkisi yoktur.

Bugiine kadar NIMS’de en etkili tedavi ajanm1 natalizumab olarak
adlandirilan monoklonal bir antikordur. Natalizumab, lenfositlerin KBB’den MSS’ne
ve diger dokulara gocii i¢cin gerekli, a4p1 ve a4B7 integrinlerinin énemli bir bileseni
olan o4-integrin altbirimine baglanir ve etkili bir tedavi ajanidir (Havrdova ve dig.
2009). Ilagc MSS’nde lezyon olusumunda genel bir azalmanin yani sira, hastalik
ilerlemesinde de azalma gostermistir (Pucci ve dig. 2011). KBB genelinde lenfosit
trafigini devre dis1 birakmanin 6nemli bir yan etkisi olarak, firsat¢1 enfeksiyonlar ile
basa ¢ikmak i¢in bagisiklik sistemi yeteneginin azalmis olmasidir. Ozellikle John
Cunningham (JC) viriisii sorunlu olmustur ve Natalizumab tedavisinde NIMS
hastalarinda progresif multifokal 16koensefalopati (PML) seklinde ciddi yan etkilere
yol agmistir (O’Connor ve dig. 2011; Sorensen ve dig. 2012). 2012 Mayss itibariyla,
natalizumab ile tedavi edilen 100.000 hastada 212 PML olgusu rapor edilmistir.
(Bloomgren ve dig. 2012). Bu ¢ok ciddi bir yan etkidir. Natilizumab tedavisi
kesildiginde, hastalik seyrinin baslangi¢ seviyesine dondiigii goriilmiistiir (O’Connor

ve dig. 2011).

Mitoksantron hem NiIMS hem de 1IMS (ikincil ilerleyen Multipl Skleroz)
tedavisi i¢in kullanilir. Mitoksantron bagisiklik sistemini baskilayici ve diizenleyici
ozelligi olan bir ilagtir. Mitoksantron lenfosit proliferasyonunu engelleyen DNA
sentezi ve topoizomeraz II enzim inhibisyonu ile DNA onarimmi bozarak etki
gosterir. Mitoksantron IFNy, TNFa ve IL2 salgilanmasini azaltr ayrica B
lenfositlerin ve monositlerin apoptoza gitmesine neden olur (Lenk ve dig. 1987,
Rosenberg ve dig. 1986; Fidler ve dig. 1986; Bellosillo ve dig. 1998). Ciddi yan
etkileri yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (Crossley 1984; Martinelli ve dig. 2009;
Ghalie ve dig. 2002). Yan etkileri nedeniyle toplamda en fazla 2 yil siireyle
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verilebilecegi belirtilmektedir. Mitoksantron NIMS’te niiks oranmi azaltir ve hem
NIMS hem de 1IMS’te engellilik artisini yavaslatmaktadir (Fox 2006; Tramacere ve
dig. 2015).

Teriflunomid, NIMS tedavisi icin onaylanan oral ilagtir ve pirimidin
sentezini inhibe ederek ozellikle hizla ¢ogalan lenfositler gibi hiicreler i¢in ¢ok
onemli olan DNA sentezini inhibe ederek etki gosterir. Metodolojik olarak hizla
cogalan ve miyelini hedefleyen efektor hiicrelerinin inhibisyonu ve dolayisiyla gliclii
bir immiin yanitin bloke edilmesi, mitoksantron etkisine benzerdir (O’Connor ve dig.
2011; Miller ve dig. 2012). Onemli yan etkileri arasinda ishal, kusma, karaciger
enzim diizeylerinde yiikselme goriiliir. Teriflunomid enjeksiyon uygulama yerine

oral kullanim avantaji saglar ve niiks oran1 IFN ve GA’ya benzer etkilere sahiptir.

Son zamanlarda (2014) NIMS tedavisi igin onaylanmis bir diger oral ilag
fumarik asitin bir esteri dimetilfumarattir. Kesin etki mekanizmasi bilinmemekle
birlikte, oksidatif stres tepkisinde rol alan eritroid-tiirevi-2 transkripsiyon faktori
tizerinden etki ederek, antienflamatuar ve hiicre koruyucu oOzellikler sergiledigi
onerilmektedir. Dimetilfumarat ile yapilan DAE ¢alismalar1 kan beyin bariyeri
iizerindeki aktive 16kosit gociinlin azaldigin1 gostermistir. Dimetilfumarat’in néron
koruyucu etkisi de vardir. Genellikle iyi tolere edilmektedir, deri dokiintiileri ve
ishal, bulanti, karin agris1 gibi gastrointestinal olaylar sik bildirilen yan etkilerdir.
Teriflunomid i¢in oldugu gibi, cok yeni olmasi nedeniyle yan etki ve tedavi etkinligi
icin yapilan ¢alismalar disinda bagimsiz kullanicilar tarafindan iiretilmis yeterli veri
yoktur (Lee ve dig. 2008; Moharregh ve dig. 2009).

Dalfampridin (4-AP), CsHs;N-NH, kimyasal formiilii olan bir organik
bilesiktir. Bu molekiil piridinin ti¢ izomerik amininden biridir. Bir potasyum kanali
bloke edici olarak ¢alisir. Demiyelize aksonlarda elektrofizyolojik ¢alismalar, artmis
potasyum akimlarinin, hiicre dis1 potasyum iyonu konsantrasyonunu arttirdigini ve
bu da iletim basarisizligina neden olabilecek aksiyon potansiyel siiresini azalttigini
gostermektedir. Potasyum kanal blokaji bu etkiyi tersine ¢evirir (Judge ve Bever
2006). Bir ¢aligma, dalfampridinin gii¢lii bir kalsiyum kanal aktivatorii oldugunu ve
dogrudan kalsiyum kanali beta alt birimi {izerinde hareket ederek sinaptik ve
noromiiskiiler fonksiyonu gelistirebildigini gostermistir (Wu ve dig. 2009). FDA
tarafindan MS semptomlarin1 azaltmak i¢in 22 Ocak 2010'da onaylanmigtir.

Dalfampridin’in gorsel fonksiyon ve motor becerileri gelistirdigi ve MS hastalarinda
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yorgunlugu hafiflettigi gosterilmistir. Yan etkileri bas donmesi, sinirlilik ve mide
bulantisidir ve tiim ¢aligmalarda yan etki insidansinin %5'ten az oldugu gosterilmistir
(Hersh ve Rae-Grant 2012). 4-AP ile tedavi edilen MS hastalar1 %29,5 ila %80
arasinda bir yanit orami sergilemistir. Belirtileri diizelse de, dalfampiridin MS'in
ilerlemesini inhibe etmez.

Daclizumab, NIMS hastasi olan yetiskinlerin tedavisinde kullanilan
terapotik bir monoklonal antikordur. T hiicrelerinin IL2 reseptoriiniin o- alt birimi
olan CD25'e baglanarak inhibe eder (Zhang ve dig. 2014). Subkiitan olarak
uygulanir. Klinik ¢aligmalarda yillik tekrarlanma oraninda %45, niiks eden hastalarda
%41, yeni lezyonlarda %54 azalma gostermistir (Lycke 2015). Ancak kanser,
karaciger enzimlerinde yiikselme, deri dokiintiileri, uykusuzluk, titreme, bas agrisi,
arteriyel hipertansiyon gibi yan etkileri bulunmaktadir. Nadir durumlarda, ilag
siddetli anafilaksiye neden olabilir (Milo 2014). Daha oOnce siklosporin ve
kortikosteroidler ile birlikte bobrek nakli yapilan kisilerin akut reddini 6nlemek igin
‘Zenapax’ ticari ismi altinda pazarlanmistir, ancak bu amagcla ilacin pazarlanmasi
piyasa talebinin  yetersizligi nedeniyle 2009'da  durdurulmustur, Mayis
2016’da ‘Zinbryta’ ticari adi ile MS tedavisi icin FDA (Amerikan Ila¢ Dairesi)
tarafindan onaylanmastir.

MS tedavisinde yakin zamana kadar kullanilan ilaglar sadece injeksiyon
velveya infiizyon yoluyla verilebilen IFN ve GA ile smirliydi. NIMS tedavisi i¢in
ilk sirada IFNB ve GA sayilabilirken, ikinci sirada mitoksantron ve natalizumab yer
alirdi. Mitoksantron ayni zamanda IIMS i¢in de onaylanmis bir ilagtir. Bugiin igin
BIMS tedavisi igin onaylanmis bir ilag yoktur. Mevcut MS tedavileri baslica
inflamatuvar  sitokin/kemokinleri hedeflemektedir. Ancak, ndrodejenerasyonu
Onlemeye veya onarimi arttrmaya yonelik yeni tedavilere de gereksinim
duyulmaktadir. Injeksiyon tedavisinin yaratabilecegi giicliikler ve sadece
inflamasyonu hedefleyen tedavilerin suboptimal olmasi nedeniyle, daha kolay
uygulanabilen ve daha genis etki spektrumuna sahip ilag arayislar1 halen stirmektedir.
Son zamanlarda pek c¢cok oral preparat Faz II ve Faz IIl arastrmalarda MS
hastalarinda incelenmektedir. FTY720, 2010 yili sonlarinda FDA tarafindan NIMS
icin onay alan ilk oral ilag olmustur. Daha sonra Avrupa Birliginde ve 2011 yilinda

Tiirkiye’de ruhsat almistir (Kappos ve dig. 2010).
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FTY720, ilk olarak sfingolipid benzeri olan ve Isaria sinclairii metaboliti
myriosinden elde edilmistir (Sekil 2), (Fujita ve dig. 1994; Adachi ve dig. 1995).
Mpyriosin diisiik derisimde bile bagisiklik sistemini inhibe etmektedir. Elde edilen bu
ekstrakt yaglanma karsit1 Ozellikleri nedeniyle geleneksel Cin tibbinda da
kullanilmistir (Yeh ve Weinstock-Guttman 2011).

NH fingolimod

20

‘;NH OH
OH 2

ISP-I (myriocin )

Sekil 2. FTY720 ve Myriocin’in kimyasal yapis1
FTY720 dogal sfingozinin yapisal analogudur. Sfingozin-1-fosfat (S1P),

inflamasyon ve onarimda Onemli rol oynayan dogal bioaktif sfingolipiddir.
Bagisiklik sisteminde S1P sinyalleri SIPI1R’lerine baglanarak bazi lenfositlerin lenf
nodlarindan disariya ¢ikisini diizenler (Massberg ve vonAndrian 2006; Mehling ve
dig. 2011). Bes adet SIPIR vardir; S1IPR1, lenfositlerde, noral hiicrelerde, endotel
hiicrelerde, monositlerde ve diiz kas hiicrelerinde bulunur. Lenfositlerin lenf
nodiillerinden ¢ikisinda, noral hiicre gogiinde, damar olusumunda, endotel bariyer
olarak, kardiyovaskiiler sistem ve sinir sistemi gelisiminde rol oynar. S1IPR2, MSS,
endotel hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde bulunur. Endotel bariyer olarak ayrica
duyma ve dengede rol alir. SIPR3 néral hiicre, endotel hiicre ve diiz kas hiicrelerinde
bulunur. Noral hiicre gogiinde ve endotel bariyel olarak rol alir. SIPR4 sadece
lenfositlerde bulunur. Lenfoid doku ekspresyonu, dendritik ve TH17 hiicre
modiilasyonu ve vazokonstriksiyonda rol alir. SIPR5, MSS, oligodendrositler ve
dogal oldiiriicti hiicrelerde bulunur. Oligodendriosit islevlerinde ve dogal Sldiiriicii
hiicrelerin goglinde rol alir (Subei ve Cohen 2015). FTY720 lenfositler ve noral
hiicreler {iizerindeki SIP reseptor modiilasyonunu gerceklestirir. FTY720 bes
S1PR’den (S1PR1, S1PR3, S1PR4, S1PR5) dordiine baglanarak l6kosit dolasiminda,

vazoregulasyonda, noral hiicre ve endotel hiicre islevlerinde ve kardiyovaskuler
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gelisimde rol oynar (Massberg ve vonAndrian 2006; Subei ve Cohen 2015). FTY720
lenfositler lizerindeki SI1P1 reseptdrlerini baskilayarak, lenfositlerin lenf dokusu ve
kan arasindaki S1P gradyam1 boyunca hareket etmelerine izin vermez, lenf
nodlarindan lenfositlerin ¢ikisin1 engeller (internalizasyon). Bu da otoreaktif T ve B
lenfositlerin MSS gibi inflamasyon bdlgelerine ulagmasini engeller. FTY720 sadece
lenfoid organlarda dolasan lenfositleri tutabilir (CCR7"). FTY720’nin tutabildigi
hiicre tipleri arasinda ‘native’ T hiicreleri, merkezi bellek T hiicreleri ve B hiicreleri
sayilabilir. Dokularda ve kanda bulunan efektor bellek T hiicreleri etkilenmez. MS
hastalarinin dolagimindaki IL17 tireten TH17 bellek T hiicre sayisini azaltir (Mehling
ve dig. 2011). Bu durumda proinflamatuvar TH17 hiicrelerin MSS’ye gegisini
azaltacaktir. FTY720 lenfositleri yok etmeden redistribusyona yol acar. Onemli
sayida lenfosit lenf nodu i¢inde hapsedileceginden, periferik kan lenfosit sayisinda
azalma goriilmesi farmakodinamik etkidir. Lenfosit sayisindaki diisiis ilk doz
uygulandiktan sonra birkag¢ saat i¢ginde ortaya ¢ikar ve yaklagik 1 hafta sonra en
diisiik diizeye ulasir. Tedavinin kesilmesinden sonra da lenfosit sayis1 yiikselmeye
baslayarak birka¢ hafta icinde normal degerlere ulasir (Kovarik ve dig. 2007).
FTY720’nin immiin sistem {iizerindeki etkilerinin yani sira noral hiicrelerdeki S1P
reseptorlerinin modiilasyonu ile de dogrudan MSS iizerinde olumlu etkilere yol
acmaktadir. Lipofilik 0Ozelliginden dolayr S1P reseptorlerinin  yaygin olarak
bulundugu MSS’ye kolayca gegebilir. Oligodendrosit ve astrositler tizerindeki S1P

reseptorleri ile etkilesir ve kalsiyum sinyalizasyonunu baslatir (Miron ve dig. 2008).

FTY720’nin preklinik caligmalar1 sican deneysel otoimmun ensefalomiyelit
(EAE) modeli tizerinde hem profilaktik hem de terapotik etkiye sahip oldugunu
gostermistir (Foster ve dig. 2009). FTY720’nin EAE’deki etkinliginde noral
hiicrelerdeki S1P1 reseptorleri de rol oynar (Chun ve dig. 2010). Noral hiicrelerden
S1P1 silinmesi sonucunda EAE skorlar1 azalir. Ayrica, SIP1 ‘knock-out’ farelerin
FTY720 ile tedavisi, lenfosit sayilarmi diisiirse de hastalik aktivitesinde daha fazla
azalmaya yol agmaz; bu da S1P1 reseptorlerinin MSS’deki roliinii diisiindiirmektedir
(Mehling ve dig. 2011).

FTY720’nin gerek preklinik gerekse yineleyici MS hastalarinda yiiriitiilen
Faz II ve Faz III calismalar1 oldukca yiiz giildiiriicii sonuglar vermistir. FTY720
kullanan hastalarda niiks oraninin yaklasik %50 azaldigmni ve engellilik ilerlemesini

yavaglattigin1 bildirilmektedir (Kappos ve dig. 2010). Ancak yapilan klinik
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calismalar sonucunda oldukga ciddi yan etkilere sahip oldugu goriilmiistiir. Kalp
krizi riski, yiiksek karaciger enzim diizeyleri, hipertansiyon ve cilt kanseri 6nemli

yan etkileri arasinda bilinmektedir (Kappos ve dig. 2010; Cohen ve dig. 2010).

FTY720’nin ilk oral ila¢ olmas1 ve etkinliginin yliksek olmasindan dolay1
bilim insanlar1 daha fazla etkilinlige sahip, daha az yan etkili FTY720 tiirevi ilaglar
aramaktadir. Yapilan bir ¢calisma FTY720 ve tiirevi bilesiklerin immiin hiicrelerde
TLR (Toll benzeri reseptdr) sinyal yolaginin diizenledigini gostermistir. Ruger ve
arkadaslar1 FTY720’ye fosforik asit ve fosforus asit ekleyerek iki farkli tiirev elde
etmigler ve bunlarin dendritik hiicre kalsiyum homeostazisini ve TLR4 sinyalini ve
antijene 6zgii CD4" ve CD8" lenfosit aktivasyonunu modiile etigini ve ayrica ST2-
EL4 hiicrelerinin 1L33 ile indiiklenen sitokin iiretimini azathgini gostermistir (Ruger
ve dig. 2014). Baska bir calismada FTY720'nin oksazolo-oksazol tiirevleri, endotel
hiicre permeabilitesini, immiin hiicre kemotaksisini ve EAE semptomlarini azatligini
gostermistir (Imeri ve dig. 2014). Bu iki tiirevin S1P3 ve fosfoinositid 3-kinazin
aktivasyonu yoluyla endotel hiicrelerine immiin hiicre yapigsmasini azaltarak genel bir

antienflamasyon potansiyeli sergilemektedir (Imeri ve dig. 2015).

MS tedavisinde oncelerde kanser tedavisi i¢in gelistirilmis ancak sonradan
MS hastaliginda kullanilan FDA onayli ilaglar da bulunmaktadir. Bu ilaglardan biri
sentetik piirin  niikleosit analogu Kladribin’dir  (2-kloro-2'-deoksiadenosin).
Kladribin, 16semi hastaliginin tedavisi igin piyasaya siiriilmiistiir, sonrasinda MS
tedavisi i¢cin kullanilmaya baslanmistir. Piirin niikleosit tasiyicilar1 araciligryla hiicre
icine alinir ve deoksisitidin kinaz tarafindan fosforile edilerek sitotoksik haline
dontistirilir (Hartung ve dig. 2010; Liliemark 1997). Her ne kadar kesin etki
mekanizmasi tam olarak tespit edilmemis olmasina ragmen, bulgular Kladribin’in
deoksisitidin ~ kinaz  tarafindan  niikleotidkladribin  trifosfat'a  (2-kloro-2'-
deoksiadenozin 5'-trifosfat-CdATP) fosforile oldugunu gostermektedir. CdATP,
deoksisitidin kinaz seviyeleri yiiksek ve deoksiniikleotidaz diizeyleri diisiik olan
lenfositler gibi hiicrelerde birikerek DNA zincir kiriklarinin olusumuna ve boylelikle
DNA sentezi ve tamirinin inhibisyonuna neden olur. Yiiksek CdATP diizeyleri ayn1
zamanda hiicre trifosfat deoksiniikleotid (dANTP) dengesinin bozulmasina bagli
olarak DNA zincirinde kirilmalara, DNA sentezi ve onariminin baskilanmasina,
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) ve ATP azalmasina neden olarak 16semik ve

neoplastik hiicrelerin 6liimiine neden olur. Ayrica, kaspaz-3 ve -9 aktivasyonu ile
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mitokondriyal aracilikli intrinsik apoptotik yolaginda aktivasyonunu saglayarak
apoptoza neden oldugu da gosterilmistir (Liliemark 1997; Cai ve dig. 2013; Singh ve
dig. 2012; Warnke ve dig. 2010).

Aslinda 16semi hastaligina karsi gelistirilen bir ilag olan Alemtuzumab,
NIMS formu i¢in potansiyel tedavi olarak ¢alisilan bir monoklonal antikordur. T ve
B lenfositlerinde ¢okga ifade edilen glikoprotein CD52 hiicre ylizeyini hedefler.
Baslangi¢ c¢alismalari  Alemtuzumab’in  bagisiklik sisteminin diger hiicrelerini
korurken, MS’de hiicresel hasardan sorumlu olabilecek T ve B hiicrelerini tiikettigini
gostermistir. En sik goriilen yan etkileri bas agrisi, ates, mide bulantisi, solunum ve

idrar yolu enfeksiyonudur.

Ayrica, kortikosteroidler bazen atak sirasinda bagisiklik baskilayici olarak
NIMS i¢in kullanilmaktadir. Su anda onaylanmus tiim MS terapilerinin bir sekilde
bagisiklik diizenleyici etkisi vardir ve bagisiklik aracili miyelin yikimimi engelleme
odaklhidir. Halbuki yeniden miyelinizasyon gibi zor olan ndrodejenerasyonu
Onlemeye veya onarmmi arttirmaya 0zgiin ajanlara ihtiyag¢ vardir ve yeni ¢aligmalar bu
alanlar1 kapsamaktadir. Bu sekilde BIMS ve INMS formlar1 igin de tedavi edici
ajanlar olabilecektir. Sekil 3’de MS immunopatofizyolojisi ve kullanilan ilaglarin

etki mekanizmalar1 gosterilmektedir.
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Sekil 3. NIMS immunopatolojisi ve ilaglarm etki mekanizmalar1 (Barten ve dig.
2010’dan alinmastir)

Goruldigi tizere giincel MS tedavileri niiksleri azaltma ve hastaligin
ilerlemesini yavaslatmada etkilidir, ancak bu tedaviler fonksiyonu geri kazandiric1 ya
da koruyucu degildir. MS'de karsilanmamis ihtiyaglar i¢in tiim MS formlarinda
ndroprotektif veya remiyelinizasyon 6zelliklere sahip, gelismis etkinlik ve giivenlik

profilleri gosteren yeni ajanlara ihtiya¢ vardir.

2.5  Multipl Skleroz Tedavisinde Kullanilan ilaglarin Giivenirligi

1993 oncesi MS’e etki edecek hicbir ilag yoktu ve hastalarm biiyiik
cogunlugu 6nemli sakatliklar ve kalic1 hasarlara maruz kaliyordu. Bununla birlikte
giiniimiize kadar yapilan calismalar neticesinde artik oral kullanilan ilaglar dahi
olmasina ragmen su ana kadar kullanilan ilaglar arasinda etkinligi iyi olup yan etkisi
az olan bir ilag halen yoktur yani hastaligin kesin tedavisi yoktur ve ¢aligmalar halen
devam etmektedir (Coles 2005). Bununla birlikte, gliniimiizde MS’in semptomatik
tedavisinde kullanilan, hastaligi modifiye edici ilaclar etkinlik ve gilivenilirlik

yoniinden dikkate alinmalidir (Sekil 4).
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Sekil 4. Etkinlik ve giivenilirligine gore Multipl Skleroz i¢in kullanilan ilaglarin
siiflandirilmasi (Coles 2005).

2.6 G Proteine Bagh Reseptorler (GPCR)

Insan genomunda yaklasik 800 farkli gen tarafindan kodlanan G protein-
bagl reseptorler (GPCR) bilinen en genis sinyal proteini ailelerinden birini
olusturmaktadir. Bu reseptorler cesitli uyaranlar (odorant molekiiller, peptitler ve
peptit olmayan norotransmiterler, hormonlar, biiyiime faktorleri ve lipitler vs.) ile
aktive olurlar (Marinissen ve Gutkind 2001). Giiniimiizde kullanilan ilaglarin
%50’sinin  hedefi durumundadir. Bu nedenle, GPCR ailesi ila¢g arastrma ve
gelistirme c¢aligmalarinda oldukca yogun bicimde incelenmektedir. Cesitli ¢aligmalar
GPCR ailesinden olan adenozin reseptorleri, adrenerjik reseptorler, kanabioid
reseptorler, kemokin reseptorleri, lokotrien reseptorleri, opinoid reseptorler,
sfingozin 1 fosfat reseptdrleri ve daha bircok reseptdriin MS patogenezinde dnemli
rol oynadigini gostermistir (Du ve Xie 2012; Spiegel ve Milstien 2000; Vallejo ve
dig. 2004; Sacerdote 2006; Bajetto ve dig. 2001).

G proteini alfa (Ga), beta (GB) ve gama (Gy) alt birimlerinin birlesmesinden
olusan heterotirimerik yapida bir proteindir. Insan genomunda Go’nm 21 farkl,

GP’nin 6 farkli, Gy’nin 12 farkli alt tinitesi bulunmaktadir. Her bir G proteini igerdigi
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a alt birimine gore karakterize edilir ve Gs, Gi, Gq ve G12 olmak iizere dort gruba
ayrilmaktadir. Tiim alfa alt birimleri helikal ve GTPaz bolgesinden olusur. GTPaz
bdlgesi evrimsel olarak korunmustur (Downes ve Gautam 1999). Ayrica proteinin
GTPaz bolgesi GTPaz aktivitesi icermesinin yan1 sira GPy alt birimlerinin,
reseptoriin - ve efektér proteinlerin o alt {nitesine baglanmasi i¢in alan
olusturmaktadir. Helikal bdlge ise G proteinlerinin a alt biriminde bulunur. Cesitli
mutasyon c¢aligmalar1 bu bdlgenin proteinin aktivasyon mekanizmasinda onemli rol

oynadigini géstermistir (Oldham ve Hamm 2006).

G proteinleri reseptdrden aldiklar1 sinyalleri kenetli olduklar1 efektor
proteinlere aktarirlar. Gq fosfolipaz C enzimini aktive ederek inositol-3-fosfat ve
diagilgliserol olusumuna neden olur. G12 proteinleri, JNK yolagmi aktifleyerek
sinyalleri iletmektedirler. Gi, adenilat siklaz enzimini inhibe ederek hiicre i¢i cAMP
miktarinin azalmasina neden olurken, Gs proteini, adenilat siklaz enzimini aktive
ederek hiicre i¢i cAMP sentezinin artmasina neden olur (Kukkonen ve dig. 2001;

Juneja ve Casey 2009).

G proteini hiicre membraninin i¢ yliziinde uyaranin olmadig1 zaman Ga alt
tinitesinde guanozin difosfat (GDP) bagh inaktif durumda heterotrimerik formda
bulunmaktadir. Hiicre dig1 bir uyaran ile aktive oldugunda reseptér G proteini ile
etkilesir ve Ga alt linitesindeki GDP, GTP ile yer degistirir. GTP’nin Ga alt {initesine
baglanmasi ile G proteini Ga (GTP) ve Gy olarak ikiye ayrilir. Bundan sonra Ga
(GTP) ve Gy ayr1 ayr1 gesitli efektor proteinler ile (adenilat siklaz, fosfolipaz C vs.)

etkileserek bu proteinlerin aktivitelerini diizenlerler (Sekil 5).

\ Hiicre dis1 uyaran

GDP-GTP degisimi

ﬁﬂﬁ&% - Cﬂﬁﬁnﬁ@ a4
ﬁ'm&, =

GTPase

Sekil 5. G proteinin aktivasyonu
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Sinyal proteinin kendi GTPaz aktivitesi ile Ga alt birimine bagli GTP’nin
GDP’ye hidrolize olmast ve o ve Py alt birimlerinin yeniden birlesmesiyle
sonlandirilir. Ortamda aktif reseptdr bulundugu siirece ve bir uyaran oldugu siirece
bu dongii devam eder (Gilman 1987; Oldham ve Hamm 2006). G proteinin
aktivasyon ve inaktivasyon dongiisiiniin diizenlenmesiyle ilgili son yillarda yapilan
calismalarda “Regulator of G protein Signaling” (RGS) ve “Activator of G protein
Signaling” (AGS) gibi proteinlerin de rol oynadigini gdstermistir (Dohlman ve
Thorners 1997).

2.7 Tezin Amaci

[la¢ kullanimlarinda goriilen yan etkiler ve ekonomik nedenlerden dolay1
bilim adamlar1 ve 6zel sektor ¢alisanlar1 yeni ilag arayisina girmislerdir. Bu amagla
bu tezde FTY720 tiirevi bilesikler teorik c¢aligmalar (docking) ile belirlenip
sentezlendikten sonra biyolojik etkinlikleri incelenmistir. Sentezlenen bilesiklerin
MS hastaligina karsi etkileri insan ndroblastom hiicre hattinda S1P reseptorlerine
baglanmalari, S1P ile ayni1 aileden (GPCR) olan diger reseptorlere baglanmalari ile
ayni zamanda MS ile ilgili oldugu bilinen bir dizi diger gen {lizerine olan etkileri test
edilerek belirlenmistir (Cyster ve Schwab 2012; Bode ve Griler 2012; Whitney ve
dig. 1999; Lock ve dig. 2002; Mycko ve dig. 2003; Tran ve dig. 2002; Zhou ve
Elledge 2000; Schulze-Osthoff ve dig. 1998; Green 2000; Kranenburg ve Moolenaar
2001; Marmissen ve Gutkind 2001; Emanuelsson ve Norlin 2012).

Bu tezde, MS calismalarinda uygunlugu literatiirde ¢esitli caligmalar ile
gosterilmis olan hiicre hatti (insan noroblastom—SK-N-SH) kullanilmistir. Bu amagla
FTY720 tiirevi bilesikler i¢in Oncelikle GPCR aracili immiinmodiilator
/immiinsupresif etkileri belirlemek lizere S1P ailesini de iceren 84 adet gen iizerine
etkileri belirlenmistir ¢linkii immiinmodiilatér/immiinsupresif ajanlar i¢cin bu
reseptorler temel aracilardir. Ayni hiicre hatlarinda es zamanli olarak, hiicre ici
CAMP ve CRE (cAMP yanit elementi) miktar1 dlgiilerek degisik etki diizeyleri de
saptanmustir. Boylelikle daha kesin veriler elde edilmesi saglanmistir ¢iinkii bu
bilesiklerin temel mekanizmasi bu yolak iizerinden ger¢eklesmektedir. Daha sonra da
MS iizerine biyolojik etkinlikleri saptamak amaciyla yine aym hiicrelerde MS ile

iliskisi saptanmis olan 84 adet genin ifade diizeyleri belirlenmistir. Boylelikle, ilk
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asamada reseptOr iligkisi saptanan bilesiklerin MS iligkisi de netlestirilmis ve tam

tanimlanmaistir.

Bu tez ile birlikte antagonist, antitiimdr, imminsiipresif gibi etkiler
gosterebilecek, etkinligi yiiksek, yan etkileri mevcut diger ilaglara gore az olan
sfingolipid tiirevi ilaglarin literatiire kazandirilmas1 amaglanmaktadir. Ayrica uzun
vadeli hedefler arasinda bu spingolipid tiirevi ilaglarin iiretimini ticari Olgege
getirerek Tirk ilag sektoriine sunmak yatmaktadir. Literatiirde benzer olarak
sentezlenmis bilesikler bulunmasma ragmen onerilen bilesiklerin tamami yenidir.
Ayrica, sentezlenmis benzer bilesiklerin bu tez Onerisinde ortaya konuldugu gibi
genis biyolojik etkinlik ¢alismalar1 da genelde yapilmamis ¢ok az sayidaki parametre
(genelde ana etkinlik yontemleri) ile degerlendirilmistir.

Cok yaygin bir sekilde goriilmekte olan MS hastaliginin glinlimiizde tam
olarak bir tedavisi bulunmamaktadir. Bu agidan yeni tedavi yontemleri ve mevcut
ilaglarin 1iyilestirilmesi olduk¢a Onem tasimaktadir. Ayrica MS hastaliginin
tedavisinde kullanilabilecek yeni ilaclarin bu tiir sentezleriyle ilgili herhangi bir
calisma iilkemizde yapilmamaktadir. Sentezlenecek bilesiklerin biyoetkinliklerinin
incelenmesi sonucu olumlu 6zellikleri olanlar, daha ileri arastirmalarin ardindan MS
hastaliginin tedavisinde kullanilabilecek yeni ilag hammaddeleri olarak literatiirde

yer alabileceklerdir.
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3. MATERYAL VE METHOD

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Fetal Dana Serumu (Sigma-Aldrich, F9665), Tripsin-EDTA (Sigma-
Aldrich, T4049), Kilo Green 2X gPCR Master Mix (ABM, ET795249), EMEM
(Sigma-Aldrich, M4655), Penisilin-Streptomisin (Sigma-Aldrich, P4333), FUGENE
HD Transfeksiyon Kiti (Promega, E2311), Dual-Glo Lusiferaz (Promega, E2920),
Qiagen RNeasy Plus Universal Kit (73404), Easy Script Plus cDNA Sentez Kiti
(ABM, G236 ), 100 b¢ DNA Yiiriitme Boyast (Fermentas, SM0323), 6X DNA
[zleme Boyas1 (10 mM Tris-HCL, %0,03 Bromfenol Blue, %0,03 Ksilen Siyanol FF,
%60 Gliserol, 60 mM EDTA ile 10 ml olacak sekilde hazirlandi), Agaroz (Sigma,
A9539), DEPC (Sigma, D5758), Etanol (Riedel, 071029) (%70 konsantrasyonunda
etanol kullanilmistir), Etidyum Bromiir (Sigma, E8751), Asetik Asit ( Sigma,
27225), Bromfenol Mavisi (Sigma, B6131), Trizma Base (Sigma, A2264), Ksilen
Siyanol FF (Sigma, X4126), EDTA (Sigma, 03620), Gliserol (Sigma, G2289),
Kloroform (Sigma, C2432), Forskolin (Santa Cruz, sc3562), Dimetilsiilfoksit
(DMSO) (Sigma, D4550), Kristal Viyole (Fluka, 61135), Sodyum Sitrat (Sigma,
S1804), Hidroklorik asit (HCI) (Riedel, 7102), cAMP Direct Immunoassay Kit
(BioVision, K371)

3.2 Method

3.2.1 ‘DOCK’ Cahsmalari ve FTY720 Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

MOE bilgisayar programi (stirim 2013.0802, Chemical Computing
Grouplnc., Montreal, Kanada) kullanilarak toplam 62 FTY720 serisi molekiiliiniin
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3D yapilar1 olusturuldu. Molekiiller ‘docking’ ¢aligmalar1 i¢in uygun multi-mol2
dosyasma c¢evrildi. RCSB protein veri bankasindan (Protein Data Bank; PDB veri
bankasi)) 2 adet hSI1PIR kristal yapisi elde edildi. Molekiiler modelleme
caligmalarimizda FTY720 seri maddeleri, iki hS1PIR kristal yapilarma GOLD Suite
programi (siirim 5.2, CCDC, Birlesik Krallik) ve ChemScore fonksiyonu
(scoringfunction) kullanilarak ‘dock’ edildi. ‘Docking’ sonuglar1 ligand se¢me
kriterlerine gore inceledi ve hSIP1R’ye karsi yiiksek ilgi duymasit Ongoriilen
maddeler sentez i¢in secildi. Sentezleri tasarlanmis bilesik i¢in yapilan bilgisayarli

hesaplamalar sonucu etkin olma olasilig1 ortaya ¢ikan bilesik sentezlendi.

‘Dock’ c¢alismalar1 Bezmiidlem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakoloji Ana Bilim Dalinda Dog. Dr. Atilla Akdemir’in laboratuarinda, FTY720
tirevi bilesiklerin (F1-12h (2-amino-2-(2-(1-oktil-1H-tetrazol-5-il)etil)propan-1,3-
diol hidrokloriir) ve F2-9 (3-amino-3-(hidroksimetil)-1-(4-(1-oktil-1H-tetrazol-5-
yl)fenil)butan-1,4-diol hidrokloriir)) sentezi Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Boliimii Organik Kimya Ana bilim dalinda Prof. Dr. Yilmaz Yildirr’in
laboratuarinda, biyolojik etkinlik ¢alismalar1 Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Prof. Dr. Alaattin SEN’in Molekiiler Toksikoloji ve
Biyokimya laboratuarinda gergeklestirildi. Hesaplanan teorik sonuglara gore etkin

c¢ikan bilesiklerin yapis1 Sekil 6 ve 7°de, sentezi Sekil 8 ve 9’da verildi.

Hesaplamah Teorik Sonug¢lara Gore Etkin Cikan Bilesikler:

HO N—N\
\
/ N
HCI.H,N i
I
OH CgHiy
F,-12(11)

Sekil 6. F1-12h yapis1
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Sekil 7. F2-9’un yapis1
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\
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|
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Sekil 8. F1-12h’1n sentezi, 2-amino-2-(2-(1-oktil-1H-tetrazol-5-il)etil)propan-1,3-

diol hidrokloriir.
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Sekil 9. F2-9h sentezi, 3-amino-3-(hidroksimetil)-1-(4-(1-oktil-1H-tetrazol-5-
yl)fenil)butan-1,4-diol hidrokloriir.

3.2.2 Hiicre Kiiltiirii Cahismalar:

3.2.2.1 Besiyeri Hazirlanisi

Tezde kullanilan hiicre hatlari, iiretici firma, {irlin numarasi, hiicre hattmin
elde edildigi organizma ve doku, biiyiime 6zelligi, kullanilan besiyeri, antibiyotik ve
serum ihtiyaci, saklama kosullar1 Tablo 1’de verildi.

SK-N-SH (insan néroblastom hiicre hatt1) ve HEK-293 (insan embriyonik
bobrek hiicre hatt1) hiicreleri icin EMEM besiyeri hazirlandi. Besiyerinin i¢ine %1
antibiyotik (Penisilin-Streptomisin) ve %10 Fetal Dana Serum (FBS) ilave
edildikten sonra +4°C da sakland1. Besiyeri kullanilmadan 30 dakika dnce +4°C’dan
¢ikartilip 37°C olan su banyosunda 1sitilip kullanildi.

Tablo 1. Tezde kullanilan hiicre hatlar1, 6zellikleri ve ihtiyaglar

Uriin Hiicre Biiyiime
Firma | Numarasi | Organizma Hatti Doku Ozelligi | Besiyeri | Antibiyotik | FBS Saklama
ATCC | HTB-11 Insan SK-N-SH | Noroblastom | Adherent | EMEM %1 %10 | %5 DMSO
CRL- Embriyonik
ATCC 1573 insan HEK-293 Bobrek Adherent | EMEM %1 %10 | %5 DMSO
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3.2.2.2 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Deneylerimizde kullandigimiz hiicre hatlar1 haftada iki kez diizenli
pasajlandi. Uretim sirasinda kontaminasyonu onlemek amaciyla filtre kapakh hiicre
kiiltiir kaplar1 kullanildi. -80°C’de %10 Dimetilsiilfoksit’te (DMSQO) kuru buz
icerisinde donmus olarak gelen hiicreler, 37°C’de eriyene kadar bekletilip, eridikten
sonra hiicre kiiltiir kaplarma ekildi ve tizerine 10 ml uygun besi ortami eklenerek
37°C’de, %5 CO, ve %95 nem igeren ortamda 1 giin inkiibe edildi. Ertesi giin
DMSO’dan kurtarmak i¢in hiicre kiiltiir kaplarindaki besiyeri degistirildi. Besiyeri
pipetle uzaklastirildiktan sonra hiicreler bir kez Ca™ ve Mg™™ tuzlar1 igermeyen steril

PBS (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikand.

3.2.2.3 Hiicrelerin Pasaji

Hiicrelerin cogaltildig: kiiltiir kaplarinda, hiicreler tek tabaka olduklarinda
pasajlar1 yapildi. Pasaj islemi i¢in 6ncelikle kiiltiir besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra
hiicreler 2 ml %0,25°1ik tripsin ile yaklasik 5 dakika muamele edildi ve hiicrelerin
yiizeyden ayrilmalar1 saglandi. Siispansiyon haline getirilen hiicreler steril santrifiij
tiipline alindiktan sonra tripsinin inaktif hale gelmesi i¢in iizerine 2 ml uygun
besiyeri eklendi. Pelet {izerine 1 ml besi ortamu eklenerek, ependorfta hazirlanan
trapan mavisi (1:1000) ve hiicre karisimi (1:1) thoma laminda sayild1 ve hiicreler

deney plania gore ekim i¢in hazir hale getirildi.

3.2.2.4 SK-N-SH Hiicrelerinde Sitotoksisite Calismalari

Hiicrelerinin biiyiime ve gelismesi saglanip, yeterli stok sayisina ulasildiktan
sonra bu hiicreler kullanilarak sitotoksisite ¢aligmalar1 gergeklesti. FTY720, F1-12h
ve F2-9 bilesikleri sitotoksisite deneyi i¢in uygun ¢oziicii (su) ile ¢oziildiikten sonra
steril etmek i¢in 0,2 mikronluk filtrelerden geg¢irildi. Bilesikler 9 farkl
konsantrasyonda (0,25 uM; 0,5 uM; 0,1 uM; 2,5 uM; 7,5 uM; 10 uM; 12,5 uM; 15
uM; 20 pM) hazirland1 ve uygulandi. Kontrol grubu hiicrelerine ise sadece uygun
besiyeri kullanildi. FTY720, F1-12h ve F2-9 bilesikleri ig¢in ¢aligmalar SK-N-SH
hiicre hattinda gerceklestirildi.
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Sitotoksisite i¢in bilyiitiilen yapisan hiicreler tripsin ile kaldirildi. Tripsin ile
kaldirilmis olan hiicreler 15 ml’lik steril tiiplere alinip, 2.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant atilip, dibe ¢oken hiicreler 1 ml besiyeri i¢inde ¢oziiliip,
ependorfta hazirlanan trapan mavisi ve hiicre karisimi (1:1) thoma laminda sayildi.
Hiicre sayis1 hesaplandiktan sonra her kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 96
kuyulu plakalara ekildi ve plakalarin tizeri toplamda 200 ul olacak sekilde besiyeri
ile tamamlandi ve 24 saat hiicrelerin plakaya yapismast i¢in %5’lik CO;
mkiibatoriinde, %95 nem ortaminda bekletildi.

Hiicreler plakaya yapistiktan sonra 9 farkli konsantrasyonda hazirlanmis
FTY720, F1-12h ve F2-9 24 saat hiicrelere maruz birakildi. 24 saatin sonunda 96
kuyulu plakadaki besiyeri uzaklastirildi. Her kuyucuk 100 pl kristal viyole ile
boyanip 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Plaka ¢esme altinda tutularak boya
uzaklastirildi. Her kuyucuga 100 pl 0,1 M %50 etanol igindeki sodyum-sitrat eklendi
ve 15 dakika 100 rpm’de calkalandi. Olusan renk 630 nm’de plaka okuyucuda
okundu.

Degisik konsantrasyonlardaki bilesikler ile muamele ettigimiz gruplar
kontrol grubu ile karsilagtirarak, degisik dozlarin hiicre canliligmma olan etkileri
saptandi. Deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirildi. Biyoetkinlik testlerinde
kullanilacak toksik olmayan en yiiksek giivenilir dozu olan EC05 ve EC10 dozlarmin

kullanilmasina karar verildi.

3.2.2.5 SK-N-SH Hiicre Hattina Bilesiklerin Uygulanmasi

SK-N-SH hiicrelerinde FTY720, F1-12h ve F2-9’un ECO05 ve ECI0
degerleri sitotoksisite deneyi ile belirlendikten sonra bu dozlarin uygun hiicre
hatlarinda belirlenen MS ve GPCR genlerinin ekspresyon diizeylerindeki etkisini test
etmek, CAMP aktivesini ve miktarin1 belirlemek ic¢in bilesikler hiicre kiltiiri
ortaminda steril sartlarda hiicrelere uygulandi. Bunun i¢in 10 mm petrilere 10° hiicre
ekildi ve bir giin inkiibasyonun ardindan belirlenen dozlar bu hiicrelere uygulandi. 24

saatin sonunda hiicreler deney prosediiriiene uygun olacak sekilde toplandi.
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3.2.2.6 RNA izolasyonu

RNA, “Qiagen RNeasy Plus Universal Kit” kullanilarak iiretici firmanin
talimatlar1 dogrusunda izole edildi. RNA izolasyonu i¢in hiicreler uygulama
yapildiktan 24 saat sonra 600 ul ‘Qiazol Lysis Reagent’ ile toplandi. ‘Qiazol Lysis
Reagent’ ile toplanan hiicreler 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
tizerine 100 pl kit icinde bulunan ‘gDNA Eliminator’ soliisyonundan eklendi ve 15
saniye karistirildi. Daha sonra 180 pl kloroform eklenip ve tekrar karistirildiktan
sonra 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda 12.000 xg’de ve
+4°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Ust faz 2 ml’lik steril ependorf tiipe topland: ve
alman st faza esit miktarda %70 etanol eklenip iyice karistirildi. Karisim ‘RNeasy
mini spin’ kolona eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de santrifiij edildi ve alta gecen
kisim dokiildii. Kolunun tizerine 700 pl kit icinde bulunan yikama tamponu ‘RWT’
eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de santrifiij edildi. Alta gegen kisim dokiiliip kolonun
iizerine 500 pul kit i¢cinde bulunan yikama tamponu ‘RPE’ eklendi ve 30 saniye 9.000
xg’de santriflij edilip, alta gecen kisim dokiildii. Kolon {izerine tekrar RPE tamponu
eklendi ve 2 dakika 30 saniye 9.000 xg’de santrifiij edildi ve alta gecen kisim
dokiildii. Son olarak kolon yeni tiipe alind1 ve {izerine 50 pl RNaz igermeyen su
eklendi ve 1 dakika 15 saniye 9.000 xg’de santrifiij edildi. Elde edilen RNA kalitesi
agaroz jel elektroforezinde gorintiilendi ve konsantrasyonlar1 nanodrop

(MaestroNano) cihazinda olciildii.

3.2.2.7 Total RNA’nmin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

Izole edilen RNA’lar %1’ lik agaroz jel hazirlanarak Thermo yatay agaroz
jel elektroforezi ile yiiriitildi. %1’ lik agaroz jel, Tris-Asetik asit-EDTA (TAE)
tamponu ile hazirlandi. Agaroz ¢oziinene kadar mikrodalga firinda kontrollii bir
sekilde 1sitma islemi yapildi. Coziinme isleminden sonra agaroz soliisyonu
sogutularak tizerine 1 pL Etidyum bromiir (EtBr) eklendi ve elektroforez tablasina
dokiilerek kat1 hal olusuncaya kadar beklendi. Kat1 hal alan agaroz jel, elektroforez
tankina kuyucuklar RNA’nin ‘— den +’ ya yiiriiyebilmesi i¢in elektroforezin (-)
kutbuna dogru yerlestirildi. Elektroforez tanki RNA’y1 yiiriitmek i¢in 1X TAE
yiiriitme tamponuyla dolduruldu. 3 pLL RNA 6rnegi, 5 pL steril su ve 2 ul yiiriitme
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boyasi ile muamele edilerek mikropipet ile jelde bulunan kuyucuklara yiiklendi.
Elektroforez gii¢ kaynagina baglandi ve 90 volt, maksimum 500 mA’de 45 dakika
boyunca yiiriitiildi. Yiiritme bitince jel UV transilluminatérde goriintiilenip ‘DNR
LightBis Prolmage Analysis System’ (DNR Biolmaging System Ltd. Jerusalem,

Israel) cihazinda fotograflandi.

3.2.2.8 cDNA sentezi

cDNA sentezi ‘Easy Script Plus cDNA sentez kiti’ ile oligo d(T) primeri ve
Ters Transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
gerceklestirildi. ¢cDNA sentez karigim prosediirii Tablo 2’de verildi. Karigim
hazirlandiktan sonra cDNA sentezi i¢in 50°C’de 1 saat inkiibe edildi ve siire
sonunda, enzimi inhibe etmek i¢in 85°C’de 5 dakika bekletildi. Sentezlenen
cDNA’lar, RT-PCR yapmak iizere -80°C muhafaza edildi.

Tablo 2. cDNA sentez karigimi

Hacim Son konsantrasyon
Total RNA Degisken 2 ug
Oligo(dT) Primer 1wl 0,5 uM
dNTP karisimi (10 mM) 1w 500 uM
5 X RT tamponu 4 ul 1X
Easyscript plus RTase (200U/uL) 1l 200 U
RNAaz icermeyen su Degisken
Son hacim 20 pl

3.2.2.9 Primer Dizayni

Literatiir, GenBank/EMBL veri bankalar1 ve Harward primer bank taranarak
MS ve GPCR genleri ile iligkili oldugu bilinen uygun primer dizileri belirlendi.
Pubmed’in niikleotit blast boliimiinde taranip erisim numaralar1 belirlendi.
Giivenirligi artirmak i¢in Pubmed’in primer blast boliimiinde erisim numaralari ile
uygun organizma secilip tarandi. Sicaklik genellikle 57°-60°C secildi. Yanhs eslesme
yapip yapmadigma, GC oranm %50 ilizerinde olmasma dikkat edildi. Segilen

primerlerin en fazla 300 bp biiyiikliiglinde olmas1 saglandi. Yanlis yapmamak i¢in
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Pubmed’in primer blast boliimii tekrar agilip forward ve revers primer yazildi,
organizma se¢ildi ve dogru gen bdlgesi olup olmadig1 kontrol edildi. Her bir gen i¢in
tek tek bu islem yapilmasma ragmen yaklasik 30 adet gen dogru bdlgelere
baglanmadi ve yeniden baska diziler taranarak yukaridaki islem tekrar edildi. ikinci
tekrardan sonra yaklasik 10 adet gen yine ¢alismadi ve islem tekrar edildi ve tim
genler calisti. Primer dizayni ve sentezi i¢in yaklasik 6 ay zaman harcandi. Primer
sentezi Sentromer (Alfagen) firmasmna yaptirildi. Primerlerin isimleri Ekler Tablo
A.1 ve Tablo A.2’de, bu primerlerin niikleotid dizileri, uzunluklari, kodlar1 ve

yapisma sicakliklar1 Ekler Tablo A.3 ve Tablo A.4’de verildi.

3.2.2.10 Kantitatif Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(QRT-PCR)

Belirlenen genlerin mRNA diizeyleri qRT-PCR yontemi ile kantite edildi.
Bu amagla genler i¢in ayr1 ayr1 polimeraz zincir reaksiyonu sicakliklari optimize
edildi. Tiim genler icin kopya sayis1 dongii sayisi iliskisinin dogrusal olmasi i¢in
dongii sayis1 35 olarak belirlendi. PCR kosullar1 Tablo 3’de; sicaklik, dongii ve
zamanlar1 ise Tablo 4’de verildi. PCR reaksiyonu i¢gin ABM firmasinin irettigi

‘KiloGreen 2X qPCR Mastermix’ kullanildi.

PCR iirlinlerinin 10 pl’si %1’lik agaroz jelde 90 Volt, maksimum 500
mA’de 45 dakika siiresince yiiriitiildii ve yiiritme bitince jel UV transilluminatérde
EtBr boyamayla bantlar gozlemlenip DNR LightBis Prolmage Analysis System
(DNR Biolmaging System Ltd. Jerusalem, Israel) cihazinda fotograflandu.

Tablo 3. RT-PCR kosullar:

PCR Reaksiyon Karigimi
Kilo Green 2X Master Mix 12,5 ml

Ileri Primer 0,6 ml

Geri Primer 0,6 ml

cDNA 5 Ml (1:10 seyreltilmis)
dH:0 1,3 ml
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Tablo 4. PCR sicaklik, dongii ve zamanlari

kullanilarak analiz edildi ve ‘house keeping’ gen olan beta aktin (ACTB), Beta-2
mikroglobulin (B2M) ve Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH)  kullanild.
Sonuclar ACTB’ye gore normalize edildi. Her gen i¢in ayr1 ayr1 amplifikasyon
analizi ile standart kalibrasyon egrisi olusturuldu ve erime egrisi analizleri yapildi
(Sekil 10-12). Amplifikasyon sonucunda elde edilen Ct (threshold) degerleri

kullanilarak genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinde bilesiklerin uygulamasi

PCR Kosullar1
On Denatiirayon 94°C 5 dakika
Denatiirasyon 94°C 1 dakika
Yapisma X°C 1 dakika
Uzama 72°C 1 dakika
Dongii Sayisi 35 Dongii

sonucunda meydana gelen degismeler belirlendi.

oK~

sK-

FK-

Gergek zamanli PCR sonucunda elde edilen sonuglar Exicycler 3 programi

Sekil 10. Amplifikasyon egrisi
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Std_SYBR_GREEN : ¥ = -0.2914X + 12,1912 R~2: 0.9767 Effii96%

Sekil 11. Standard kalibrasyon egrisi

Sekil 12. Erime egrisi analizi

3.2.2.11 Hiicre ici cAMP Diizeyinin Belirlenmesi

cAMP tayini {iretici firmanin (BioVision) Onerdigi talimatlara gore
gerceklestirildi. Buna gore hiicrelere FTY720 ve tiirevi bilesikler SK-N-SH
hiicrelerine uygulandiktan 24 saat sonra 1 ml 0,1 M HCI eklenip, 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra hiicre toplayici ile hiicreler toplandi, pipeta]
yaparak hiicrelerin homojen olmasi saglandi. En yiiksek hizda 10 dakika santrifiij
edildi, siipernatant kullanild1. Orneklerden 100 ml ependorf tiiplere koyuldu. Her tiipe

31



kit icinde bulunan ‘Neutralizing Buffer’’dan 50 ml eklendi. ‘Aceltylating Reagent
Mix’ hazirlandi ve her tiipe 5 ml eklendi. Koyar koymaz 2-3 saniye karistirildi ve 10
dakika oda sicakliginda beklendi. 845 ml ‘1 X Assay Buffer’ her tiipe eklendi.
Orneklerden protein G kapli 96 kuyulu plakaya 50 ml eklendi. 10 Ml ‘Reconstituted
cAMP’ her kuyuya eklendi. Hafif calkalanarak 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
Her kuyuya 10 pl cAMP-HRP eklendi. Hafif ¢alkalanarak 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. 200 pl ‘1 X Assay Buffer’ eklenerek kuyular yikandi. Bu islem 5 defa
yapildi. 100 pl ‘HRP developer’ eklendi ve 1 saat oda sicakliginda galkalandi.
Reaksiyonu durdurmak i¢in 100 pul 1 M HCI eklendi ve 450 nm‘de plaka okuyucuda
okundu. Deneyde kontrol olarak forskolin kullanildi. Forskolin 100 mM ana stok
DMSO i¢inde hazirlandi. Buradan hiicrelere son konsantrasyon 0,1 mM olacak

sekilde uygulandu.

3.2.2.12 Lusiferaz Deneyi

cAMP yanit elementi (CRE)’ nin aktivitesini belirlemek amaciyla CRE ve
lusiferaz normalizasyonu i¢in Renilla geni iceren pGL4.29 [luc2P/CRE/Hygro]
plazmiti (Sekil 13) ‘Fugene HD’ reaktifi kullanilarak HEK293 hiicrelerine transfekte
edildi. 24 saat transfeskiyon sonunda hiicrelere FTY720 ve tiirevleri uygulandi.
Pozitif kontrol olarak forskolin kullanildi. 18 saat stimiilasyon sonrasi Dual-Glo
Lusiferaz deney sistemi ile lusiferaz ve Renilla aktiviteleri ‘Synergy HTX’
luminometre (BioTek) kullanilarak 6lgiildii. Lusiferaz aktivitesi Renilla aktivitesi ile

normalize edildi.
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Synthetic poly(A) signal/
transcriptional pause site CRE
(for background reduction)

Minimal promoter

luc2P

pGL4.29[/uc2P/CRE/Hygro]
Vector
(6084bp)

EcoRl 1865

SV40 early

Sall 3868 / enhancer/ SV40 late
Hyg' promoter poly(A) signal
Synthetic <
=
poly(A) BamHI 2263 3

Sekil 13. pGL4.29 [luc2P/CRE/Hygro] vektor haritasi

3.2.2.12.1 Transfeksiyon

HEK-293 hiicreleri 75 cm? hiicre kiiltiir kaplarina ekildikten sonra hiicre
kiiltiir kabmi yaklasik %75°lik alanin1 kaplayacak sekilde biiyiimesi beklendi.
Yaklasik 24 saatlik siire sonunda hiicreler tripsin ile toplandi (Bolim 3.2.2.2°de
detayli anlatilmistir). Canli hiicreler trapan mavisi ile sayildiktan sonra (Boliim
3.2.2.3°de detayli anlatilmistir) 96 kuyulu plaklara 90 ul besiyerinde 10 hiicre
olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin yapismasi i¢in CO, inkiibatdriinde 37°C°de 24 saat
bekletildi. inkiibasyon sonunda FTY720 ve tiirevlerinin belirlenen EC05 ve EC10
dozlar1 ekilen hiicreler uygulandi. Kontrol olarak 1 mM forskolin uygulandi. 24 saat
inkiibe edildi, inkiibasyon sonrasinda DNA transfeksiyon karisimi hazirlandi. Bunun
icin 10 pl EMEM 0,2 pg pGL4.29 plazmit DNA ile 15 dakika inkiibe edildi. 0,7 pl
Fugene HD reaktifi eklendi. DNA transfeksiyon karigimi bir giin 6nce ekilen
hiicrelere 10 pl uygulandi, 37°C’de 18 saat inkiibe edildi.

3.2.2.12.2 Lusiferaz Aktivitesinin Olciilmesi

Lusiferaz aktivitesini 6lgmek i¢in Promega’nin ‘Dual-Glo Lusiferaz’ reaktifi
kullanildi. Her bir kuyu i¢in 75 pl besiyeri ve 75 pl ‘Dual-Glo Lusiferaz’ reaktifi
karistirilarak pGL4.29 plazmiti transfekte edilen hiicrelere eklendi. Oda sicakliginda
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2 saat inkiibe edildi. ‘Synergy HTX’ luminometre (BioTek) kullanilarak ‘Firefly
lusiferaz’ aktivitesi Ol¢iildli. 75 pl besiyeri ve 75 pl ‘Dual-Glo Stop & Glo Lusiferaz’
reaktifi karistirilarak hiicrelere uygulandi. Oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.
‘Synergy HTX’ luminometre (BioTek) kullanilarak ‘Renilla lusiferaz’ aktivitesi
olctldi.

3.2.2.13 istatiksel Analiz

Elde edilen sonuglar her biri veri i¢cin Ortalama + Standart Sapma olarak ifade
edilmistir. Farkli gruplar i¢inde ve arasinda kayda deger bir fark olup olmadigini
analiz etmek i¢in “Tukey”, “Dunnet” ve “parametrik olmayan Mann-Whitney U”

testleri uygulanmustir.

gRT-PCR veri analizleri Qiagen firmasinin iicretsiz olarak sagladigi RT?
Profiller™ PCR Arrray Data Analysis v3.4 ile web iizerinden ¢evrim ici
gerceklestirilmistir. (¥) ile isaretlenen genler p<0.05 diizeyinde anlamli olarak

farklilik gosteren genlerdir.
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4. SONUCLAR

Calismamizda SK-N-SH hiicre hatt1 kullanildi. Hiicreler uygun ortam ve
sartlar saglanarak biylitlildi ve ilk olarak sitotoksisite ¢aligsmalar1 gergeklestirildi.
Her madde i¢in uygun dozlar belirlendikten sonra hiicrelere uygulandi ve RNA
izolasyonu yapildiktan sonra, belirlenen genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri tayin

edildi. Hiicre ici cAMP diizeyi ve aktivitesi 6l¢iildii.

4.1  FTY720 ve Tiirevi Bilesiklerin SK-N-SH Hiicre Canlhihigina EtKkisi

Sitotoksisite testi icin FTY720 ve tiirevi bilesikler suda ¢oziilerek 0,2
mikronluk filtrelerden gegirildi ve bir giin 6nce 96 kuyulu plakaya (1x10/kuyucuk)
ekilen SK-N-SH hiicreleri iizerine farkli konsantrasyonlarda uygulandi. 24 saat
inkiibasyon sonunda farkli konsantrasyonlarda uygulanan FTY720 ve tiirevi
bilesiklerin SK-N-SH hiicreleri lizerindeki yagsam oram etkisi belirlendi (Sekil 14-
16). y=ax+b denkleminden EC05 ve EC10 degerleri hesaplandi. Sonuglara gore
FTY720 tirevleri (F1-12h ve F2-9), FTY720’a gore daha diisiik dozda daha ¢ok
hiicre 6ldiirmektedir yani daha toksiktir. Toksisiteleri sirast ile FTY720 « F1-12h «
F2-9’dur.

ol SK-N-SH

90 I y=-15,35In(x)+ 80,868
R*=10,8493

th o -1 Q0
[T — R — I — N — 1
T T T T T

Hiicre Canhhgi (%)

L I Y
- =@ =
T T T
|

=

20

[

0 5 10 1
FTY720 (uM)

Sekil 14. FTY720’nin SK-N-SH hiicre canliligina etkisi.
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Bu sitotoksisite sonuclarina goére bundan sonraki ¢aligmalarda 0,40 pM

(ECO05) ve 0,55 uM (EC10) FTY 720 konsatrasyonunun kullanilmasina karar verildi.

oo SK-N-SH

A=
=

y =-1246In(x)+ 77,63
R==0,.8711

th o -1 Q0
[T — T — R —
T T T T

Hiicre Canhihgi (%)
[ [#¥] e =
[—] = [—]

—
[}
T

=
=}
-

10 1 20
F1-12h (uM)

]

Sekil 15. F1-12h’in SK-N-SH hiicre canliligina etkisi

Bu sitotoksisite sonucglarmma gore bundan sonraki calismalarda 0,24 pM

(ECO05) ve 0,37 uM (EC10) F1-12h konsatrasyonunun kullanilmasina karar verildi.

100 SK-N-SH
%0 y=-12,03In(x)+ 74,386
80 R==0.58642

(=) -1
[T — ]
T T

Hiicre Canhihigr (%)
th =
=

40

30
| ]

20

10
0 . . .
0 5 10 15 20

F2-9 (uM)

Sekil 16. F2-9’un SK-N-SH hiicre canliligina etkisi.
Bu sitotoksisite sonuglarina gore bundan sonraki c¢aligmalarda 0,18 pM

(EC05) ve 0,27 uM (EC10) F2-9 konsatrasyonunun kullanilmasina karar verildi.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda NOEL ve LOEL dozlar1 belirlemek miimkiin

degilse de ilerleyen calismalar i¢in toksik olmayan dozlar kullanilmaya ¢alisildi. Bu
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sitotokisiste caligmalarina goére bundan sonraki calismalarda FTY720 ve tiirevi
bilesikler icin kullanilmaya karar verilen ECO5 ve EC10 dozlar1 Tablo 5’de

verilmistir.

Tablo 5. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicre hattmda EC05 ve EC10

degerleri
Hiicre hatt1|Bilesikler EC05 (uM) EC10 (uM)
SK-N-SH [FTY720 0,40 0,55
F1-12h 0,24 0,37
F2-9 0,18 0,27

4.2  RNA lzolasyonu Sonuclan

SK-N-SH hiicrelerinden FTY720, F1-12h ve F2-9 bilesiklerinde EC05 ve
EC10 degerleri sitotoksisite deneyi ile belirlendikten sonra bu dozlarin uygun hiicre
hatlarinda belirlenen MS ve GPCR genlerinin ekspresyon diizeylerindeki etkisini test
etmek icin bilesikler hiicre kiiltiirii ortaminda steril sartlarda hiicrelere uygulandi.
Bunun i¢in 10 mm petrilere 10° hiicre ekildi ve bir giin inkiibasyonun ardindan
belirlenen EC05 ve EC10 dozlar1 bu hiicrelere uygulandi. 24 saatin sonunda hiicreler
deney prosediirine uygun olacak sckilde toplandi ve RNA izolasyonu

gerceklestirildi. Elde edilen RNA goriintiileri Sekil 17°de verilmistir.

Sekil 17. SK-N-SH hiicrelerinden izole edilen RNA’larin %1’lik agaroz jel
elektroforez goriintiisii. Elde edilen RNA’lar (3 ul) %1 agaroz jel
elektroforezine tabi tutularak gorintiilendi. Hat 0: GeneRulerTM 100 bg
DNA izleyici; Hat 1: Kontrol SK-N-SH, Hat 2: FTY720 EC05 dozu, Hat
3: FTY720 EC10 dozu, Hat 4: F1-12h ECO5 dozu, Hat 5: F1-12h EC10
dozu, Hat 6: F2-9 ECO05 dozu, Hat 7: F2-9 EC10 dozu
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4.3 RT-PCR Analiz Sonuglan

4.3.1 MS Dizin Analizleri

MS patogenezinde rol oynadigi diigiiniilen 84 adet genin ifade diizeyini
analiz etmek ve taramak icin primer dizileri sentezlettirildi ve kullanildi. Bu diziler
literatur, GeneBank/EMBL ve ‘Harward Primer Bank’ kullanilarak belirlendi.
Secilen primerler Sentromer (Alfagen) firmasina sentezlettirildi. Her bir gen igin
mRNA ekspresyon diizeyleri kontrol, FTY720, F1-12h ve F2-9 ile uygulanan
ornekler SK-N-SH hiicrelerinde saptandi. MS dizin analizi 10 farkli yolaga ayrildi,
sonuglar verilirken gen sayis1 fazla olanlar birden fazla boliinerek verildi. ECOS ve
EC10 olarak iki farkli doz kullanildi. FTY720, F1-12h ve F2-9’un SK-N-SH
hiicrelerine uygulamasi sonucu secilen genlerin mRNA ekspresyon diizeylerine

etkilerinin kat degisim sonuclar1 Ekler Tablo A.5’de verilmistir.

MS dizi ile analiz edilen genler: (Detay isimleri, Ekler Tablo A.1’de

verilmistir).

Miyelinizasyon: EDN1, EDNRA, HEXB, MAL, MBP, NTF3, PLP1, PMP22.

T Hiicre Aktivasyon & Sinyalleri: C1S, CD28, FOXP3, IFNG, IL10, IL18, IL1B,
IL2RA (CD25), IL1R1, IL1R2, IL2, TGFB1.

Sitokinler & Kemokinler: CSF1, LTA, TGFB2.
inﬂamasyonun Diizenlenmesi: CCL5 (RANTES), IL6, IL6ST, JAK2, TNFRSF1A.

inflamatuar Cevap: CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1A), CCL7 (MCP-3), CCR1,
CCR5, CD40 (TNFRSF5), CXCL10 (INP10), CXCL11 (I-TAC, IP-9), CXCL9
(MIG), IL13, STAT3, TNF, TNFRSF1B, PTGDR.

Néronal Apoptozis: AKT1S1 (PRAS40), BAX, BCL2, BCL2L1 (BCLXL), JUN,
AKT, JUNB.

Diger Apoptozis Genleri: MAPK1 (ERK2), HDAC1, RAF1, FASLG (TNFSF6),
ADM, VEGFA, CFLAR (Casper), FGF2 (BFGF), MYC, MAX, NR2F1.,

Hiicre Adezyon Molekiilleri: APC, APP, CD4,CD44, CD9, CXCRS, ERBB3, EZR,
FN1, ICAM1, ITGB2, MAP2K1 (MEK1), VCAM1, MMP9, EPHAL, COL1A1,
MAG, HLA-DRBL1.

Hiicresel Stres: GPX1, HIF1A, PTPN11, SOD1.
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Diger Multipl Skleroz Genleri: ASPA, EDC4, GFAP, GNAI2, GRB2, JAK1,
PHGDH, RANGAP1, TOP1, TUBB4A, YWHAH.

MS dizi analiz ¢alismalar1 her gruptan ii¢ tekrar olacak sekilde duplike
olarak c¢aligildi. Caligmalar sonucu her grubun ortalamalar1 alind1 ve analiz yapild1.
Verilerin analizleri Qiagen firmasimnmn iicretsiz olarak sagladigi RT? Profiller™ PCR
Arrray Data Analysis v3.4 ile web lizerinden cevrim i¢i gerceklestirildi. Gen
ekspresyon diizeyleri ‘house keeping’ gen olarak ACTB ile normalize edildi. (*) ile

isaretlenen genler p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren genlerdir.

4.3.1.1 SK-N-SH Hiicrelerinde MS dizin analizleri

MS dizin analizlerinde kullanilan genler birden fazla yolakta gorev aldigi
icin grafikler c¢izilirken genler en anlamli olan yolaklarda alinmigtir. SK-N-SH

hiicrelerinde MS dizi analiz sonuglar1 Sekil 18-38 arasinda sunulmaktadir.

Miyelinizasyon: Miyelinizasyona katki saglayan 8 adet genden (EDNL1,
EDNRA, HEXB, MAL, MBP, NTF3, PLP1, PMP22) SK-N-SH hiicrelerinde
FTY720’nin EC05 ve EC10 dozunda EDNRA anlamli bir sekilde artarken, ayrica
EC10 dozunda MAL ve PMP22 anlamli bir sekilde baskilanmaktadir. F1-12h’1n
ECO05 dozunda EDNRA anlamli bir sekilde artarken, EC10 dozunda EDN1, EDNRA
ve PLP1 anlamli olarak artmakta, PMP22 anlaml1 olarak baskilanmaktadir. F2-9’un
ECO05 ve EC10 dozunda PLP1 ve HEXB anlamli olarak artarken, ayrica EC10
dozunda PMP22 anlamli olarak baskilanmaktadir. SK-N-SH hiicrelerinde
miyelinizasyona katki saglayan dizin analiz sonuglar1 Sekil 18 ve 19’da

sunulmaktadir.
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Sekil 18. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde miyelinizasyon
genlerine etkisi 1

Miyelinizasyon-2
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Sekil 19. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde miyelinizasyon
genlerine etkisi 2

T Hiicre Aktivasyonu ve Sinyalleri: T hiicre aktivasyonu ve sinyallerine

katki saglayan 12 (C1S, CD28, FOXP3, IFNG, IL10, IL18, IL1B, IL2RA, IL1R1,

IL1IR2, IL2, TGFB1) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720 ve F2-9’un EC05
dozunda anlaml bir degisiklik yokken, F1-12h’mn EC05 dozunda IL2, IL10 ve IL18
anlaml1 olarak baskilanmaktadir. FTY720’nin EC10 dozunda IFNG, FOXP3, IL10,
IL1B, ILIR1 anlamli olarak baskilanirken, F1-12h’in EC10 dozunda C1S, IFNG,
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IL10, IL18, IL1B ve IL2 anlamli olarak baskilanmaktadir. F2-9°’un EC10 dozunda
IL10 ve TGFB1 anlamli olarak baskilanmaktadir. SK-N-SH hiicrelerinde T hiicre
aktivasyonu ve sinyallere katki saglayan dizin analiz sonuglar1 Sekil 20-22 arasinda

sunulmaktadr.

T Hucre Aktivasyonu & Sinyalleri-1

H0 40 pm FTY 720
055 nn FTY 720
H0.24 pmn F1-12h T

-4 1 0,37 nmF1-12h

Kat Degisim (Gen/ACTB)
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5 . 0,27 mnF2-0 I
I *
*
6
ILIRA CD28 18 IFNG

Sekil 20. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde T hiicre aktivasyon
ve sinyal genlerine etkisi 1

T Hiicre Aktivasyonu & Sinyalleri-2
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Sekil 21. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde T hiicre aktivasyon
ve sinyal genlerine etkisi 2
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T Hiicre Aktivasyonu & Sinyalleri-3
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Sekil 22. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde T hiicre aktivasyon
ve sinyal genlerine etkisi 3

Sitokin ve Kemokinler: Sitokin ve kemokin olan 3 (CSF1, LTA, TGFB2)
adet genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720, F1-12h ve F2-9’un EC05 dozunda
anlamh bir degisiklik yoktur. FTY720’nin EC10 dozunda CSFI1, F1-12h’mm ECI10
dozunda CSF1 ve LTA, F2-9un ECI10 dozunda TGFB2 anlamli olarak
baskilanmaktadir. Her {i¢ bilesikte sitokin ve kemokinleri baskilamaya katk1
saglamaktadir. SK-N-SH hiicrelerinde sitokinler ve kemokinlere katki saglayan dizin

analiz sonuclar1 Sekil 23’de sunulmaktadir.
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Sekil 23. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde sitokin ve kemokin
genlerine etkisi

Inflamasyonun Diizenlenmesi: inflamasyonun diizenlenmesine katki
saglayan 5 (CCL5, IL6, IL6ST, JAK2, TNFRSF1A) adet genden SK-N-SH
hiicrelerinde FTY720 ve F2-9’un EC05 dozunda anlamli bir degisiklik yokken,
FTY720’nin EC10 dozunda ve F1-12h’m ECO5 ve ECI10 dozunda I1L6 ve
TNFRSF1A anlamli olarak baskilanmaktadir. F2-9’un EC10 dozunda CCLS5, IL6 ve
TNFRSF1A anlamli olarak baskilanmaktadir. SK-N-SH hiicrelerinde inflamasyonun

diizenlenmesine katki saglayan dizin analiz sonuglar Sekil 24’de sunulmaktadir.
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Inflamasyonun Duzenlenmesi
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Sekil 24. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde inflamasyonun
diizenlenmesi genlerine etkisi

Inflamatuvar Cevap: Inflamatuvar cevaba katki saglayan 14 (CCL2,
CCL3, CCL7, CCR1, CCR5, CD40, CXCL10, CXCL11, CXCLY9, IL13, STATS,
TNF, TNFRSF1B, PTGDR) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720’nin EC05
dozunda CCL2, CCL3 ve CXCL10 anlaml olarak baskilanirken, EC10 dozunda
PTGDR, NFKB, STAT3 ve TNF anlamli olarak baskilanmaktadir. F1-12h i¢in EC05
dozunda NFKBI1 ve TNF anlamli olarak azalirken, EC10 dozunda CCL2, CXCL10,
CXCL11, IL13, NFKBI1, STAT3 ve TNF anlamli olarak azalmaktadir. F2-9’un
ECO05 dozunda TNFRSF1B ve CXCL10 anlaml: olarak baskilanirken, EC10 dozunda
CCL2, CCL3, CXCL9, CXCL10, NFKB, TNFRSF1B ve TNF anlamli olarak
baskilanmaktadir. SK-N-SH hiicrelerinde inflamtuvar cevaba katki saglayan dizin

analiz sonuglar Sekil 25-27 arasinda sunulmaktadir.
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Sekil 25. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde inflamatuvar cevap
genlerine etkisi 1
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Sekil 26. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde inflamatuvar cevap
genlerine etkisi 2

45




Inflamatuar Cevap-3
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Sekil 27. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde inflamatuvar cevap
genlerine etkisi 3

Noronal Apoptozis: Apoptozise katki saglayan 7 (AKT1S1, BAX, BCL2,
BCL2L1, JUN, AKT, JUNB) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720’nin EC05
dozunda AKT1 anlamli olarak baskilanirken, F1-12h’in EC05 dozunda BCL2 ve
JUN anlaml olarak baskilanmaktadir. FTY720 ve F1-12h’in EC10 dozunda BCL2,
JUN ve AKT1 anlaml olarak baskilanmaktadir. F2-9’un EC05 ve EC10 dozunda
anlamli bir degisiklik yoktur. SK-N-SH hiicrelerinde néronal apoptozise katki

saglayan dizin analiz sonuglar Sekil 28 ve 29’da sunulmaktadir.
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Noronal Apoptozis-1
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Sekil 28. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde néronal apoptozis
genlerine etkisi 1
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Sekil 29. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde néronal apoptozis
genlerine etkisi 2

Apoptozis: Apoptozise katki saglayan 11 (MAPK1, HDAC1, RAFL,
FASLG, ADM, VEGFA, CFLAR, FGF2, MYC, MAX, NR2F1) adet genden SK-N-
SH hiicrelerinde FTY720’nin EC05 dozunda VEGFA ve MYC anlamli olarak
basilanirken, EC10 dozunda MYC, VEGFA, CFLAR, FGF2, FASLG, RAF1 ve
HDACL1 anlamli olarak baskilanmaktadir. F1-12h i¢in EC05 dozunda MAPKI1,
VEGFA ve MYC anlamli olarak baskilanirken, EC10 dozunda MAPK1, VEGFA,
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MYC, CFLAR ve FGF2 anlamli olarak baskilanmaktadir. F2-9’un EC05 ve EC10
dozunda anlamli bir degisiklik yoktur. SK-N-SH hiicrelerinde apoptozise katki

saglayan dizin analiz sonuglar Sekil 30-32 sunulmaktadir.
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Sekil 30. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde apoptozis genlerine
etkisi 1
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Sekil 31. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde apoptozis genlerine
etkisi 2
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Sekil 32. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde apoptozis genlerine
etkisi 3

Hiicre Adezyonu: Hiicre adezyonuna katki saglayan 18 (APC, APP, CD4,
CD44, CD9, CXCR3, ERBB3, EZR, FN1, ICAM1, ITGB2, MAP2K1, VCAMLI,
MMP9, EPHA1, COL1A1, MAG, HLA-DRB1) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde
FTY720’nin ECO5 ve EC10 dozunda APP, CD44, ICAM1, ITGB2, MMP9 ve
VCAMI1 anlamli olarak baskilanirken, ayrica EC10 dozunda EPHA1, COL1Al
anlamli olarak azalmakta, MAG anlamli olarak artmaktadwr. F1-12h i¢in EC05
dozunda ICAM1 ve EPHAL anlamli olarak baskilanirken, EC10 dozunda EPHAI,
MMP9, COL1A1, ICAM1 ve VCAMI1 anlamli olarak baskilanmaktadir. F2-9’un
ECO5 dozunda VCAMI anlamli olarak baskilanirken, EC10 dozunda MMP9,
EPHA1, HLA-DRB1, ICAM1 ve VCAMI anlamli olarak baskilanmakta, MAG
anlami olarak artmaktadir. Her ii¢ bilesik de hiicre adezyonuna katki saglamaktadir.
SK-N-SH hiicrelerinde hiicresel adezyona katki saglayan dizin analiz sonuglar Sekil

33-35 arasinda sunulmaktadir.
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Hiicre Adezyon Molekiulleri-1
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Sekil 33. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde hiicre adezyon
genlerine etkisi 1
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Sekil 34. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde hiicre adezyon
genlerine etkisi 2
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Hiicre Adezyon Molekiilleri-3
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Sekil 35. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde hiicre adezyon
genlerine etkisi 3

Hiicresel Stres: Hiicresel strese katki saglayan 4 (GPX1, HIF1A, PTPN11,
SOD1) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720’nin EC05 dozunda anlamli bir
degisiklik yokken, EC10 dozunda HIF1A anlamli olarak baskilanmaktadir. F1-12h
icin EC05 ve EC10 dozunda anlaml bir degisiklik yoktur. F2-9’un EC05 dozunda
anlamli  bir degisiklik yokken, EC10 dozunda SOD1 anlamli olarak
baskilanmaktadir. SK-N-SH hiicrelerinde hiicresel strese katki saglayan dizin analiz

sonuclar Sekil 36°da sunulmaktadir.
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Sekil 36. FTY 720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde hiicresel stres
genlerine etkisi
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Diger MS genleri: Diger MS genlerine katki saglayan 11 (ASPA, EDC4,
GFAP, GNAI2, GRB2, PHGDH, RANGAP1, TOP1, TUBB4A, JAK1, YWHAH)
adet genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720 ve F1-12h’m, ECO5 ve ECI10
dozlarinda anlamli bir degisiklik yoktur. F2-9’un ECO05 dozunda anlamli bir
degisikik yokken, EC10 dozunda GNAI2 baskilanmaktadir. SK-N-SH hiicrelerinde
diger MS genlerine katki saglayan dizin analiz sonuglar Sekil 37-38 arasinda

sunulmaktadr.
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Sekil 37. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde diger multipl skleroz
genlerine etkisi 1
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Sekil 38. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde diger multipl skleroz
genlerine etkisi 2
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4.3.2 GPCR Dizin Analizleri

84 adet GPCR genlerinin diizenlenmesinde rol oynadig diisiiniilen genlerin
ifade diizeyini analiz etmek ve taramak i¢in primer dizileri sentezletilmis ve
kullanilmistir. Bu dizinler literatiirde yer alan genler ve Qiagen firmasmin gesitli
dizinlerinde yer alan genlerden yola ¢ikildi. Bu dizinlerin pahali olmas1 nedeniyle
Qiagen firmasmdan almmadi, secilen genler Sentromer (Alfagen) firmasina
sentezlettirildi. GPCR dizin analizi 10 farkli yolaga ayrildi, sonuglar verilirken gen
sayis1 fazla olanlar birden fazla boliinerek verildi. EC05 ve ECI10 olarak iki farkl
doz kullanmildi. FTY720, F1-12h ve F2-9’un SK-N-SH hiicrelerine uygulamasi
sonucu secilen genlerin mRNA ekspresyon diizeylerine etkilerinin kat degisim

sonuglar1 Ekler Tablo A.5’de verilmistir.

GPCR dizi ile analiz edilen genler: (Detay isimleri, Ekler Tablo A.2’de

verilmistir).

G-Protein Bagh Reseptorler (GPCR)
Biyoaktif Lipit Reseptorleri: SIPR1, LPAR1, S1PR3, LPAR2, S1PR2.

Metabotropik Glutamat & GABA Benzeri Reseptorler: CASR, GRM1, GRM2,
GRM4, GRM5, GRM?7.

Sekretin Benzeri Reseptorler: BAI1l, SCTR.
G-Protein Bagh Reseptor Sinyal Yolag:
Dopamin Reseptor Sinyalleri: DRD1, DRD2, OPRD1.

G-Protein & cAMP / Protein Kinaz A Sinyalleri: ADCY5, ADORA2A, ADRBL,
ADRB2, CALCR, CALCRL, CRHR1, CRHR2, CYP19Al, GALR2, GCGR,
GNAQ, GNAS, LHCGR, OPRK1, PTGS2 (COX2), PTH1R, RGS2, TSHR, UCP1,
RHO.

Kalsiyum Sinyalleri (PKC, NFAT, vd.): CCL4 (MIP-1B), ELK1, ELK4, EGRL1.

PKC Sinyalleri (Kalsiyum, MEK, vd.): AGTR2, DUSP14, FOS, NOS2 (INOS),
PRKCA, SERPINE1 (PAI-1), SOCS1, AGTRAP, AGTR1, AGT.

Tirozin Kinaz Sinyalleri: CTGF, PDPK1, YWHAZ.

PI3 Kinaz Sinyallerii CCND1, CDKN1B (P27KIP1), PIK3CG, CDKNIA
(p21CIP1, WAF1).

Diger G-Protein Bagh Reseptor Sinyal Yolaklani: ARRB1, ARRB2, CCNE1],
CCNE2.

GPCR dizi analiz ¢aligmalar1 her gruptan {i¢ tekrar olacak sekilde duplike
olarak c¢alisildi. Caligmalar sonucu her grubun ortalamalar1 alind1 ve analiz yapild1.

Verilerin analizleri Qiagen firmasinmn iicretsiz olarak sagladigi ‘RT?Profiller™ PCR
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Arrray Data Analysis v3.4” ile web {lizerinden ¢evrim i¢i gergeklestirildi. Gen
ekspresyon diizeyleri ‘house keeping’ gen olarak ACTB ile normalize edildi. (*) ile

isaretlenen genler p<0.05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren genlerdir.

4.3.2.1 SK-N-SH Hiicrelerinde GPCR Dizin Analizleri

GPCR dizin analizlerinde kullanilan genler birden fazla yolakta gorev aldig1
icin grafikler cizilirken genler en anlamli olan yolaklarda alinmigtir. SK-N-SH

hiicrelerinde GPCR dizi analiz sonuglar1 Sekil 39-52 arasinda sunulmaktadir.

Bioaktif Lipit Reseptorleri: Bioaktif lipit reseptorlerine katki saglayan 5
(S1PR1, LPAR1, S1PR3, LPAR2, S1PR2) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde
FTY720, F1-12h ve F2-9’un ECO05 dozunda anlamli bir degisiklik yokken,
FTY720’nin EC10 dozunda sadece S1PR1 geni anlamli olarak baskilanmaktadir. F1-
12h ve F2-9’un EC10 dozunda S1PR1 ve S1PR3 anlamli olarak baskilanmaktadir.
SK-N-SH hiicrelerinde bioaktif lipit reseptor genlerine katki saglayan dizin analiz

sonucu Sekil 39°de sunulmaktadir.
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Sekil 39. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde bioaktif lipit reseptor
genlerine etkisi

Metabotropik Glutamat ve GABA Reseptorleri: Metabotropik Glutamat
ve GABA Reseptorleri katki saglayan 6 (CASR, GRM1, GRM2, GRM4, GRMS5,
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GRMY7) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720 ve F2-9’un ECO05 dozunda
anlamli bir degisiklik yokken, F1-12h’mm EC05 dozunda GRMI1 anlamli olarak
azalmaktadir. FTY720’un EC10 dozunda GRM1, GRMS5 ve GRM7 anlamli olarak
baskilanirken, F1-12h i¢in EC10 dozunda GRM1 ve GRM2 anlamli olarak
baskilanmaktadir. F2-9’un EC10 dozunda anlamli bir degisiklik yoktur. SK-N-SH
hiicrelerinde bioaktif lipit reseptor genlerine katki saglayan dizin analiz sonucu Sekil

40’da sunulmaktadr.
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Sekil 40. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde metabotropik
glutamat ve gaba reseptor genlerine etkisi

Sekretin Reseptorleri: Sekretin reseptorii olan 2 (BAI1l, SCTR) adet
genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720, F1-12h ve F2-9’un EC05 ve EC10 dozunda
anlamli bir degisiklik yoktur. SK-N-SH hiicrelerinde sekretin reseptor genlerine katki

saglayan dizin analiz sonucu Sekil 41°de sunulmaktadir.
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Sekretin Reseptorleri
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Sekil 41. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde sekretin reseptor
genlerine etkisi

Dopamin Reseptorleri: Dopamin reseptorlerine katki saglayan 3 (DRD1,
DRD2, OPRD1) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720 ve F2-9’un ECO05
dozunda analmli bir degisiklik yokken, F1-12h’in EC05 dozunda OPRD1 anlamli
olarak artmaktadir. DRD2 her 1ti¢ bilesiginin EC10 dozunda anlamlhi olarak
baskilanmaktadir. FTY720 ve F1-12h’m EC10 dozunda anlamli olarak artmaktadir.
SK-N-SH hiicrelerinde dopamin reseptér genlerine katki saglayan dizin analiz

sonucu Sekil 42°de sunulmaktadir.
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Sekil 42. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde dopamin reseptor
genlerine etkisi
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G protein cCAMP/PKA Sinyalleri: G protein cAMP/PKA sinyallerine katk1
saglayan 21 (ADCY5, ADORA2A, ADRB1, ADRB2, CALCR, CALCRL, CRHR1,
CRHR2, CYP19A1, GALR2, GCGR, GNAQ, GNAS, LHCGR, OPRK1, PTGS2,
PTH1R, RGS2, TSHR, UCP1, RHO) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde
FTY720’nin EC05 dozunda GNAS, ADRB2, CYP19A1 ve TSHR anlamli olarak
baskilanirken, EC10 dozunda ADCY5, GNAS, ADORA2A, ADRB2, CYP19A1 ve
TSHR anlamli olarak baskilanmaktadir. F1-12h igin EC05 dozunda GNAS anlaml1
olarak azalirken, EC10 dozunda ADCY5, GNAS, ADORA2A, ADRB2 ve
CYP19A1 anlamli olarak baskilanmakta, CRHR1 anlamli olarak artmaktadir. F2-
9un ECO5 dozunda anlamli bir degisiklik yokken, EC10 dozunda GNAS,
ADORAZ2A ve ADCYS5 anlamli olarak baskilanmaktadir. Her ii¢ bilesikte cAMP ve
PKA sinyallerine katki saglamaktadir. SK-N-SH hiicrelerinde G protein CAMP/PKA
sinyal genlerine katki saglayan dizin analiz sonucu Sekil 43-46 arasinda

sunulmaktadir.
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Sekil 43. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde G protein &
cAMP/PKA genlerine etkisi 1
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G-Protein& cAMP/PKA Sinyalleri-2
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Sekil 44. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde G protein &
CAMP/PKA genlerine etkisi 2

G-Protein& cAMP/PKA Sinyalleri-3

p
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Sekil 45. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde G protein &
cAMP/PKA genlerine etkisi 3
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G-Protein& cAMP/PKA Sinyalleri-4

I
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Sekil 46. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde G protein &
CAMP/PKA genlerine etkisi 4

Kalsiyum Sinyalleri: Kalsiyum sinyallerine katki saglayan 4 (CCL4,
ELK1, ELK4, EGR1) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720 ve tiirevlerinin
ECO5 ve ECI0 dozunda anlamli bir degisiklik yoktur. SK-N-SH hiicrelerinde

kalsiyum sinyal genlerine katki saglayan dizin analiz sonucu Sekil 47’de

sunulmaktadir.
Kalsiyum Sinyalleri

2.5

2 - 0,40 1 FTY 720
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Sekil 47. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde kalsiyum sinyal
genlerine etkisi

59



PKC Sinyalleri: PKC sinyallerine katki saglayan 10 (AGTR2, DUSP14,
FOS, NOS2, PRKCA, SERPINE1, SOCS1, AGTRAP, AGTR1, AGT) adet genden
SK-N-SH hiicrelerinde FTY720’nin EC05 dozunda AGT anlamli olarak artarken,
EC10 dozunda NOS anlamli olarak baskilanmakta, AGT ve AGTR2 anlamli olarak
artmaktadir. F1-12h i¢in ECO5 dozunda anlamli bir degisiklik yokken, EC10
dozunda AGTR2 anlamli olarak artmakta, NOS2 anlamli olarak baskilanmaktadir.
F2-9’un ECO05 ve EC10 dozunda anlamli bir degisiklik yoktur. SK-N-SH
hiicrelerinde PKC sinyal genlerine katki saglayan dizin analiz sonucu Sekil 48-49

arasmda sunulmaktadir.

PKC Sinyalleri-1
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Sekil 48. FTY 720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde PKC sinyal genlerine
etkisi 1
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PKC Sinyalleri-2
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Sekil 49. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde PKC sinyal genlerine
etkisi 2

Tirozin Kinaz Sinyalleri: Tirozin Kinaz sinyallerine katki saglayan 2

(CTGF, PDPK1) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720 ve tiirevlerinin EC05

ve EC10 dozunda anlamli bir degisiklik yoktur. SK-N-SH hiicrelerinde tirozin kinaz

sinyal genlerine katki saglayan dizin analiz sonucu Sekil 50’de sunulmaktadir.

Tirozin Kinaz Sinvalleri
3 1 v =040 ym FTY 720
2’5 o . 0,55 mFTY720
a 2 4 m0,24 ym F1-12h
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@
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~ -1
-
2
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Sekil 50. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde tirozin kinaz sinyal
genlerine etkisi

PI3K Sinyalleri: PI3K sinyallerine katk: saglayan 4 (CCND1, CDKN1B,
PIK3CG, CDKN1A) adet genden SK-N-SH hiicrelerinde FTY720’nin EC05 ve
EC10 dozunda ve F1-12h’m EC10 dozunda PIK3CG anlamli olarak
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baskilanmaktadir. SK-N-SH hiicrelerinde PI3K sinyal genlerine katki saglayan dizin

analiz sonucu Sekil 51’de sunulmaktadir.

PI3K Sinyalleri
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10 4
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Sekil 51. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde PI3K sinyal genlerine
etkisi

Diger GPCR genleri: Diger GPRC genlerine katki saglayan 4 adet genden
SK-N-SH hiicrelerinde FTY720, F1-12h, F2-9’un EC05 ve EC10 dozlarinda anlamli
bir degisiklik yoktur. SK-N-SH hiicrelerinde diger GPCR sinyal genlerine katki

saglayan dizin analiz sonucu Sekil 52°de sunulmaktadir.

Diger GPRC Genleri
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Sekil 52. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH hiicrelerinde diger GPCR sinyal
genlerine etkisi
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4.3.3 MS ve GPCR Dizin Analizleri

MS patogenezinde ve GPCR genlerinin diizenlenmesinde rol oynadigi

diistiniilen genleri harmanlamak ve bir yolak ¢ikarmak i¢in ‘clustegram’ ve ‘scatter

plot’ grafikleri ¢izilerek daha ayrintili sekilde incelemistir. ECO5 dozunda ¢ok anlami

degisimler olmadigi i¢in Sekil 53-56’da EC10 dozu verilmistir.
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Sekil 53. FTY720’un EC10 dozunun SK-N-SH hiicrelerinde MS ve GPCR sinyal
genlerine etkisinin ‘scatter plot’ grafigi ile gosterimi
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LOGI10 (F1-12h 2*-Delta Ct)
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Sekil 54. F1-12h’1in EC10 dozunun SK-N-SH hiicrelerinde MS ve GPCR sinyal

genlerine etkisinin ‘scatter plot’ grafigi ile gdsterimi
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LOG10 (F2-9 2*-Delta Ct)
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Sekil 55. F2-9’un EC10 dozunun SK-N-SH hiicrelerinde MS ve GPCR sinyal
genlerine etkisinin ‘scatter plot’ grafigi ile gdsterimi
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Sekil 56. FTY720, F1-12H ve F2-9’un EC10 dozunun SK-N-SH hiicrelerinde MS ve
GPCR sinyal genlerine etkisinin ‘clustegram’ grafigi ile gosterimi
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4.3.4 Hiicre cAMP Diizeylerinin Belirlenmesi

Sentezlenen FTY720 tiirevi bilesiklerin hiicre igi ¢oziiniir cAMP diizeyinin
saptamast GPCR dizin analizlerinden elde edilecek verilerin ayn1 zamanda
validasyonuna da katki sagladi. Ciinkii bu reseptorler cAMPyi ikincil haberci olarak
kullanarak etki gostermektedirler. Bu amagla kolorometrik ‘cAMP direct
immunoassay’ kit kullanilarak hiicre i¢i cAMP diizeyleri dogrudan hiicre kiiltiiriinde
tespit edildi. Maniiel olarak ve 6zellikle de degisik bilesiklerle muamele edilmis
hiicre hatlarinda cAMP diizeylerinin tespiti ¢ok zor olmasindan dolayi, ¢ok daha
dogru ve tekrarlanabilen sonu¢ veren ve anti-cAMP antikoru kullanimma dayanan
immiinoassay tercih edilmistir. cAMP miktarim1 hesaplamak i¢in elde edilen
kalibrasyon egrisi sekil 57°de verilmistir. FTY720 ve tiirevi bilesiklerin SK-N-SH
hiicre hattindaki cAMP miktar1 sekil 58°de ve tablo 6’da verilmistir. SK-N-SH hiicre
hattinda her {i¢ bilesikte de cAMP seviyesi kontrol hiicresine gore artmaktadir. F1-
12h, FTY720’ye gore daha fazla cAMP seviyesini artirmaktadir. F2-9’un cAMP
seviyesi FTY720’ye gore daha azdir.

1,200 -
y=-0.7169x+1.0004
vooo | 4 RZ=0.,995

0,800 1

0,600 A

Absorbans

0.400 A

0,200 A

0,000

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14
cAMP(pmol)

Sekil 57. cAMP kalibrasyon egrisi
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Sekil 58. SK-N-SH hiicrelerinde FTY720 tiirevi bilesiklerin cAMP aktivitesi
Tablo 6. SK-N-SH hiicrelerinde FTY720 ve tiirevi bilesiklerin cAMP aktivitesi

cAMP Miktan (pmol/ug protein) Standart Sapma

SK-N-SH Kontrol 0,113 0,00456
Forskolin 0,590 0,00279
FTY720 0,400 0,00257
F1-12h 0,480 0,00574
F2-9 0,330 0,00234

4.3.5 FTY720 ve Tiirevlerinin CRE Geni Uzerine EtKkisi

FTY720 cAMP aktivasyonuda kritik Onem tasidigindan calismamizda
FTY720 ve tiirevi bilesiklerin CRE geninin transkripsiyonel aktivitesi tizerindeki
etkisi arastirildi. Bu amagcla liisiferaz sistemi ve ticari olarak tasarlanan pGL4.29
[luc2P/CRE/Hygro] plazmiti HEK293 hiicrelerine trasfekte edildi. Kontrol olarak
cAMP miktarini artirdigr bilinen Forskolin kontrol olarak kullanildi. FTY720 ve
tiirevi bilesiklerin HEK-293 hiicre hattindaki CRE miktar1 sekil 59°da ve tablo 7°de
verilmigtir. HEK-293 hiicre hattinda her {i¢ bilesikte de cAMP seviyesi kontrol

hiicresine gore artmaktadir.
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5. TARTISMA

Gliniimiizde Multipl Skleroz (MS) hastaligmin etiyolojisinden ve
patafizyolojisinden kaynaklanan nedenlerin bilinmemesi ve hastaligin karakterinin
heterojen nedenlerden kaynaklanmasindan dolayr MS hastaligin1 tamamen yok
edecek bir tedavi sistemi bulunmamaktadir. Hastaligin semptomik tedavisinde
kullanilan FDA onayli dokuz adet ila¢ vardwr. Bu ilaglardan biri olan Fingolimod
(FTY720) MS hastaligini tedavisinde kullanilan ilk oral ilagtir. Etkisini lenf
nodiillerinden lenfositlerin ¢ikismni diizenleyen SIP reseptorlerini modiile ederek
gosterir. FTY720 kullanan hastalarda hastaligin niiks oranmimn azaldigi, engelligin
ilerlemesini yavasladigi rapor edilmistir ancak kesin tedavi saglayamaz ve ¢ok fazla
yan etkisi vardir (Cohen ve Chun 2011). Bilim insanlar1 ve ticari firmalar hastaligi
tamamen 1yilestirebilecek yan etkisi kullanilan diger ilaglara gore daha az alternatif
tedaviler aramaktadir. Bu nedenle bu calismada mevcut ilaglara gére daha fazla
etkinlik gosterebilecek, yan etkileri daha az FTY720 benzeri yeni maddeler
sentezlendi ve bu maddelerin immiinomodiilatér (bagisiklik sistemi diizenleyici) ve
immiinsupresif (bagisiklik sistemi baskilayict) 6zellikleri, miyelinizasyona ve hiicre
adezyonuna katkisi, apoptotik 6zellikleri, G proteine bagl reseptor sinyal yolaklarina

etkisi ve boylelikle MS {izerine etkileri ve etki mekanizmalar1 arastirildi.

Tez kapsaminda toplam 62 FTY720 serisi molekiillerinin 3D yapilari
olusturuldu. Molekiiler modelleme c¢alismalarimizda FTY720 seri maddeleri, iki
hSI1PIR kristal yapilarna Bezmidlem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakoloji Ana Bilim Dalinda ‘dock’ edildi. ‘Docking’ sonuglar1 ligand se¢me
kriterlerine gore incelendi. hNS1P1R’ye kars1 yiiksek ilgi duymasi 6ngoriilen maddeler
sentez i¢in secildi. Sentezleri tasarlanmis bilesik i¢in yapilan bilgisayarli
hesaplamalar sonucu etkin olma olasilig1 ortaya ¢ikan bilesikler Gazi Universitesi
Fen Fakiiltesi Kimya boliimiinde sentezlendi. Bilesikler sentezlendikten sonra MS
calismalarinda uygunlugu literatiirde cesitli caligmalar ile gosterilmis olan hiicre
hattinda (insan noroblastom hiicre hatt1 (SK-N-SH)) biyolojik etkinlik c¢alismalar1
gerceklestirilmesine karar verildi. Bu deneyler icin Oncelikle uygun dozlar
belirlemek amaciyla bilesiklerin sitotoksisite c¢alismalar1 gergeklestirildi.  Bu

deneylerden NOEL ve LOEL benzeri degerler saptanmaya calisildi. Ciinkii bu
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denemeler icin kanser calismalarinin aksine, kullanilacak dozlarin hiicre iizerine
toksik etki gostermemesi gerekmektedir. Hiicre kiiltlirlerinde de NOEL ve LOEL doz
tayinleri yapilmast miimkiin degildir. O nedenle bu degerlere yakin olabilecek 2
farkli doz (ECO5 ve ECI10) saptanarak etki belirleme calismalarinda kullanildi.
Yapilan caligmalar sonucunda ECO05 dozunda her ii¢ bilesikte de tam bir yolak
mekanizmasi ¢ikarmak miimkiin olmadi ama EC10 dozu toksik olmayan giivenilir

dozda tam bir mekanizma ¢ikarmak i¢in yeterliydi.

Toksik olmayan EC05 ve EC10 dozlar1 belirlendikten sonra FTY720 ve
tirevleri icin MS ve GPCR ile iligkili genler ile molekiiler gen ekspresyon
calismalar1 gerceklestirildi. Genis kapsamli yapilan gen ekspresyon caligmalar: ilag-
viicut etkilesimlerinin anlasilmasi ve ilag gelistirme calismalari icin ¢ok Onemlidir.
Organizmada en yaygmn kullanilan sistem GPCR aracili sinyal sistemidir.
Giinliimiizde kullanilan ilaglarm %50’sinin hedefi durumundadir. Bu nedenle GPCR
sinyal yolag1 ve bu yolagin diger sinyal yolaklar1 ile etkilesimleri ila¢ arastirma ve
gelistirme ¢alismalar1 i¢in 6nem arz etmektedir. Bizde ¢calismamizda ilag arastirma
ve gelistirmeye en aktif sekilde yanit veren ve MS ile iliskisi bulunan toplamda 20
farkli biyolojik yolakta 156 adet gen ve 3 adet normalizasyon geninin ekspresyon
diizeylerini ¢alistik. Segilen biyolojik yolaklar (miyelinizasyon, T hiicre aktivasyon
ve sinyalleri, sitokin ve kemokinler, inflamasyonun diizenlenmesi, inflamatuvar
cevap, noronal apoptozis, apoptozis, hiicre adezyon molekiilleri, hiicresel stres, diger
MS genleri, biyoaktif lipit reseptorleri, metabotropik glutamat ve GABA reseptorleri,
sekretin reseptorleri, dopamin reseptor sinyalleri, G protein & cAMP/PKA sinyalleri,
kalsiyum sinyalleri, PKC sinyalleri, protein serin treonin kinaz sinyalleri, PI3K
sinyalleri, diger GPCR sinyalleri) ¢cok genis yelpazede veri iiretecek sekilde ve temel
genler olacak sekilde secildi. Boylelikle cok genis bir etki mekanizmasi tarama ve
belirlenmesi hedeflendi. Bu yolaklar hemen hemen tiim fizyolojik mekanizmalari
kapsayacak veriler iiretilmesini sagladi. Bdylece insan ve hayvan deneklerinde
denenmeden Once etki mekanizmasinda calisilacak olan genler 6nceden belirlenmis

oldu.

MS ve GPCR genlerinin hiicre ve dokularin ¢evresel uyaranlara verdikleri
cevaplar RT-PCR c¢alismalar1 ile mRNA diizeyinde incelendi. RT-PCR
uygulamalarinda ilgilenilen genin ekspresyon diizeyinin incelenebilmesi i¢in, farkl:

fizyolojik veya patolojik sartlarda ekspresyonu degismeyen bir baska gen {irlinii ile
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normalize edilmesi gereklidir (normalizasyon). Normalizasyon amacuyla, ¢esitli doku
ve hiicre tiplerinde ekspresyon diizeyi en az degisim gosteren ‘housekeeping’ genler
kullanilmaktadir. Bu amacgla bu c¢alismada en yaygin kullanilan normalizasyon
genleri olan beta aktin (ACTB), Beta-2 mikroglobulin (B2M) ve Gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kullanildi ve bu genlerin ekspresyon diizeylerinin,
kontrol hiicre ile karsilastirildiginda anlamli bir degiskenlik gdstermedigi sonucuna
ulasildi. MS ve GPCR profilleme g¢aligmalarinda FTY720’un ECO5 dozunda 19
genin, EC10 dozunda 52 genin ifade diizeyinde kontrole gore anlamli farkliliklar
gozlendi. Bununla birlikte F1-12h’m EC05 dozunda 18 gen, EC10 dozunda 48 gen
anlamli olarak degisirken, F2-9’un EC05 dozunda 4, EC10 dozunda 27 gen anlamh
olarak degisti. Bu genlerin tamami kontrol grubuna gore degisiklik gostermekle

birlikte 2,5 kat degisim gdsteren genler anlamli olarak alindi1 (Ekler Tablo A.5).

Yapilan c¢aligmalardan elde edilen verilere gore her bir yolak tek tek
incelendi. Bu genlerin tez ile ilgili dnemini anlatmak ve yorumlama getirebilmek i¢in,

kisa kisa teorik bilgilerle ele alinarak yapilan degerlendirmeler asagida verilmektedir.

MS lezyonlarmin histopatolojisine  bakildiginda; demiyelinizasyon,
oligodendrosit hasari, gliotik yara gelisimi ve ndroaksonal yaralanmalar ile
sekillenmektedir. Saglikli insanlarda miyelin kilif hasar gormesi durumunda 6ncii
oligodendrosit hiicrelerinin iirettigi miyelin proteinler tarafindan tamir edilir. Ancak
MS hastalarinda bu mekanizmalar calismamaktadir. MSS islevi bakimindan
miyelinizasyon 6nem arz etmektedir. Demiyelinizasyona yol acan inflamasyon ya da
T hiicre aktivitesi, miyelin temel protein (MBP), miyelin oligodendrosit glikoprotein
(MOG), miyelin iligkili glikoprotein (MAG), proteolipid protein (PLP) basta olmak
iizere MSS miyelin proteinlerini hedeflemektedir. MS hastalig1 ile ekspresyonu
azalan PLP1, MSS’de ana miyelin proteini olan bir transmembran proteolipid
proteini kodlar (Traka ve dig. 2016). Miyelin yapisinin kompakt halinde,
oligodendrosit olgunlasmasinda, oligodendrosit akson interaksiyonunda ve
aksonlarin hayatta kalmasinda rol alir (Campagnoni ve Skoff 2001). MSS,
miyelininin bu temel bileseni, MS ve akut dissemine ensefalomiyelit gibi
demiyelizan hastaliklarda otoimmiin saldir1 i¢in aday antijenlerdendir. Miyelin
kilifinin yapisinda bulunan bir diger protein MAG, immiinoglobulin iist ailesinin bir
iiyesidir. Miyelin olusturan hiicreler (oligodendrosit ve Schwann hiicreleri)

arasindaki etkilesimleri diizenler (Quarles 1989). Diger miyelin proteinlere kiyasla
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MS plaklar1 gelisitken erken kaybi bu hastaligin patagonezinde 6nemli bir rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Nakahara ve dig. 2003; Quarles 2007).
Demiyelinizan hasarlarda oligodendrosit 6nciil hiicrelerinin remiyelinizasyonun en
fazla oldugu donemde ekspresyonlar1 artmaktadir (Imitol ve dig. 2002). FTY720 ve
tirevlerinin  merkezi sinir sisteminde miyelin olusumunda yer alan
remiyelininazyonu desteklemesi PLP1 ve/veya MAG genlerinin ekspresyonlarini
artirmast ile  miyelin rejenerasyonunu destekledigini gostermistir. FTY720
uygulamasi ile PLP1 ekspresyonu anlami bir sekilde degismezken, F1-12h ve F2-9
bilesiklerinin uygulamasinda bu genin ekspresyonu oOnemli artiglar gostermistir.
Ayrica MAG ekspresyonundaki artis FTY720 ve F2-9 bilesiklerinde goriilmektedir.
F2-9 bilesigi her iki geninde ekspresyon diizeyini artirarak miyelin rejenerasyonunu

kontrol ilacimizdan (FTY720) daha fazla destekledigi goriilmektedir.

MSS’nin ana miyelin proteinleri miyelinizasyon ve remiyelinizasyona tek
basina katkida bulunmaz, MSS’de bulunan diger proteinlerde bu silirece destek
olurlar. Bunlardan biri olan EDN1, demiyelinizasyondan sonra oligodendrosit hiicre
farklilasmasmi Onler. EDN1 ve EDNRA sinyalleri oligodendrositler tarafindan
miyelin olusumunu tetikler, remiyelinizasyon boyunca ekspresyonu artmaktadir
(Jankowska-Lech ve dig. 2015; Tracy ve dig. 2013; Cannella ve dig. 1999). FTY720
sadece EDNRA ekspresyonunu artirirken, F1-12h uygulama sonrasi EDNI ve
EDNRA sinyallerinin artmasi remiyelinizasyonu FTY720°den daha fazla
destekledigini gostermektedir. Miyelinizasyona katki saglayan diger bir protein MAL,
oligodendrosit ve Schwann hiicreleri tarafindan farkli ekspres edilir ve farkh
fonksiyonlar1 vardir (Frank ve dig. 1999). Bu proteolipid, sinir sistemindeki
hiicrelerin kompakt miyelininde lokalizedir ve miyelin biyogenezinde ve
fonksiyonunda rol oynar (Frank 2000). MS hastalarinda demiyelinizasyona bagli
olarak ekspresyonu artan MAL, (Tajouri ve dig. 2007) FTY720 uygulamasi
sonucunda ekspresyonu baskilanarak remiyelinizasyona katki saglamaktadir.
FTY720 ve F1-12 bilesikleri oligodendrositler tarafindan miyelin olusumunu

tetikleyerek remiyelizasyona destek saglamaktadir.

Oligodendrositlerin  hasari, MS’de gelisen demiyelinizasyondan kismen
sorumludur. Oligodendrosit hasari, inflamatuvar cevap sirasinda gelisen immiin
mekanizmalar tarafindan gerceklesebilir. Aktive makrofajlar veya mikroglial

hiicreler, TNFa veya IFNG gibi proinflamatuvar sitokinler salgilayarak
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oligodendrosit hasar1 olusturabilmektedirler. IFNG gibi immiin sitokinler MS gibi
demiyelinize hastaliklarda 6nemli rol oynar. IFNG, T hiicre salinimini engelleyerek
miyelinizasyona katkida bulunur (Moldovan ve dig 2003). MS lezyonlarinda artig
gosteren IFNG (Noronha ve dig. 1993), FTY720 ve FTY720 kadar etkili F1-12h
bilesigi uygulamasi sonucu IFNG ekspresyonu baskilanarak miyelinizasyona katki

saglayabilir.

Oligodendrosit hasar1 olusumunda bunlarin diginda reaktif oksijen ya da
nitrojen tiirevlerinin olusumu, glutamat gibi uyarici aminoasitlerin iiretimi,
kompleman komponentlerinin aktivasyonu, proteolitik ve lipolitik enzimlerin
salmimi, perforin/lenfotoksin gibi T hiicre {triinleri yoluyla T hiicre kokenli
hasarlanma sayilabilir. SOD1, reaktif oksjen tiirlerinin (ROS) siiptiriicti bir enzimidir
ve daha cok apoptoz ve amyotrofik lateral skleroz (ALS) ile iligkilendirilmistir.
Ancak MS lezyonlarinda da miyelin, oligodendrosit ve noronlarda ciddi oksidatif
hasarlara neden olmaktadir (Haider ve dig. 2011). Hastaliginin baslangi¢c asamasinda
ROS aktivasyonu kan beyin bariyerinin gegirgenligini bozmaktadir (Schreibelt ve
dig. 2006; Van der Goes ve dig. 2001). MS lezyonlarinda ROS ve antioksidan
enzimler arasindaki iliski karmasiktir. Yapilan caligmalarda MS hastalarinda
antioksidan enzim seviyelerinde degisiklikler gézlenmistir, bunlardan biride SOD1
enzimidir. Akut demiyelizan MS lezyonlarinda SOD1 gen ve protein ekspresyon
diizeyleri artmistir (Tajouri ve dig. 2003; Van Horssen ve dig. 2008). FTY720 ve F1-
12h bilesiklerinde anlamli bir degisiklik godziikmemesine ragmen F2-9 bilesigi
tarafindan SODI1 genindeki baskilanma iki sekilde degerlendirilebilir. MS
lezyonlarindaki artisin engellenmesi agisindan bu diisiis 6nemlidir. Bu sonuglar
bilesiklerin oksidatif hasar olusturacak bir ortam olusturmadigi, bilesiklerin zararl
etkilerinin olmadigi seklinde yorumlanabilir. Ancak oksidatif hasarin olustugu
durumlarda SOD1’in baskilanmas1 siipereoksit serbest radikallere kars1 antioksidan
gbrevinin yerine getirilmemesine ve hasar olusumunun engellenememesine neden

olabilir.

Son donemde yapilan c¢aligmalarda MS’de spinal beyaz ve gri madde de
gozlenen norolojik bozukluklarin hipoksi iliskili oldugu ve goézlenen fonksiyon
bozuklar1 ve kayiplarinin HIF1 A ekspresyonu ve aktivasyonu ile dogrusal orantili
oldugu bildirilmistir (Davies ve dig. 2013; Gaber ve dig. 2015). FTY720, HIF1A

geninin ekspresyonunu degistirerek ROS’larin oligodendrosit hasarina neden
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olmasmi engelleyebilir. F1-12h’m, SOD ve HIF1A gibi oksidatif sartlarda
ekspresyonu degisen genler lizerinde higbir etkisi yoktur. Ancak ortamda oksidatif
hasarin olustugu bir durumda yoktur. Oksidatif hasarin oldugu demiyelinize sartlarda
bu genlerin ckspresyonlar1 tekrar incelenmelidir. Ayrica oksidatif sartlarda
oligodendrosit hasarindan bahsedilmektedir bu ¢alisma noronlarda (SK-N-SH)
gerceklestirilmistir. Daha anlamli etkinlik gérebilmek i¢in oligodensrositler tizerinde

de ¢alisilmas1 gerekmektedir.

Yapilan caligmada genler segilirken merkezi ve periferal sinir sistemi
gozetmeksizin miyelin mekanizmasini etkileyen genler olarak secilmistir. Periferal
sinir sistemindeki ana miyelin proteinleri arasinda PO ve PMP22 sayilabilir. PMP22,
periferal sinir sitemindeki Schwann hiicreleri tarafindan ekspres edilir. Miyelin
kilifin =~ %2-5’ini  olusturur (Quarles 2002). Periferal sinir sistemindeki
miyelinizasyona katki sadece ana miyelin proteinleri saglamaz. Ornegin HEXB,
miyelin yapist ve fonksiyonu i¢in periferal sinir sistemindeki 6nemli bir gendir
(McNally ve dig. 2007; Xu ve dig. 2010). HEXB, kofaktor GM2 aktivator proteini
ile gangliosit GM2’nin degredasyonunu katalizler. Hekzoaminidazlarin farkli genler
tarafindan kodlanan alfa ve beta olmak tizere iki alt tinitesi bulunmaktadir. Bu gende
gerceklesen mutasyon GM2 gangliyositlerinin ndronlarda birikmesine ve bdylece
norodejeneratif hastaliklara sebep olurlar. Beta alt {initesindeki mutasyon Sandhoff
hastaligina, alfa alt linitesindeki mutasyon ise Tay-Sachs hastalifa neden olmaktadir.
Siddetli miyelin dejenerasyonu ile karakterizedir. F2-9 bilesigi uygulamasi sonucu
sadece HEXB ekspresyonu artmaktadir. Bu durumda merkezi sinir sistemini
ctkileyen MS hastaligi disinda periferal sinir sistemini de etkileyen Sandhoff,
Guillain-Barre sendromu gibi demiyelinize karakterli periferik sinir sistemi
rahatsizliklar1 i¢in de F2-9 bilesiginin umut vaad edebilecegini gostermistir.

FTY720, F1-12h ve F2-9 MS’de tanimlanan demiyelinizasyon
mekanizmalarina karst ana miyelin proteinlerin  ekspresyonlarini  artirarak,
proinflamatuvar sitokinlerin salgilanmalarin1 engelleyerek (FTY720 ve F1-12h
bilesiklerinde) ve oligodendrosit hasar1 olusumunda reaktif oksijen tiirevlerine karsi
koruyarak (FTY720 ve F2-9 bilesiginde) remiyelinizasyonun desteklenmesine katki
saglamaktadir. Ekspresyon diizeyleri incelendiginde her ii¢ bilesik i¢inde miyelin
rejenerasyonunu tetikledigini sdyleyebiliriz ancak MSS’nin bir hastaligi olan MS’de

F2-9, diger iki bilesige gore remiyelinizasyon mekanizmasinda daha etkilidir.
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MSS’de, aksonun bulunmadig: in vitro kosullarda oligodendrositlerde miyelin gen
ekspresyonu artabilmekte, ancak gen ekspresyonunun yiiksek seviyelere ulagabilmesi
ve miyelin yapisinin olugabilmesi i¢in aksonal etkilesim gerekmektedir (Benjamins
2003). Bu yiizden hastaligin ilerleyen evrelerinde noroaksonal yaralanmalar
gerceklestikten sonra bu bilesikler miyelin gen ekspresyonlarini artirsa bile etkili
olmayabilir.

MS dizin caligmalarimizda farklilik tespit ettigimiz ikinci grup genler T
hiicre aktivasyonu, sitokin ve kemokinler ve inflamasyon ile iliskili genlerde ortaya

cikt1.

MS aktive olmus miyelin spesifik CD4" T hiicrelerin MSS’ne girmesiyle
olusan inflamatuvar demiyelinizan bir hastaliktir. MSS'ne giren CD4" T hiicreler,
antijen sunucu hiicrelerle karsilasinca lokal olarak aktive olurlar ve farkli sitokin
profili ve etki mekanizmalarina sahip olan Thl ve Th2 hiicrelere doniisiirler.
Normalde proinflamatuvar (Thl) ve antiinflamatuvar (Th2) sitokinler arasinda ince
bir denge s6z konusudur. MS'de olusan inflamasyonun temel sebebi, proinflamatuvar
Thl hiicrelerinin asir1 aktive olmasidir. IL1B, MS gibi immiin aracili hastaliklarda
immiin cevap lizerinde etkili proinflamatuvar sitokindir. Monosit, mikroglial hiicreler,
astrositler ve endotel hiicreler tarafindan iiretilir ve aktif 16kositlerin MSS’ne
transendotelyal taginimini kolaylastirir (Maghzi ve Minagar 2014). IL1, antijen sunan
hiicrelerin kapasitesini arttirir. B lenfositlerinin proliferasyonunu, immiinglobulin
sentezini ve hiicre yiizeyinde immiinglobulin reseptorlerinin sayisini artirarak
inflamasyona sebep olur. IL1, T hiicrelerinden IL2 salgilanmasini ve bu hiicrelerin
yiizeyinde IL2 reseptorlerinin sayisini arttirarak da T hiicrelerinin ¢ogalmasini saglar.
IL1B ekspresyon seviyesi FTY20 ve F1-12h tarafindan baskilanirken, MS
hastalarinda ekspresyon seviyesi artan IL2 (Lopez ve dig. 1999), sadece F1-12h
tarafindan baskilanarak T hiicre aktivasyonun baskilanmasma 6nemli katkilar
saglamaktadir. IL2, IL18 ile beraber hiicre aracili immiiniteyi indiikler. IL18, aktive
olduktan sonra dogal oldiiriicii hiicreler ve bazi T hiicreleri makrofa; ve diger
hiicrelerin aktivasyonunda 6nemli rol oynayan IFNG salmimini saglar. Bu yiizden
IFNG uyaric1 faktor olarak da bilinir (Ushio ve dig. 1996). Fizyolojik rolii disinda
Hashimoto tiroidi, Alzheimer, yasa bagimh makula dejenarasyonu, MS gibi
inflamatuvar hastaliklarda rol oynar. MS hastalarinda seviyesi artan IL18 (Losy ve

Niezgoa 2001), F1-12h bilesigi uygulamasi sonucunda baskilanmistir. Ayrica IFNG
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uyarici faktor olan IL18’in baskilamasi IFNG ile dogru orantilidir. F1-12h bilesigi
IL2 sinyal yolagi lizerinden IL18 ve IFNG ekspresyon diizeyini baskilayarak hiicre
aracili immiinitenin baskilanmasina 6nemli katki saglar. FTY720 uygulamasi sonucu
baskilanan IFNG hiicresel immiinitenin baskilanmasi sonucu salinan bir sitokin

degildir. FTY720 ve F2-9’un hiicresel immiinitenin baskilanmasina bir katkis1 yoktur.

Bir diger proinflamatuvar sitokin IL6, inflamasyonda ve B hiicrelerinin
olgunlagsmasinda rol oynar. Otoimmiin hastaliklarda enfeksiyon indiikleme
yetenegine sahip olan bir endojen pirojendir. Bu proteinin 6zellikle serum igine
salgilanmasi ve IL6RA ile transkripsiyonel inflamatuvar yanita neden oldugu akut ve
kronik inflamasyon bolgelerinde gdsterilmistir (Krumbbloz ve meinl 2014). IL6
seviyesi, MS hastalarinda oligodendrosit kayb1 ile korele bir sekilde demiyelinize
plaklarda artmaktadir (Schonrock ve dig. 2000). Inflamatuvar hastaliklarla IL6 ile
orantil1 olarak artan TNFa geni ¢ok fonksiyonlu bir proinflamatuvar sitokini kodlar.
Hiicre ¢ogalmasi, farklilasma, apoptoz, lipid metabolizmasi ve pihtilasma dahil ¢ok
genis bir yelpazede biyolojik siireclerin diizenlenmesinde yer almaktadir. MS gibi
otoimmiin hastaliklar ile insiilin direnci ve kanser gibi hastaliklarda c¢esitli rol
oynadigr gosterilmistir (Probert, 2015). Her 1¢ bilesikte I1L6 ve TNF’nin
ekspresyonlarin1 baskilayarak proinflamatuvar sitokin salinimini engellemektedir.
TNF bir¢cok hiicre tarafindan salgilanan, TNFa ve TNFB (LTA) olmak iizere iki
formu bulunan bir sitokindir. TNFp, T hiicre lenfositleri tarafindan salinir. Parakrin
olmas1 nedeniyle az miktarda iiretilir. Etkisi TNFa’ya benzer ancak TNF[ ayrica
lenfoit organlarin gelismesi i¢cin Onem arz eder. TNFB’da olusan Ncol
polimorfizminin MS hastalarinda artan inflamatuvar ve metabolik belirtegler ile
iligkili oldugu bulunmustur (Kallaur ve dig. 2014). F1-12h, TNFB’y1 baskilayarak
artan inflamatuvar belirtecleri baskilamistir. F1-12h, FTY720 ve F2-9 bilesigine gore
proinflamatuvar sitokinlerin baskilanmasinda daha etkilidir. Makrofaj ve bazi diger
hiicreler tarafindan salman TNFoa gibi ¢ok Onemli proinflamatuvar sitokinin
baskilanmasi ii¢ bilesik a¢isindan da onemlidir. Ancak T hiicre lenfositleri tarafindan
salinan TNFf’nin sadece F1-12h tarafindan baskilanmasi MS’e neden olan T hiicre
aktivasyonunun ve inflamasyonun baskilanmasi agisindan énemlidir. Cilinkii MS’de
temel immiinolojik bulgular arasinda cogunlukla aktif T lenfosit sayilarinda

dolayisiyla T lenfositler tarafindan salinan sitokinlerde artma géziikmekledir.
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TNFa, TNFB, IL1B, IL2, IL6, IL18 ve IFNG, Thl kaynakli proinflamatuvar
sitokinlerdir. Kronik Thl uyaris1 MS, hasimato tiroiditi, Tip 1 diyabet, Crohn
hastaligi, sarkoidoz gibi otoimmiin hastaliklara ve kronik inflamasyona yol acar.
FTY720, F1-12h ve F2-9 bilesikleri proinflamatuvar sitokinlerin baskilanmasina
katkida bulunur. FTY720 ve F1-12h bilesikleri T ve B hiicrelerin antijene bagl
aktivasyonunun engellenmesinde temel rol alirlar. Ayrica F1-12h, hiicresel immiin
yanitta rol oynayan T hiicrelerinin artan direnglerinin bastirilmasinda etkilidir.
Cogunlukla proinflamatuvar Thl kaynakli inflamasyona bagli olusan MS'in
engellenmesinde F1-12h bilesigi MS tedavisinde kullanilana FTY720’den daha
etkilidir.

Th2 hiicreleri tarafindan sentezlenen sitokinler humoral immiinitede rol
oynarlar, B hiicresi gelisimi ve farklilagsmasinda etkilidirler. Thl ve Th2 hiicreleri
ayrica birbirleri {izerinde de karsilikli etkilere sahiptirler. Ornegin IL10 aslinda Th2
sitokinidir, Thl hiicreleri tarafindan sitokin sentezi inhibe edilir. Bu olay MS gibi
otoimmiin hastaliklarda potansiyel role sahiptir. Yapilan calismalar MS hastalarinda
IL10 ile korele bir sekilde IFNG’nin saliniminin arttigmi gostermistir (Ozenci ve dig.
1999; Ersoy ve dig. 2005). B hiicreleri ve makrofajlar IL10’u ekspres ederler. IL10,
T lenfosit, makrofaj ve sitokinlerinin sentezini Onler. Her ii¢ bilesikte IL10
ekspresyonunu baskilayarak humoral immiinitenin baskilanmasma neden olurlar.
Ozellikle F1-12, hem humoral hem de yukarida bahsedildigi gibi hiicresel
immiinitenin baskilanmasinda diger iki bilesikten daha etkilidir. Bir diger Th2
kaynakli sitokin IL13, matriks metalloproteazlar1 indiikler. Alerjik astim, mukus
salmimi eosinofilik inflamasyonda 6nemli rol oynar. B hiicre kronik lenfositik 16semi
ve Hodgkins hastaligi gibi hastaliklarda tedavi ajani olarak kullanilir. IL13 {iretimi
IL4, 1L12, IL18, IFNG, IL10, TGFB, TNFa ile iliskilidir (Wynn 2003). IL13, MS
hastalarinda néron koruyucu etkisi ise birlikte, sinaptik fonksiyon modiilasyonunda
da yer alir (Rossi ve dig. 2011). F1-12h bilesigi uygulamasi sonucunda IL13 ve
MS’de KBB hasar siirecinde aktif rol alan MMP9 birbirleriyle korele bir sekilde
baskilanmaktadir. F1-12h anlamli bir sekilde baskilanmasi ndéron koruyucu bir
bilesik oldugunu gostermistir ayrica MMP9’un IL13 araciligi ile baskilanmasi
sonucunda KBB bariyerinin biitlinliigiinii de saglayabilir. Diger iki bilesigin I1L13

iizerinde anlaml bir etkisi yoktur.
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Prostoglandin D2 (PTGD2) CD4" efektdér Th2 hiicrelerinde ekspres edilir,
inflamasyon boyunca mast hiicrelerinden salgilanir. PTGD2 ve reseptdrleri (PTGDR)
ozellikle ezinofil, bazofil ve Th2 Ilenfositleri olusturdugu proinflamatuvar
kemotaksisite de Oonemli rol oynar. FTY720 inflamatuvar cevap olusturmak i¢in
PTGD?2 seviyesini azaltmaktadir. F1-12h ve F2-9 bilesiklerimizin PTGD2 iizerinde

anlaml bir etkisi bulunmamaktadir.

TGFB1 hematopoetik hiicrelerde ¢esitli etkileri olan giiglii bir diizenleyici
sitokindir (Goris ve dig. 2007). TGFB1’in bagisiklik sistemindeki 6nemi lenfosit
proliferasyonu, farklilasmasi1 ve fonksiyonunun diizenlenmesinde 6nemli rolleri
vardr (Kim ve dig. 2005). T hiicreleri arasinda, CD4"CD25"FoxP3*-Treg hiicreleri
TGFBI’in 6nemli kaynagidir ve inflamasyon olusan bolgelerde bagisiklik yaniti
bastirir (Marie ve dig. 2006). Native yardimci T hiicresi (ThO) ortamda TGFB
varliginda diizenleyici T hiicreye doniisiirken, TGFB ile beraber IL6 varliginda Th17
doniisiimii olur ve Th17 hiicreleri IL17 proinflamatuar sitokinin salimimiyla beraber
otoimmiin hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol {stlenirler. Antiinflatuvar olan
TGFB, Thl7 hiicrelerinin olusumunda rol aldigi1 i¢in bazi bilim insanlarma gore
proinflamatuvar olarak kabul edilmektedir. Aslinda bu durum proinflamatuar ve
antiinflamatuar bagisiklik hiicreleri arasindaki dengesizligin otoimmiiniteye onemli
bir baglant1 olabilecegini diistindiirmektedir. TGFB1 ekspresyonu veya onun T
hiicreleri tlizerindeki sinyal kusurlar1 cesitli otoimmiin hastaliklarim baglangici ile
baglantilidir. Bu nedenle TGFB1’in MS gibi oto bagisiklik hastaliklarinin kontrolii
icin terapotik secenek olarak onerilmektedir (Mirshafiey ve Mohsenzadegan 2009).
F2-9 bilesigi uygulamasi sonucunda IL6 ve TGFB’nin baskilanmasi MS olusumunda
¢ok onemli Th17 hiicrelerinden IL17 salinimimi engelleyebilir. FTY720 ve F1-12h’1n
TGFB iizerinde etkisi yoktur.

IL10 ve IL13 gibi Th2 hiicreler alerjenlere ve parazitlere yanit verirler,
infeksiyona yanit1 yetersizdir. Ancak Thl ve Th2 sitokinler arasinda denge
onemlidir. Salmimlar1 pro-inflamatuvar sitokinlerle korele bir sekilde degismektedir.
FTY720 ve F1-12h bilesikleri IL10 ve IFNG salmimimin azalmast T hiicre
aktivasyonun baskilanmast agisindan  Onemlidir. F1-12h  bilesigi, IL13’d
ekspresyonunun MMP9 ile korele bir sekilde degismesini saglayabilir ve MMP9’u
baskilayarak kan beyin bariyerinin geg¢irgenligini azaltabilir. F2-9, TGFB’yi
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baskilayarak MS olusunda c¢ok o©Onemli Thl7 hiicrelerinden IL17 salinimini
engelleyebilir.

Kemokinlerin, inflamasyon ve infeksiyonlara karsi konak¢i cevabinda
l6kositlerin dokulara yerlesimi 6nemli bir basamagi teskil etmektedir. Kemokinler,
l16kosit-endotelyal hiicre iliskilerinde, T ve B hiicre matiirasyonunda, immiin denetim,
tolerans ve immiinitenin olusumunda, T-B hiicre iletisiminde ve primer immiin
cevabm olusmasinda etkin olmaktadirlar. Inflamasyon boyunca kemokinlerin
sekresyonunda dramatik bir sekilde artig1 gozlenmektedir. MS’de de bir¢cok kemokin
rol oynamaktadir. MS’de rol oynayan kemokinler CCL2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 17, 19,
20, 21; CXCL1, 8,9, 10, 11, 12, 13 ve CX3CL1 ve kemokin reseptorleri CCR1, 2, 3,
4,5, 6, 7, CXCRI, 2, 3, 4, 5, 7 ve CX3CRI’dir (Cheng ve Chen 2014). MS
patojenezinde onemli bir marker protein olan CCLS, sinir sisteminde inflamatuvar
tepkinin artmasina neden olur (Ozgun-Acar ve dig. 2016). Kontrol degerleri ile
karsilagtirildiginda hastalikta CCLS5 ekspresyon diizeyinin arttigma dair veriler
literatiirde mevcuttur (Iarlori ve dig. 2000). CCL5’in ayrica MS hastaliginda plak
olusumunda da rol oynadig1 gosterilmistir (Simpson ve dig. 1998). FTY720 ve F1-
12h uygulanan dozlarda, CCL5 {lizerinde anlamli bir etkiye sahip degilken, F2-9,
CCLS5 ekspresyonunu baskilamaktadir. CCL5 gibi hastalik patogenezinde 6nemli bir
geni baskilamasi agisindan F2-9 6nemli bir bilesiktir. FTY720 ve F1-12 bilesigi biraz
daha yiiksek dozlarda uygulandiginda daha anlaml bir etkiye sahip olabilir. Akut
MS lezyonlarinda ekspres olan CCL2 ve CCL3 her ii¢ bilesigin uygulama sonrasinda
da baskilanmistir. MS hastalarinda CXCL10 ve CXCL11 serum konsantrasyonun
artig1 gosterilmistir (Szczucinski ve Losy 2011; Szczucinski ve dig. 2007). CXCL10
her ¢ bilesigin uygulamasi sonucunda baskilanmistir. CXCL11, lenfokinler
tarafindan salgilanan sitokinlerin cevabinda rol oynarken CXCL9, monokinler
tarafindan salgilanan sitokinlerin cevabinda rol oynar. CXCL9 ekspresyonu F2-9
tarafindan baskilanirken CXL11 ekspresyonu F1-12h tarafindan baskilanmaktadir.
MS daha ¢ok lenfosit kaynakli bir inflamatuvar hastalik oldugu i¢in F1-12h

tarafindan baskilanan CXCL11 ekspresyonu daha ¢ok 6nem arz etmektedir.

Sitokin tiretimine sebep olan FOXP3, T hiicrelerinin aktivasyonuna neden
olur (Allan ve dig. 2006). Diizenleyici T hiicrelerinin fonksiyonu ve gelismesinde
gorevli yolagm ana diizenleyicisi olarak rol oynar (Hori ve dig. 2003; Fontenot ve

dig. 2003; Fontenot ve dig. 2005). Otoimmiin hastaliklarda diizenleyici T hiicreleri
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aktivitesinin eksikligi diger otoimmiin hiicrelerinin viicudun kendi dokularma
saldirmasin1 izin verir (Josefowicz ve dig. 2012; Zhang ve Zhao 2007). MS
hastalarinda seviyesi artan FOXP3’iin (Rodi ve dig. 2016), FTY720’nin baskilamas1
T hiicre aktivasyonunun baskilanmasmi saglar. Ancak F1-12h ve F2-9, FOXP3

uzerinden etki etmemektedir.

Serebrospinal sivi (CSF) beyin ve omurilikte bulunan bir viicut sivisidir.
Beyin ventrikiillerin koroid pleksus kismindan iretilmektedir. Kafatasinin iginde
beyine mekanik ve immiilojik koruma saglayan beyin korteksi i¢in tampon gorevi
gorlir. Ayrica CSF sitokin aginda kronik inflamasyonda onemli rol oynar. MSS
tiimorleri, Alzheimer ve MS gibi inflamatuvar hastaliklarda seviyesi artmaktadir
(McQualter ve dig. 2001; Anoop ve dig. 2010). FTY720 ve F1-12, inflamatuvar
hastaliklar i¢in 6nemli markerlardan biri olan CSF miktarini1 azaltmaktadir. F2-9
iizerinde 6nemli bir etkisi yoktur. MS hastalarinda kandan alinan 6rnek ile teshis
edilmektedir. Dogrudan sinir hiicrelerinde ekspresyon diizeyinin bakilmas: dogru

sonuclar vermeyebilir.

JAK/STAT sinyal yolu sitokinlerin biyolojik aktivitelerine aracilik eder ve
bagisiklik tepkimelerinin gelistirilmesi ve diizenlenmesi i¢in 6nemlidir (O’Shea ve
Plenge 2012). JAK/STAT yolunun diizenlenmesi MS’de dahil olmak tizere pek ¢ok
otoimmiin hastaliklara katkida bulunur (Benveniste ve dig. 2014). Altmistan fazla
sitokin ve biiylime faktorii bu yolagi kullanmaktadir. STAT3, MS duyarhlik geni
olarak teshis edilmistir (Baranzini ve dig. 2009; Jakkula ve dig. 2010) ve bagimsiz
baska bir ¢alismada (Lill ve dig. 2012) STAT3, MS riskinde bir artis iliskisi
bildirilmistir. FTY720 ve FTY720 kadar etkili olan F1-12h, JAK/STAT yolagmi

kullanarak sitokin iiretimini ve sitokin salinimini engelleyebilir.

MS dizini ile farklilik arz eden bir diger gen de kalitsal bagisiklikta yer alan
CIS geni oldu (Gal ve dig. 2002). Bu bilesen kalitsal bagisiklik i¢in dnemlidir ve
DAE modelinde olduk¢a artis gostermistir. Son donem yapilan c¢aligmalar
kompleman sistemin sistemik aktivasyonunun MS’in patogenezinde Onemli
oldugunu gosteren kanitlar sunmaktadir (Ingram ve dig. 2009). Hatta baz1 ¢aligmalar
artan serum diizeylerinin biyomarkor (belirteg) olarak kullanilabilirligini ileri

stirmektedir (Ingram ve dig. 2012). F1-12h bilesigi kompleman sistemi engelleyerek
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inflamasyonun baskilanmasina katki saglar. FTY720 ve F2-9’un kompleman sistem

iizerinde etkisi yoktur.

Doku uyusmazlik 2, Sinif I Antijen E Beta (H2-EB1) geni, HLA-DRBI,
HLA sinif II beta zinciri paraloglarinin dahilidir. Sinif II molekiilii, bir alfa (DRA) ve
bir beta zincirinden (DRB) olusan bir heterodimerdir ve her iki alt birimde membran
baglidir. Hiicre dis1 patojennlerden tiiretilen peptitlerin sunulmasinda yer almasi
nedeni ile bagisiklik sisteminde merkezi bir rol oynar. HLA-DRB1’in hem astrosit
hem de endotel hiicrelerde non-spesifik indiiksiyonu sirkiile hiicrelere antijenin
sunulmasini saglar ve demiyelinizasyona yol agan lokal immiin cevabi tetikler. Bu
gen MS ile iliskisi ve risk faktorii oldugu ilk tanimlanan lokustur ve esas sorumlu
gendir (Schmid ve dig. 2007; Handunnetthi ve dig. 2010). FTY720 ve F1-12h’in
HLA-DRBI1 gibi MS’de 6nemli bir markir gen lizerine anlamli bir etkisi yokken F2-
9 bilesigi HLA-DRB1’i baskilamaktadir. Ancak HLA smif II molekiiller, antijen
sunan hiicrelerde (B lenfositleri, dendritik hiicreler, makrofajlar), astrositlerde ve
endotel hiicrelerde ifade edilir. Noroblastomda yapilan bu ¢aligmanin ifadesinin daha

yiiksek oldugu diger hiicrelerde de tekrar edilmesi daha dogu sonuglar verecektir.

FTY720, F1-12h ve F2-9 bilesiklerinin inflamasyon {izerine etki ettigi
genler incelendiginde TNFa' nin endotel hiicreleri tizerindeki etkisi olan kan-beyin
bariyeri gegirgenligini azaltarak inflamatuvar hiicrelerin kan beyin bariyerlerinden
sizmasmi azalttigi, MSS’de infiltrasyonu baskilayarak anti-inflamatuvar etki
gosterdigini ve humoral immiin yanittin baskilanmasinda etkili oldugunu
sOyleyebiliriz. FTY720 ve F1-12h bilesikleri JAK/STAT yolagini kullanarak sitokin
dretimini ve sitokin salimmmini engelleyebilir, proinflamatuvar sitokinleri
baskilayarak T ve B hiicrelerin antijene bagl aktivasyonunun engellenmesinde,
proinflamtuvar-antiinflamtuvar dengenin saglanmasinda temel rol oynar. F1-12h
ayrica hiicresel immiin yanittin baskilanmasinda, monokinlerin tarafindan salgilanan
sitokinlerin baskilanmasinda, kompleman sistemi engelleyerek inflamasyonun
baskilanmasma katki saglar. F2-9, TGFBI1 iizerindeki etkisinden dolayr MS
olusumunda ¢ok o6nemli Thl7 hiicrelerinden IL17 salinimini engelleyebilir. F1-
12h’un MS’de olusan inflamasyonun baskilanmasinda suan halihazirda kullanilan

FTY720°den daha iyi bir ajan oldugu gosterilmistir.
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MS dizin c¢aligmalarimizda farklilik tespit ettigimiz iiciincii grup genler
hiicre adezyon molekiilleri ile iliskili olanlardir. MS lezyonlarinin histopatolojisine
bakildiginda, beyin ve spinal kord’da beyaz maddenin T ve B lenfositlerince bolgesel
infiltrasyonunundan kaynaklandig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmektedir (Hauser ve
dig. 1986). Elde edilen verilerden yola ¢ikilarak MS tedavisi i¢in MSS i¢ine hiicre
goclinde rol oynayan faktorler calisilmaktadir. Yapilan caligmalarda lokositlerin
doku i¢ine gecisinin, farkli sekillerde gergeklestigini gostermektedir. Bu adimlarda
rol oynayan faktorler, selektinler ve ligandlari, kemokinler ve kemokin reseptorleri,
integrinler, hiicre adezyon molekiilleri ve matriks metalloproteinazlar (MMP)

sayilabilir (Pedemonte ve dig. 2005).

Lokosit ve endotel hiicresi arasindaki ilk temas baglanma asamasidir.
Burada daha oOnceki calismalardan da belirlenen hiicrenin endotel iizerinde
baglanmasini saglayan VCAMI1 ekspresyonu MS hastalarinda artmaktadir (Peterson
ve dig. 2002; Calabresi ve dig. 1997). Baglanma asamasmdan sonra hiicre endotel
iizerinde hareket eder. Bu asamada ephrin (EPHA) stimiile olur ve migrasyonun
gerceklesmesini saglar (Hjorthaug ve Aasheim 2007). Ephrin reseptorleri integrinler
ile etkilesime girerler. Integrinler, I6kosit adezyonundan ve 16kositlerin, endotel veya
diger hiicrelere baglanmasmdan sorumludurlar. immiinoglobulin siiper ailesinden
ICAM molekiilleri ile birlesebilme 6zelliginde olan B-2 integrinler (ITGB2);
l6kositlerin inflamasyon alanma gogiinde, NK (Dogal 6ldiiriiciiler) ve sitotoksik T
lenfositlerin hedef hiicreleri dldiirmesinde gorev alirlar. Integrinlerle, hiicre adezyon
molekiillerinin etkilesimleri sonucunda, 16kositler endotele sikica yapisir ve ardindan
endoteli gegerek migrasyonlarini gergeklestirirler (Timothy 1994). Her ii¢ bilesik
ozellikle F1-12, VCAM1, ICAM1 ve EPHALI ekspresyonunu baskilayarak 16kosit ve
endotel hiicre arasindaki temasin engellenmesine katki saglarlar. FTY720 ayrica
ITGB2’nin, baskilanmasimni saglayarak ICAM ile birlesip lokositlerin inflamasyon
alanina hareketini engeller. F1-12h ve F2-9 bilesikleri ITGB2’ye etki etmemektedir.
FTY720 uygulamasi sonrasinda ITGB2’nin  baskilanmasi  iki  sekilde
degerlendirilebilir. ITGB2 l6kositlerin inflamasyon alanina gogiinii ve MS
lezyonlarinin olusumunu engeller ancak lenfosit trafigini devre dis1 birakildigindan
diger firsatc1 enfeksiyonlar ile basa ¢ikmak i¢in bagisiklik sistemi yetenegini

azaltabilir.
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Hiicre migrasyonuna ekstraseliiler matriks (ECM) proteinleri de yardimci
olmaktadir. MMP9, matriks metalloproteinaz ailesinin bir proteini olarak hem
embriyonik gelisme, lireme ve dokunun yeniden sekillenmesi gibi normal fizyolojik
stireglerin, hem de artrit ve metastaz gibi hastalik siireclerinde hiicre dig1 maktriks
yikimina katilirlar. Birgok MMP hiicre dis1 proteinazlar tarafindan kesildikleri zaman
aktif hale gelen inaktif proproteinler olarak salgilanirlar. Bu gen tarafindan kodlanan
enzim izoformu, tip IV ve tip V kollajenleri pargalar. MMP2/9’un MS patogenizinde
potansiyel olarak kan beyin bariyeri gecirgenligini artirdigi 6nerilmektedir (Tasaki ve
dig. 2014). Her ¢ bilesikte MMP9 ekspresyonunu baskilamaktadir. F1-12h
bilesiginin MMP9’u baskilamasi yukarida da bahsedilen IL13’ilin baskilanmasindan
kaynakli olabilir. Hiicre-hiicre interaksiyonu ve hiicre migrasyonunda gorev alan
CD44, MMP9 gibi diger ligandlarla etkilesime girebilir. CD44 veya MMP-9
inhibisyonu hiicre gog¢iinii inhibe eder. MS hastalarinin beyin lezyonlarinda
ekspresyonu artan CD44 (Ghazi-Visser ve dig. 2013), FTY720 uygulamasi
sonucunda baskilanarak hiicre gociiniin engellenmesini saglamaktadir. Aslinda
CD44’iin immiinitede iki mekanizmasi tartisilmalidir. Birinci mekanizmada,
otoimmiin hastaliklar olustugunda, bunlarin olusturdugu etkiler CD44 {iretimini
arttirmakta, bdylece CD44 otoimmiinitede lezyonlar1 olusturucu olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Ikinci mekanizmada ise, CD44 eksikligi makrofajlarmn apoptotik
hiicreleri  fagosite etme yetenegini bozmakta, boylece CD44 eksikligi
otoimmiinitenin etiyolojisinde rol oynayan bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

FTY720’nin CD44 iizerine katkisi, etki/yan etki agisindan tartismaya agiktir.

Bunlarm disinda ekstraseliiller matriks proteinleri kenetleme ya da biiyiime
faktorleri, immiin ve glial hiicreler ile etkilesime girerek bagisiklik reaksiyonlarini
degistirebilir. Bunlardan biride COL1A1 tip I kollajeni kodlar. MS hastalarinda aktif
lezyonlarda immiin hiicrelerin gecisi sirasinda fibriler kollajenlerin seviyeleri
artmaktadir (Mohan ve dig. 2010). FTY720 ve F1-12h uygulamasi sonucu MS’de
demiyelinizan lezyonlarda artan fibriler kollajen seviyelerinin baskilayarak fibrozis

olusumunu engelleyebilirler. F2-9’un anlamli bir etkisi bulunmamaktadir.

Bir hiicre yiizey reseptorii olarak caligilan APP ndronlarin yiizeyinde
ndronal adezyon, aksonogenez ve ndrit biiylime ile ilgili fizyolojik islevleri yerine
getirmektedir (Aydm ve dig. 2012). Protein-protein etkilesimleri ile hiicre

hareketliligi ve transkripsiyon diizenlenmesinde de rol alir, notch sinyal yolagmi
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inhibe eder (Multhaup ve dig. 2015). APP Alzheimer basta olmak iizere bircok
norodejeneretif hastalikla iligkisi bildirilmistir. FTY720 uygulamast sonucunda APP
baskilanarak noronal adezyonu engelleyebilir. Diger iki sentetik bilesigin APP

iizerine anlamli bir etkisi yoktur.

MS multifokal inflamatuvar 16kositlerin infiltrasyonu ve demiyelinizasyon
ile karakterize bir hastaliktir. Inflamatuvar dokulardaki ilk degisikliklerden biride
vaskiiler endotel hiicrelerin aktivasyonudur. Normal sartlarda vaskiiler endotel
hiicreler lokositler i¢in diisiik gecirgen Ozelli§e sahiptir ancak sitokinler stimiile
olduklar1 zaman lokositlerin yapismasi ve inflamatuvar dokuya migrasyonu
kolaylasir. Ozellikle insan endotel hiicrelerinde tanimlanmis olan VCAM, ICAM ve
selektinlerin MS hastaliginda hiicre migrasyonu ve genelde inflamatuvar siiregte
ozellikle de otoimmiin demiyalinizasyon mekanizmasinda Onemli oldugu
disiiniilmektedir. Yapilan MS caligmalarda serumda veya beyin omurilik sivisinda
ICAM-1, VCAM-1 ve MMP9 seviyelerinin artig1 bildirilmistir (Dore-Duffy ve dig.
1995; Hartung ve dig. 1995). Her ii¢ bilesikte VCAMI1, ICAM1, EPHA1 ve MMP9
ekspresyonunu baskilayarak 10kosit ve endotel hiicre arasindaki temasin
engellenmesine, KBB gegirgenliginin azaltilmasina ve migrasyonun engellenmesine
katki saglar. Ayrica FTY720 ve F1-12h uygulamasi sonucu MS’de demiyelinizan
lezyonlarda artan fibriler kollajen seviyelerini baskilayarak fibrozis olusumunu
engelleyebilirler. FTY720 hiicre gociine engel olurken bir taraftan da makrofajlarin
apoptotik hiicreleri fagosite etme yetenegini bozmakta ve diger firsat¢1 enfeksiyonlar
ile basa ¢ikma yetenegini azaltmaktadir. Her ii¢ bilesik karsilastirildiginda F1-12h
bilesigi hiicre migrasyonunun engellenmesinde yan etkileri olan FTY720’den ve

daha az etkin olan F2-9’dan daha ¢ok katk1 saglar.

MS dizin ¢aligmalarimizda farkhilik tespit ettigimiz dordiincii grup genler
apoptoz ile iliskili olanlardir. Apoptotik gen ifadesi ve klinik hastalik aktivitesinde
degisiklikler arasinda kesin bir iliski degerlendirilmemistir. Ancak NIMS hastalarin
periferal kan tek cekirdekli hiicrelerinde antiapoptotik genlerin ifade diizeylerinin

onemli diizeyde arttig1 bildirilmistir (Achiron ve dig. 2007).

TNFa, TNF siiper ailesine ait ¢ok islevli bir proinflamatuvar sitokindir. Iki
farkli hiicre ylizeyi reseptorii, TNFRSF1 ve TNFRSF2 araciligiyla sinyal verir.
NFKB, TNFa gibi sitokinler de dahil olmak {iizere ¢esitli hiicre uyarilar1 tarafindan
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aktive edilen bir transkripsiyon diizenleyicidir. TNF ile aktivasyonu sonucunda
programlanmis hiicre 6liim sinyalizasyonu, hiicre ¢ogalmasi, farklilasma, apoptoz,
lipid metabolizmas1 ve koagiilasyon gibi genis bir biyolojik siire¢ yelpazesinin
diizenlenmesinde yer alir (Gilmore 2006). TNFa stimiilasyonunun yoklugunda
NFKB, sitoplazmada inhibitér IKB ile iligkilidir. NFKB ve PI3K’nin aktivasyonu
apoptozu engeller. IKK aktive oldugunda ve IKB’yi fosforilize edip ayrisim igin onu
hedef haline getirdiginde NFKB aktivasyonu goriiliir. Daha sonra IKB’nin ayrigimini
takiben NFKB, c¢ekirdege dogru yer degistirir ve kaspaz-8 aktivasyonunu inhibe
eder, sitokrom c salinimini Onler. Bel2 gibi antiapoptotik genleri kapsayan multipl
genlerin transkripsiyonunu indiikler. Hiicre yiizeyi reseptorleri (siklikla VEGFA,
FGF gibi biiyiime faktorii reseptorleri) yogunlasir ve PI3K’nin ligandlarmna
baglanmasini aktive eder. Bir kez aktive olan PI3K, Akt/PKB’yi fosforolize eder.
Akt/PKB, ayrica NFKB yanitinin aktivasyonu ile sonuglanan IKK’y1 da aktive eder.
FTY720 ve F1-12h bilesigi, (TNF, TNFRSF1A, NFKB, PI3K, AKT, VEGFA, FGF)
TNF, TNFRSF1A/FasL sisteminin aktivasyonunun baskilanmasiyla hiicreleri
apoptoza tesvik eder, immiin sistemin diizenlenmesi ve sitotoksik T hiicrelerinin
hiicre 6liimiiniin aktivasyonunun baskilanmasinda onemli rol oynar. F2-9’un bu
yolak tlizerinde anlamli bir etkisi bulunmamaktadir.

Apoptozu diizenleyen CFLAR hiicre yasami ve hiicre 6liim arasinda kritik
fonksiyona sahiptir. TNFRSF6 aracili apoptozis inhibitorii olarak rol oynar. MS’de,
T hiicrelerinde CFLAR seviyelerinin patolojik artmasi, klinik olarak aktif MS
hastalarinda T hiicrelerinin ve lenfositlerin birikimine neden olur (Gomes ve dig.
2003). CFLAR seviyesinin artmasi potansiyel olarak patojenik otoreaktif T
hiicrelerinin canliligini uzatabilir. FTY720 ve F1-12h bilesigi, CFLAR seviyesinin

azalmasini saglayarak inflamasyonun baskilanmasina ve apoptoza katk1 saglar.

MYC geni hiicre ¢ogalmasimin diizenlenmesinde etkili niikleer bir proteini
kodlar. immiinoglobulin genleri tarafindan kontrol altinda tutulur ve 3 ekzondan
olugur. MYC geni diizenlenme esnasinda genellikle birinci ekzon kaybolur, bu ekzon
protein iiretiminden sorumlu olmadigi i¢in fonksiyonunda bir degisiklik olmaz.
Ancak kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olur. MYC’nin yeniden diizenlenmesi
sonrasinda ortaya ¢ikan asir1 ekspresyon T hiicre farklilagmasinin inhibisyonuna ve
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasma neden olur. FTY720 ve F1-12h MYC genini

baskilamasi ile kontrolsiiz hiicre ¢ogalmas1 engellenebilir.
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Histon asetilasyon ve deasetilasyonu dkaryotik gen ekspreyonunda dnemli
rol oynar. Retinoblastoma tiimor siipresor protein ile etkilesime girerek hiicre
proliferasyonu ve farklilagsmasmin kontroliine katki saglamaktadir. Metastaz iligkili
protein 2 ile beraber p53’i deasetile ederek hiicre biiylimesi ve apoptozisi modiile
eder. Son zamanlarda bircok hastaligin tedavisinde HDAC inhibitorleri
kullanilmaktadir. MS tedavisinde de HDAC inhibitorleri kullanilmaktadir (Faraco ve
dig. 2011; Hait ve dig. 2014). FTY720°de bir HDAC inhibitoriidiir ve sitotoksik T
hiicrelerinin hiicre 6liimiiniin aktivasyonunun baskilanmasinda ve c¢esitli kanserlerin
tedavisinde kullanilabilir. Elde edilen sonuglara gére FTY720 ve FTY720’den daha
etkili olan F1-12h apoptozise Onemli katki saglarken, F2-9’un Kkatkisi

bulunmamaktadir.

GPCR dizin ¢alismalarimizda farklilik tespit ettigimiz ilk grup genlerimiz
sfingozin fosfat reseptorleri ile iliskili genlerde ortaya c¢ikti. FTY720 dogal
sfingozinin bir yapisal analogudur. S1P inflamasyon ve onarimda 6nemli rol oynayan
dogal bir bioaktif sfingolipiddir. Bagisiklik sisteminde S1P sinyali lenfositlerin lenf
nodlarmdan disar1 ¢ikisini diizenler. S1P bazi lenfositlerin yiizeyinde bulunan S1P1
reseptorlerine baglanarak onlar1 aktive eder ve lenf nodlarindan kan dolagimina
cikislarmi diizenleyerek inflamasyon bélgesine ulagmalarini saglar. Oral FTY720
lenfositler ve noral hiicreler iizerindeki S1P reseptor modiilasyonunu gerceklestirir.
FTY720 lenfositler iizerindeki bes S1P reseptoriinden dordiinii islevsel olarak
baskilayarak, lenfositlerin lenf dokusu ve kan arasindaki SI1P gradyanm1 boyunca
hareket etmelerini imkansiz kilar ve lenf nodlarmdan lenfositlerin ¢ikisini Onler
(internalizasyon) (Cohen ve Chun 2011). Her ii¢ bilesikte S1P reseptorlerini
baskilayarak T ve B lenfositlerin MSS gibi inflamasyon bdlgelerine ulagsmasini
onleyerek etki gostermektedir. Bilesikler teorik calismalar (docking) ile belirlenirken
S1P reseptorlerine en yiiksek ilgi duymasi beklenen molekiiler sentez i¢in se¢ilmistir
ancak biyolojik etkinlik calismalarinda elde edilen sonuglara goére sentezlenen
bilesikler SIPRI1 {iizerinde su an mevcut olan FTY720’den daha diisiik etkinlige
sahiptir. Bu da sunu gosteriyor ki teorik calismalarla elde edilen bilesikler her zaman
dogru sonuglar vermeyebilir. Bu yiizden muhakkak in vitro ve in vivo ¢aligmalarin

yapilmasi gerekmektedir.

Adenozin viicutta yaygin olarak bulunan bir néromodiilatordiir. Hiicre

icinde ve disinda devamli sentezlenmektedir. Adenozin, etkilerini 6zgiil reseptorleri
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aracilig1 ile olusturur. Adenilat siklazi, G-proteine kenetli bu reseptorlerden Al ve
A3 inhibe ederken, A2 aktive eder. A2 reseptorlerinin A2A ve A2B olmak iizere iki
alt tipi tanmimlanmistir. A2 reseptorleri Gs proteinleri aracilifiyla adenilat siklazi
aktive eder, Ca kanallarin1 inhibe eder. Adenozin A2A ve dopamin D2 reseptdrleri
(DRD2) noronlarda birlikte bulunurlar. D2 reseptorleri Gi proteini araciligi ile
adenilat siklazi baskilarken, A2A reseptorleri bu enzimi Gs proteini araciligi ile
aktive etmektedir. Adenilat siklaz aktivasyonu sonucu artan cAMP, bu ndronlarda
GABA salinimimna neden olur. Dopamin birikimi hiicre 6liimiine yol agabilir. MS
hastalarinda dopamin DRD1, 3 ve 5 yolu ile TNF iiretimi, DRDI, 2, 5 yolu ile de
IL10 {iretimini artirir (Rangel-Barajas ve dig. 2015; Deckx ve dig. 2013). Her ii¢

bilesikte cAMP salinimin1 adenozin ve dopamin reseptorleri tizerinden artirmaktadir.

Gen ekspresyonu c¢alismalar1t  disinda  ekspresyon calismalarinda
destekleyecek sekilde hiicre i¢i cAMP miktarinin ve aktivitesinin artig1 yapilan
deneyler ile gosterilmisti. cAMP yanit eleman protein (CRE) bir niikleer
transkripsiyon faktorii olup 200’ askin etken (AKT/B, pp90rsk, protein kinaz A,
kalsiyum/kalmodulin bagimli kinaz, peptid hormonlar, nérotransmitterler vb.)
tarafindan fosforile olur (Sakamoto ve Frank 2009). CRE proteini gesitli yollarla
fosforile olduktan sonra, CRE baglayic1 protein veya homologu olan p300 adi verilen
kofaktorlerin etkisi ile cCAMP yanit elemana baglanarak transkripsiyona hazir hale
gelmektedir. Bu iki kofaktoriin ekspresyonunun da CRE ekspresyonunu yansittigi
diistiniilmektedir. CRE proteini, siklin Al, siklin D1, Bcl-2 ailesi, EGR1 gibi sayis1
500’i askin geni uyararak proliferasyon, yenilenme ve invazyon gibi 6nemli
fonksiyonlara yol agmaktadir. CRE, cAMP‘nin genetik transkripsiyonunu artiran bir
proteindir. CRE dongiisii beta-adrenerjik reseptorler ile diizenlenmektedir (Yamada
ve dig. 2003). cAMP yolagi, ATP’den adenilat siklaz enzimi aracigiyla cAMP
olusumunu katalizler. cAMP’nin hiicre i¢i etkileri cAMP bagimli protein kinaz
(protein kinaz A) ile gergeklestirilir. cAMP protein kinaz A’ya baglandiginda
katalitik alt birimler birbirinden ayrilir ve her biri hedef proteinlerdeki serin
kalintilarin1 fosforiller veya hiicre ¢ekirdegine go¢ eder. Katalitik alt birim ¢ekirdekte
CREB (cAMP yanit elemani baglama proteini) adli CRE’ye baglh transkripsiyon
faktoriinii fosforiller ve gen ekspresyonunu diizenler (Kierszenbaum 2007). CREB
fosforilasyonu cCAMP-PKA yolu disinda Ras-MAPK ve Ca/kalmodulin bagl protein
kinaz yolu ile de aktive olmaktadir. FTY720, F1-12h ve F2-9, CRE’yi fosforilleyerek
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cAMP miktarini artirir. FTY 720, F1-12h ve F2-9’dan daha yiiksek aktiviteye sahiptir.
Yukarida da bahsedildigi gibi teorik ¢alismalarda daha etkin olmasi daha in vivo ve

in vitro’da daha etkili oldugunu gostermemektedir.

Glutamat normal beyin fonksiyonu i¢in gerekli olmasina karsin, glutamatin
asir1 miktarinin varligi eksitotoksik hiicre dliimiine yol agabilir. Glutamatin yikic1
etkilerine glutamat reseptorleri, 6zellikle de N-metil-D-aspartat (NMDA) tip olanlar,
aracilik eder. Diger glutamat-gegiren iyon kanallarinin aksine (primer olarak
Na® alimmi diizenleyenler), aktive NMDA reseptor-kanallar hiicre icine Ca*? akisini
saglar ve bu da asir1 oldugu zaman bir¢cok potansiyel yikici siireci aktifleyebilir.
Glutamat eksitotoksisitesi MS patogenezinde Onemli rol oynar. Aktif MS
lezyonlarinda glutamat reseptorleri yogun bir sekilde ekspres edilir (Newcombe ve
dig. 2008). Glutamat, glutamat reseptorlerini uyardigi gibi NO (nitrik oksit) sentezini
de arttirr. NO iiretiminin arttirilmas1 Ca*?’a bagimh bir islemdir. Dopamin ve
noradrenalin gibi bazi norotransmitterlerin geri alimin1 da engeller (6r; noradrenalin
geri alim tastyicisini inhibe eder), ACh salgilatabilir. Sinir iletisi {izerine olan
spesifik etkiler noronal nitrik asit sentetaz (nNOS) tarafindan iiretilen NO’ya baghdir.
MSS’de NO sentezi NMDA reseptorlerinin glutamat ile aktivasyonu sonucu
gerceklesir. Boylece hiicrelere zarar verebilir (Encinas ve dig. 2008). Ayrica
cMYC’nin artmasi da glutamat eksitotoksisitesine neden olabilir. (Liu ve Zhu 1999).
Sonuglara gére FTY720 ve F1-12h bilesikleri incelendiginde néron koruyucu etkisi
oldugu goriilmiistiir ayrica glutamat reseptorlerine etki ederek glutamat
eksitotoksisitesini engelledigini sdyleyebiliriz. F2-9’un glutamat eksitotoksisitesinin

neden oldugu hasar1 engellemek {izerinde herhangi bir etkisi bulunmamaktadir.

Glutamat reseptorleri disinda FTY720 ve F1-12h opinoid reseptorleri de
etkilemektedir. Akut ya da kronik uygulamada opinoidlerin humoral ve hiicresel
bagisiklik tepkileri ilizerinde antikor iiretimi, dogal katil-lenfosit etkinligi, sitokin
ifade ve fagositik aktivite Onleyici etkilere sahip oldugu bilinmektedir. 4 cesit
opinoid reseptorii vardir. Delta, mu, kappa reseptorler ve opioid reseptor 1. Yapilan
caligmalarda MS hastalarinda delta, mu, kappa reseptorlerin ekspresyon diizeylerinin
azaldig1 gosterilmistir (Lynch ve dig. 2008). FTY720 ve F1-12h humoral ve/veya
hiicresel bagisiklik iizerine etkilerini opinoid reseptdrleri lizerinden gdstermektedir.

F2-9°un opinoid reseptorlerine etkisi yoktur.
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MS tedavisinde cesitli ilaglar kullanilmaktadir ancak birgcogunun ¢ok fazla
yan etkisi bulunmaktadir. Bunlardan biride MS tedavisinde kullanilan
alemtuzumabtir. Bu ilacin yan etkilerinden biride kullanimdan sonra tiroid
hastaligina neden olmaktadir. Alemtuzumab kullanan hastalarin TSH’larinda artis
goriilmiistiir (Aranha 2013). FTY720 kullanimindan sonra FTY720 uygulamasi
sonucunda TSHR’deki diistis hipertiroidizm ile iliskilidir. Ancak diger sentezlenen

bilesiklerimizin TSH iizerinde yan etkisi bulunmamaktadir.

Kortikosteroid sentezinde gorevli “corticotropin releasing hormon” (CRH)
immiin sistemin stresle miicadelesinde 6nemli yeri olan néroendokrin bir aracidir,
streste inflamasyonda ekspresyon diizeyi artar. CRH’nin hipofizde baglandigi
reseptorlerden biri de CRH reseptor 1 (CRHRI1)’dir. MS hastaliginda CRH
reseptorlerinin de (CRHR1 ve CRHR2) inflamasyona bagli olarak ekspresyon
diizeyleri artmaktadir (Benou ve dig. 2005; Papadopoulou ve dig. 2005). FTY720
uygulamasi sonucu CRHR reseptorlerinde degisiklik olmazken, F1-12h uygulamasi
sonucu CRHRI1 reseptoriindeki artis hiperkortizolizm ve depresyon gibi yan etkilere
sebep olabilir.

Anjiotensinler kan basinci ve sivi dengesini diizenleyen bir sistemdir. Kan
basinc1 diistiigli zaman hiicreye ulasan sodyum kloriir seviyesi diiser ve hiicreler
renin salgilar. Renin anjiotensin 1’1 anjiotensin 2’ye ¢evirerek kan basmcimin
artmasmi saglar. Plazma membran reseptdrleri protein yapisindadir. G proteinle
eslenen reseptorler arasinda biiyiik bir grubu olusturur. Yapilan caligmada anjiotensin
ve resptorlerinin noroprotektif 6zelligi oldugun gosterilmistir. Anjiotensin seviyesi
MS hastalarinda azalmaktadir (Kawajiri ve dig. 2008). FTY720 ve F1-12h
uygulamas1 sonucu AGTR2 seviyesindeki degisimler antivazodiilatif etkiye sahip
oldugunu diistindiirmektedir. F2-9 anjiotensin reseptorlerine etki etmemektedir.

Genel olarak baktigimizda sentezlenen ve yapisi aydinlatilan bilesiklerin
hiicre kiiltiiriinde sec¢ilen genler iizerine etkilerini daha iyi analiz etmek yukaridaki
bilgileri desteklemek amaciyla ile her bilesigin etkiledigi genlerin yolagi ¢ikartilarak
Sekil 60-62°de verilmektedir.

Sekiller incelendiginde FTY720, F1-12h ve F2-9 bilesikleri, TNFa'nin
endotel hiicreleri tizerindeki etkisi olan kan-beyin bariyeri gegirgenligini azaltarak
inflamatuvar hiicrelerin kan beyin bariyerlerinden sizmasmi azalttigi, MSS’de

infiltrasyonu baskilayarak anti-inflamatuvar etki gosterdigini ve humoral immiin
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yanitin baskilanmasinda etkili oldugunu sdyleyebiliriz. FTY720 ve F1-12h bilesikleri
JAK/STAT yolagini kullanarak sitokin tiretimini ve sitokin salinimim engelleyebilir,
proinflamatuvar sitokinleri baskilayarak T ve B hiicrelerin antijene baglh
aktivasyonunun engellenmesinde,  proinflamatuvar-antiinflamatuvar ~ dengenin
saglanmasinda temel rol oynar. F1-12h ayrica hiicresel immiin yanitin
baskilanmasmda, monokinler tarafindan salgilanan sitokinlerin baskilanmasinda,
kompleman sistemi engelleyerek inflamasyonun baskilanmasma katki saglar.
Humoral ve/veya hiicresel bagisiklik tizerine etkilerini opinoid reseptorleri iizerinden
gostermektedir. F1-12h’un MS’de olusan inflamasyonun baskilanmasinda FTY720
ve F2-9’dan daha etkili bir bilesiktir.

FTY720, F1-12h ve F2-9, lokosit ve endotel hiicre arasindaki temasin
engellenmesine, KBB ge¢irgenliginin azaltilmasina ve migrasyonun engellenmesine
katki saglar. Ayrica FTY720 ve F1-12h uygulamas: sonucu MS’de demiyelinizan
lezyonlarda artan fibriler kollajen seviyelerini baskilayarak fibrozis olusumunu
engelleyebilirler. FTY720 hiicre gociine engel olurken bir taraftan da makrofajlarin
apoptotik hiicreleri fagosite etme yetenegini bozmakta ve diger firsat¢1 enfeksiyonlar
ile basa ¢ikma yetenegini azaltmaktadir. Her ti¢ bilesik karsilastirildiginda F1-12h
bilesigi hiicre migrasyonunun engellenmesinde yan etkileri olan FTY720’den daha

fazla etkilidir.

FTY720, F1-12h ve F2-9 MS’de tanimlanan demiyelinizasyon
mekanizmalarina karst ana miyelin proteinlerin  ekspresyonlarin1 artirarak
remiyelinizasyonun desteklenmesine katki saglamaktadir. Ayrica FTY720 ve F1-12h
proinflamatuvar sitokinlerin salgilanmalarin1 engelleyerek ve FTY720 ve F2-9
bilesiginde oligodendrosit hasar1 olusumunda reaktif oksijen tiirevlerine karsi
koruyarak da remiyelinizasyonu destekler. Ekspresyon diizeyleri incelendiginde her
ii¢ bilesik icinde miyelin rejenerasyonunu tetikler ancak F2-9, diger iki bilesige gore
remiyelinizasyon mekanizmasimda daha etkilidir. Ancak noéraksonal yaralanmalar
gerceklestikten sonra bu bilesikler miyelin gen ekspresyonlarmi artirsa bile etkili
olmayabilir, bu ylizden hastaligin erken donemlerinde bu bilesikler faydali olabilir.
Daha kesin sonuclar elde etmek i¢in calismanin glial hiicreler {iizerinde de

gerceklestirilmesi gerekmektedir.
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FTY720 ve FTY720°den daha etkili olan F1-12h Fas sinyal yolunu
baskilayarak apoptozise Onemli katki saglar ve demiyelizan plaklarin olusmasini
engeller. Glutamat reseptorlerine etki ederek glutamat eksitotoksisitesini engeller.

Her {i¢ bilesikte S1P reseptorlerini baskilayarak T ve B lenfositlerin MSS
gibi inflamasyon bdlgelerine ulagsmasini dnleyerek ve cAMP salinimini adenozin ve
dopamin reseptOrleri lizerinden artirarak etki gostermektedir. Ayrica CRE’yi
fosforilleyerek cAMP miktarini artirir. FTY 720, diger iki bilesikten de daha yiiksek
aktiviteye sahiptir.

FTY720, hipertiroidizm, makrofajlarin apoptotik hiicreleri fagosite etme
yetenegini bozma ve diger firsat¢i enfeksiyonlar ile basa ¢ikamama gibi yan etkileri
bulunurken, F1-12h hiperkortizolizme ve depresyona neden olabilir. FTY720 ve F1-
12h antivazodiilatif etkiye sahiptir.

Her ii¢ bilesikte MS hastalig1 icin uygun bilesiklerdir zaten halihazirda
FTY720 MS hastalig1 tedavisinde kullanilmaktadir. F1-12h bilesigi FTY720’ye
alternatif olabilir ancak daha etkili oldugunu sdéylememiz igin hayvan deneyleri

yapilmalidir ve toksisitesi ¢aligilmalidir.
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Sekil 61. F1-12h uygulamasi sonucunda ekspreyonlar1 degisen genlerle iliskili yolak
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Sekil 62. F2-9 uygulamasi sonucunda ekspreyonlar1 degisen genlerle iliskili yolak

FTY720’un ECO5 dozunda 19 gen, EC10 dozunda 52 gen, F1-12h’in EC05

dozunda 18 gen, EC10 dozunda 48 gen, F2-9’un EC05 dozunda 4, EC10 dozunda 27

genin ifade diizeyi kontrole gore anlaml farkliliklar gosterdi. Bu sonuglardan yola

cikarak hazirlanan yolaklar incelendiginde bu bilesiklerin etkisi asagidaki sekilde

sOylenebilir.

a)

b)

9)

Anti-enflamatuar etki: Her ii¢ bilesikte de oldukga giigli etki gozlendi.
Karsilastirma yapildiginda F1-12h daha etkilidir.

Miyelin rejenarasyonu: Ancak MSS miyelin rejenarasyonunda F2-9 daha
etkilidir.

T- ve B- hiicre aktivasyonunun baskilanmasi: Her {i¢ bilesikte de
immunosupresif etki gozlenmektedir ancak F1-12h bilesigi daha etkilidir.
Kompleman aktivasyonunun baskilanmasi: F1-12h

Apoptotik etki: anti-apoptotik genlerin ketlemesi, Interferonler ve integriler
tizerinden Bcl-2’yi baskilayarak FTY720 ve F1-12h’m anti apoptotik etkisi
vardir, F2-9’un apoptotik etkisi yoktur.

Bagisiklik diizenleyici: immunomodiilator

Hiicre adezyonu: Her ii¢ bilesikte hiicre gd¢linii engellemektedir ancak F1-

12’1n katkis1 daha fazladir.

94



h) cAMP salimimimin artirilmasi: Her ¢ bilesikte dopamin, adenozin ve
adrenerjik reseptorler iizerinde cAMP bagimli protein kinaz A aktivasyonu
araciligryla cAMP salinimini artirmaktadir. FTY 720 daha etkilidir.

i) G proteine bagl reseptor sinyal yolaklarma etki: FTY720, F1-12h ve F2-9
bilesikleri sfingozin, dopamin, adenozin ve adrenerjik reseptorlere etki
etmektedir. Ayrica FTY720 ve F1-12h glutamat, anjiotensin, opinoid
reseptorlerine etki etmektedir.

j) Vazodilatasyonun inhibisyonu: FTY720 ve F1-12h etkisi

k) Analjezik etki: FTY720 ve F1-12h etkisi

Sonug olarak FTY720 gibi F1-12h’in MS i¢in ¢ok 6nemli bir tedavi ajani
oldugunu sdylemek miimkiindiir. F1-12h bilesigi FTY720 kadar etkindir ancak
bunun kesin sOyleyebilmek i¢in glial hiicrelerle ve hayvan caligmalar1 ile
desteklenmelidir. Bununla birlikte giivenirlik acisindan (FTY720’ninde en 6nemli

dezavantaji) toksikoloji caligmalar1 yapilmalidir.
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6. SONUC

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda FTY720 bilesiginin molekiiler modelleme
calismalar1 yapildi. S1P reseptorlerine karsi yiliksek ilgi gosteren 2 adet yeni bilesik
sentezlenip, MS {izerine etkileri ve ilacin etki mekanizmasi arastirildi. Yapilan
caligmalar sonucunda FTY720 ve bu iki yeni alternatif bilesigin miyelinizasyona ve
hiicre adezyonuna katkisi, immiinomodiilatér ve immiinsupresif 6zelliklere sahip
oldugu belirlendi. Ozellikle F1-12h bilesiginin immiinsupresif ve miyelinizasyonu
destekleyici ozellikleri merkezi sinir sistemi hastaliklarinda etkili olabilecegini
diistindiirmiistiir. Bu tg¢ bilesikte etkisini sfingozin, dopamin, adenozin ve adrenerjik
reseptorleri lizerinden cAMP bagimli protein kinaz A aktivasyonu araciligiyla cAMP
seviyelerini artirarak gerceklestirmektedir. Ayrica sadece hiicre i¢i cAMP seviyesi
degil protein kinaz tarafindan CREB fosforilasyonu araciligiyla da cAMP seviyesi
artmaktadir. FTY720 ve F1-12h, interferonlar ve integrinler iizerinden Bcl2’yi
baskilayarak anti apoptotik yolaga etki etmektedir. Glutamat resptorlerini
baskilayarak MS vakalarinda goriilen glutamat eksitotoksistenini engellemektedir
ayrica Ras yolagina etki ederek biiylime faktorlerinin salimimini saglamaktadir.
Anjiotensin reseptorlerinin ekspresyonlari artirarak vazodilatasyonu inhibe eder.
Opinoid reseptorlerin etki ederek analjezik etki gostermektedirler. Yapilan molekiiler
ve analitik ¢alismalar sonucunda suan MS tedavisinde kullanilan FTY720’a alternatif
olabilecek F1-12h bilesiginin halen tedavisi bulunmayan MS hastalig1 i¢in yiiksek
potansiyelli ve dnemli bir ila¢ etmeni oldugunu kuvvetle desteklemektedir. Ila¢ olma
yolundaki bu bilesigin etki ettigi sinyal yolaklar1 incelendiginde MS i¢in ¢ok 6nemli
terapotik olma Ozelligi gostermislerdir. Bu kadar iyi ve pozitif etkiyi biinyesinde
barindiran Onemli bilesik oldugu muhakkaktir. Ancak hayvan caligmalar1 ve
toksikoloji ¢aligmalar1 yapilmalidir. Sonugta FTY720’nin en Onemli dezavantaji
toksisitesidir. Bu g¢aligma sonucunda MS hastaligmin tedavisinde kullanilabilecek
ilag etkin maddelerin literatiire kazandirilmasi hedeflenmistir. Sonraki asamalarda
gerekli testlerin yapilarak, yurt disindan ¢ok yiiksek maliyetlerle alinmakta olan MS
ilaglarma bir alternatif olarak ticari bir {iriine doniistiiriilmesi iilke ekonomisine katk1

saglayacaktir.
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8. EKLER

EK A

Tablo A.1. MS Dizin Genleri Isimleri

GenBank No
NM_001124
NM_032375
NM_000038
NM_000484
NM_000049
NM_004324
NM_000633
NM_138578
NM_001734
NM_002982
NM_002983
NM_002985
NM_006273
NM_001295
NM_000579
NM_006139
NM_000616
NM_001250
NM_000610
NM_001769
NM_000757
NM_001565
NM_005409
NM_002416
NM_001504
NM_014329
NM_001957
NM_001964

Sembol
ADM
AKT1S1
APC
APP
ASPA
BAX
BCL2
BCL2L1
C1S
CCL2
CCL3
CCL5
CCL7
CCR1
CCR5
CD28
CD4
CD40
CD44
CD9
CSF1
CXCL10
CXCL11
CXCL9
CXCR3
EDC4
EDNRA
EGR1

Tanim

Adrenomedullin

AKT1 substrat1 1 (prolince zengin)
Adenomatuspoliposis koli
Amiloid beta ( A4) prekiirsor proteini
Aspartoasilaz

BCL2-bagimli X proteini
B-hiicresi CLL/lenfoma2
BCL2-benzeri 1

Kompleman bilesen 1

Kemokin ( C-C motifi) ligandi 2
Kemokin ( C-C motifi) ligand: 3
Kemokin ( C-C motifi) ligand1 5
Kemokin ( C-C motifi) ligand1 7
Kemokin ( C-C motifi) reseptorii 1
Kemokin ( C-C motifi) reseptorii 5
CD28 molekiilii

CD4 molekiilii

CD40 molekiilii, TNF reseptorii alt aile tiyesi 5

CD44 molekiilii

CD9 molekiilii

Koloni uyarici faktor 1 ( makrofaj)
Kemokin (C-X-C motif) ligand1 10
Kemokin (C-X-C motif) ligand1 11
Kemokin (C-X-C motif) ligand1 9
Kemokin (C-X-C motif) reseptorii 3
mRNA dekapaj giiclendirici 4
Endotelin reseptor tipi A

Erken biiylime yanit1 1
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NM_005232
NM_001982
NM_003379
NM_000639
NM_002026
NM_014009
NM_002055
NM_002070

NM_000581
NM_002086
NM_004964
NM_000521
NM_001530
NM_002124

NM_000201
NM_000619
NM_000572
NM_002188
NM_001562
NM_000576
NM_000417
NM_000600
NM_002184
NM_000211
NM_002227
NM_004972
NM_002228
NM_000595
NM_002361
NM_002371
NM_002755
NM_002745
NM_002385
NM_004994
NM_002467
NM_003998

EPHA1
ERBB3
EZR
FASLG
FN1
FOXP3
GFAP
GNAI2

GPX1
GRB2
HDAC1
HEXB
HIF1A
HLA-
DRB1
ICAM1
IFNG
IL10
IL13
IL18
IL1B
IL2RA
IL6
IL6ST
ITGB2
JAK1
JAK?2
JUN
LTA
MAG
MAL
MAP2K1
MAPK1
MBP
MMP9
MYC
NFKB1

EPH reseptorii Al

V-erb-b2 eritroblastikldsemi, viral onkogen homologu 3
Ezrin

Fas ligandi (TNF siiper-aile iiyesi 6)

Fibronektin 1

Forkhead kutusu P3

Glial fibrilar asidik protein

Guanin niikleotid baglayici protein (G protein), alfa inhibisyonunu
aktive edici polipeptit 2

Glutatyon peroksidazl

Biiylime faktorii reseptorii-bagl protein 2

Histon deasetilaz 1

Hekzosaminidaz B (beta polipeptit)

Hipoksi indiiklenebilir faktor 1, alfa alt birimi

Ana histokompatibilite kompleksi, sinif II, DR beta 1

Hiicrelerarast adezyon molekiilii 1

Interferon, gamma

Interlokin 10

Interlokin 13

Interlokin 18 (interferon-gama uyarici faktor)
Interlokin 1, beta

Interldkin 2 reseptor, alfa

InterlSkin 6 (interferon, beta 2)

Interlokin 6 sinyal doniistiiriicii (gp130, onkostatin M reseptérii)
Integrin, beta 2 (tamamlayici bilesen 3 reseptorii 3 ve alt-iinite 4)
Janus kinaz 1

Janus kinaz 2

Jun proto-onkogen

Lenfo toksin alfa (TNF siiper-ailesi, iiyel)
Miyelin iliskili glikoprotein

Mal, T-hiicresi farklilagma proteini

Mitojenle aktive edilmis protein kinaz 1
Mitojenle aktive edilmis protein kinaz1

Miyelin temel proteini

Matrismetalopeptidaz 9

V-mycmyelocytomatosis viral onkogen homologu

Kappa hafif polipeptid gen arttirict niikleer faktorii 1
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NM_005654
NM_002527
NM_006623
NM_000533
NM_000304
NM_002834
NM_002880
NM_002883
NM_000454
NM_003150
NM_000660
NM_003238
NM_000594
NM_001065
NM_001066
NM_003286
NM_006087
NM_001078
NM_003376
NM_003405

NM_001101
NM_004048
NM_002046
NM_000194

NR2F1
NTF3
PHGDH
PLP1
PMP22
PTPN11
RAF1
RANGAP1
SOD1
STAT3
TGFB1
TGFB2
TNF

Niikleer reseptor alt ailesi 2, F grubu, iiye 1
Norotrofin 3

Fosfogliserat dehidrojenaz

Proteolipid protein 1

Periferal myelin proteini 22

Protein tirozin fosfataz, reseptor-olmayan tip 11
V-raf-1 kemirgen 16semi, viral onkogen homologu 1
Ran GTPaz aktive edici protein 1
Siiperoksitdismutaz 1, ¢oziilebilir

Sinyal déniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii 3
Transforme edici biiyiime faktorii beta 1
Transforme edici biiyiime faktorii beta 2

Tumor nekroz faktorii

TNFRSF1ATimor nekroz faktorii reseptorii siiper ailesi, 1A

TNFRSF1B Tiimoér nekroz faktorii reseptorii siiper ailesi, 1B

TOP1
TUBB4
VCAM1
VEGFA
YWHAH

ACTB
B2M
GAPDH
HPRT1

Topoizomeraz (DNA) |

Tiibiilin, beta 4

Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii 1

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii A

Tirosin 3-monooksigenaz / triptofan 5-monooksigenaz aktivasyon
proteini, beta polipeptidi

Aktin, beta

Beta-2-mikroglobulin

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz

Hipoksantin fosforibozil transferaz 1

Tablo A.2. GPCR Dizin Genleri Isimleri

GenBank No
NM_183357
NM_000675
NM_000684
NM_000024
NM_000029
NM_031850
NM_000686
NM_020350
NM_005163
NM_004041

Sembol
ADCY5

Tamm

Adenilatsiklaz 5

ADORAZ2A Adenozin A2A reseptor

ADRB1
ADRB2
AGT
AGTR1
AGTR2
AGTRAP
AKT1
ARRB1

Adrenerjik beta-1-reseptor

Adrenerjik beta-2- yiizey reseptorii
Anjiyotensinojen ( serpin peptidaz inhibitorii)
Anjiyotensin II reseptor tip 1

Anjiyotensin Il reseptér tip 2

Anjiyotensin II protein bagli reseptor
V-aktmurintimoma viral onkogen homologu 1

Arrestin betal
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NM_004313
NM_001702
NM_000633
NM_138578
NM_001742
NM_005795
NM_000388
NM_002982
NM_002984
NM_053056
NM_001238
NM_057749
NM_000389
NM_004064
NM_003879
NM_000088
NM_004382
NM_001883
NM_001901
NM_000103
NM_000794
NM_000795
NM_007026
NM_001955
NM_001964
NM_005229
NM_001973
NM_002006
NM_005252
NM_003857
NM_000160
NM_002072
NM_080425
NM_000838
NM_000839
NM_000841
NM_000842
NM_000844

ARRB2
BAIL
BCL2
BCL2L1
CALCR
CALCRL
CASR
ccL2
ccL4
CCND1
CCNE1
CCNE2
CDKN1A
CDKN1B
CFLAR
COL1A1
CRHR1
CRHR2
CTGF
CYP19A1
DRD1
DRD2
DUSP14
EDN1
EGR1
ELK1
ELK4
FGF2
FOS
GALR2
GCGR
GNAQ
GNAS
GRM1
GRM2
GRM4
GRM5
GRM7

Arrestin beta 2

Beyin spesifik anjiyogenez inhibitorii 1
B-hiicresi CLL/lenfoma 2

BCL2-1 benzeri

Kalsitonin reseptorii

Kalsitonin reseptdr benzeri

Kalsiyum algilayan reseptor

Kemokin (C-C motif) ligandi1 2

Kemokin (C-C motif) ligand1 4

Siklin D1

Siklin E1

Siklin E2

Siklin bagiml kinaz inhibitdrii 1A (p21, Cipl)
Siklin bagiml kinaz inhibitor 1B (p27, Kip1)
CASP8 ve FADD benzeri apoptoz regiilatorii
Kollojen tipl, alfa 1

Kortikotropin salict hormon reseptorii 1
Kortikotropin salict hormon reseptorii 2

Bag doku biiyiime faktorii

Sitokrom P450, aile 19, alt aile A, polipeptit 1
Dopamin reseptdrii D1

Dopamin reseptorii D2

Cift spesifik fosfataz 14

Endotelin 1

Erken biiyiime yaniti 1

ELK1, ETS onkogen ailesi iiyesi

ELK4, ETS-domain protein (SRF aksesuar protein 1)
Fibroblast biiylime faktorii 2 (temel)

FBJ fare osteosarkom viral onkogen homologu
Galanin reseptorii 2

Glukagon reseptorii

Guanine nukleotit baglayici protein (G protein), q polipeptit
GNAS kompleks lokusu

Glutamat reseptor, metabotropik 1

Glutamat reseptor, metabotropik 2

Glutamat reseptor, metabotropik 4

Glutamat reseptor, metabotropik 5

Glutamat reseptor, metabotropik 7
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NM_000201
NM_000576
NM_000877
NM_004633
NM_000586
NM_002228
NM_002229
NM_000233
NM_057159
NM_004720
NM_002382
NM_004994
NM_002467
NM_000625
NM_000911
NM_000912
NM_002613
NM_002649
NM_002737
NM_000953
NM_000963
NM_000316
NM_002923
NM_000539
NM_001400
NM_004230
NM_005226
NM_002980
NM_000602
NM_003745
NM_000594
NM_000369
NM_021833
NM_001078
NM_003376
NM_003406

NM_001101

ICAM1
IL1B
ILIR1
IL1R2
IL2
JUN
JUNB
LHCGR
LPAR1
LPAR2
MAX
MMP9
MYC
NOS2
OPRD1
OPRK1
PDPK1
PIK3CG
PRKCA
PTGDR
PTGS2
PTHIR
RGS2
RHO
S1PR1
S1PR2
S1PR3
SCTR

Hiicreler aras1 adezyon molekiilii 1

Interlokin 1, beta

Interldkin 1 reseptor, tip |

Interldkin 1 reseptorii, tip 11

Interlokin 2

Jun proto-onkogen

Jun B proto-onkogen

Liiteinleyici hormon / koriyogonadotropin reseptorii
Lizofosfatidikasit reseptorii 1
Lizofosfatidikasit reseptorii 2

MYC bagimh faktér X

Matriks metallopeptidaz 9
V-mycmiyelositomatosis viral onkogen homologu
Nitrik oksit sentaz 2

Opioid reseptor, delta 1

Opioid reseptor, kappa 1

3-fosfoinosit bagimli kinaz-1
Fosfoinosit-3-kinaz, katalitik, gama polipeptit
Protein kinaz C, alfa

Prostaglandin D2 reseptor (DP)
Prostaglandin-endoperoksit sentaz 2
Paratiroid hormon 1 reseptor

G -protein diizenleyici sinyal 2

Rodopsin

Sfingozin-1-fosfat reseptorii 1
Sfingozin-1-fosfat reseptorii 2
Sfingozin-1-fosfat reseptorii 3

Seketin reseptorii

SERPINE1 Serpin peptidaz inhibitorii, E

SOCS1
TNF
TSHR
UCP1
VCAM1
VEGFA
YWHAZ

ACTB

Sitokin sinyal susturucu 1

Tiimor nekroz faktor

Tiroid sitiimile edici hormon reseptorii
Kenet agma proteini 1

Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktori A

Tirozin 3-monooksijenaz/triptofan 5-monooksijenaz aktive edici

protein, zeta polipeptit
Aktin, beta
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NM_004048
NM_002046
NM_000194

B2M
GAPDH
HPRT1

Beta-2-mikroglobulin

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz

Hipoksantin fosforibosil transferaz-1

Tablo A.3. MS genlerinin sekans, uzunluk ve sicakliklar1

Kod Gen Adi Uzunluk (bg) | Sekans (5'->3") ™
NM_002184 | IL6ST_F1351 24 TGTACAACTCGTGTGGAAGACATT | 50.00
IL6ST_R1589 22 GGTGAGTAGCTTGAAAGTCACA
NM_002527 | NTF3_F2 22 GCCAGAATAACACAGACTCAGC | 50.00
NTF3_R136 21 CCTTGGATGCCACGGAGATAA
NM_001734 | C1S_F27 21 TTTGGCATGGGTTTATGCTGA 51.00
C1S_R166 22 GGGTGAAGTAGAGGTGAATCCC
NM_006139 | CD28_F76 23 CTATTTCCCGGACCTTCTAAGCC | 51.00
CD28_R239 21 GCGGGGAGTCATGTTCATGTA
NM_002188 | IL13_F39 21 CCTCATGGCGCTTTTGTTGAC 51.00
IL13_F799 21 TCTGGTTCTGGGTGATGTTGA
NM_004972 | JAK2_F390 22 AGCCTATCGGCATGGAATATCT  |51.00
JAK2_R552 21 TAACACTGCCATCCCAAGACA
NM_002228 | JUN_F876 21 TCCAAGTGCCGAAAAAGGAAG | 51.00
JUN_R527 21 CGAGTTCTGAGCTTTCAAGGT
NM_000595 | LTA_F1 21 ATGACACCACCTGAACGTCTC 51.00
LTA R241 21 CTCTCCAGAGCAGTGAGTTCT
NM_002755 | MAP2K1_F381 21 GGGCTTCTATGGTGCGTTCTA 51.00
MAP2K1_R606 21 CCCACGGGAGTTGACTAGGAT
NM_002385 | MBP_F454 21 TCGGCTCACAAGGGATTCAAG 51.00
MBP_R543 23 TGATCCAGAGCGACTATCTCTTC
NM_002467 | MYC_F1105 21 GTCAAGAGGCGAACACACAAC | 51.00
MYC_R1266 21 TTGGACGGACAGGATGTATGC
NM_000572 | IL10_F314 20 TCTCCGAGATGCCTTCAGCAGA | 51.00
IL10_R489 22 TCAGACAAGGCTTGGCAACCCA
NM_001562 | IL18_F179 23 GATAGCCAGCCTAGAGGTATGG | 51.00
IL18_R321 21 CCTTGATGTTATCAGGAGGATTCA
NM_000660 | TGFBL_F 334 22 TACCTGAACCCGTGTTGCTCTC | 51.00
TGFB1_R 542 21 GTTGCTGAGGTATCGCCAGGAA
NM_000038 | APC_F10380 20 TTTAAGCATGGTGGGGCACT 55.00
APC_R10589 21 GCAGTAGACACAGTACAGGCA
NM_000049 | ASPA_F49 22 TGCCCTTTGGGTAAAGTCTCAT | 56.00
ASPA_R240 20 CTCCGGTTAGCTCATTCCCA
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NM_002745| MAPK1_F316 20 ACCAACCTCTCGTACATCGG 56.00
MAPK1_R414 21 GGGGCTGATTTTCTTGATAGC

NM_002026 | FN1_F 7308 21 GCTGACAGAGAAGATTCCCGA 56.00
FN1_R 7505 20 CCAGGGTGATGCTTGGAGAA

NM_000533 | PLP1_F 8 20 GAAAGCCCTTTTCATTGCAGGA 56.00
PLP1_R 136 20 GGCTAGTCTGCTTTGTGGCT

NM_002834 | PTPN11_F 1845 20 GACGTTCCCAAAACCATCCA 56.00
PTPN11_R 1975 21 TCTTCTTCAATCCTGCGCTGT

NM_003238 | TGFB2_F 1698 21 CTTCTTCCCCTCCGAAAATGC 56.00
TGFB2_R 1870 20 GCTCAATCCGTTGTTCAGGC

NM_003286 | TOP1_F 82 20 GGTAGCAGCCTCAGCCGTTT 56.00
TOP1_R 293 22 AAATCCGCTTCGATCTGGGAAT

NM_000600 | IL6_F115 23 ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG |59.00
IL6_R245 23 CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG

NM_001504 | CXCR3_F 72 20 GTCCTTGAGGTGAGTGACCA 59.00
CXCR3_R 266 20 CAGCAGAAAGAGGAGGCTGT

NM_000201 | ICAM1_F 419 20 TCAAAAGTCATCCTGCCCCG 59.00
ICAM1_R 628 20 AGCTGTTGACTGCCCATCAG

NM_003405 | YWHAH_F 292 18 GGAGCGCTACGACGACAT 59.00
YWHAH_R 438 20 ATGCTGCTAATGACCCTCCA

NM_001101 | ACTB_F 71 16 GCCGCCAGCTCACCAT 59.00
ACTB_R 276 20 GATGCCTCTCTTGCTCTGGG

NM_004048 | B2M_F 85 20 GTGCTCGCGCTACTCTCTCT 59.00
B2M_R 228 20 TTCAATGTCGGATGGATGAA

NM_002046 | GAPDH_F 67 23 TTCTATAAATTGAGCCCGCAGCC |59.00
GAPDH_R 203 20 CCGTTGACTCCGACCTTCAC

NM_003998 | NFKB1_F124 20 TCGCGCTGAGTATAAAAGCC 61.00
NFKB1_R367 20 GGCAAAGTTTCGTGGATGCG

NM_005409 | CXCL11_F 22 20 TGGAAGCAGGAAAGGTGCAT 61.00
CXCL11_R 232 20 TAGCCATGCCCTTCACACTC

NM_002416 | CXCL9_F 1534 20 GGCTCTTTCCTGGCTACTCC 61.00
CXCL9_R 1619 20 TCCCTGGTCCCTGTAGTGAG

NM_001957 | EDNRA_F 564 20 CTGGCACTGGTTGGATGTGT 61.00
EDNRA_R 664 20 AGCTCTGTGCCACGAAAAGT

NM_005232 | EPHA1_F 297 20 AATGCAAGGACGCAGAGACA 61.00
EPHAL R 495 20 CTGAATGCCCACATCCTGGT

NM_003379 | EZR_F 115 20 CGCTCTAAGGGTTCTGCTCT 61.00
EZR_R 221 20 CGGCATTTTCGGTTTCTGGT

NM_002070 | GNAI2_F 232 20 TGATCGACAAGAACCTGCGG 61.00

146




GNAI2_R 334 20 TGCTTGACGATGGTGCTCTT

NM_004964 | HDAC1_F 107 20 ACGACGGGGATGTTGGAAAT 61.00
HDAC1 R 241 20 TGGCTTTGTGAGGGCGATAG

NM_001530 | HIF1_F 420 20 GGCGCGAACGACAAGAAAAA 61.00
HIF1_R 540 20 GTGGCAACTGATGAGCAAGC

NM_000619 | IFNG_F 869 20 GGCTTTATCTCAGGGGCCAA 61.00
IFNG_R 1019 20 TGGCTCAGATTGCAGGCATA

NM_002880 | RAF1_F 130 20 GAAAACGATTGTGAGGCGGG 61.00
RAF1_R 245 19 CATCGTAGCAAACGCGCTC

NM_003150 | STAT3_F 127 20 AACAGGATGGCCCAATGGAA 61.00
STAT3_R 345 20 GAAGCGGCTATACTGCTGGT
TNFRSF1B_F

NM_001066 | 2448 20 GGCAGGCCACCATATTCAGT 61.00
TNFRSF1B_R
2564 20 GGCTTTGTCGTTGGCTTGTT

NM_000194 | HPRT1_F 182 20 CCCTGGCGTCGTGATTAGTG 61.00
HPRT1_R 320 20 TCGAGCAAGACGTTCAGTCC

NM_001124 | ADM_F734 19 ATGAAGCTGGTTTCCGTCG 62.00
ADM_R915 20 GACATCCGCAGTTCCCTCTT

NM_032375| AKT1S1_F120 20 CTGGAAGAGCCGAACGGATA 62.00
AKT1S1_R326 20 CACGGCAGCATTTCTTGCTT

NM_000484 | APP_F516 19 GCCCTGCGGAATTGACAAG 62.00
APP_R659 22 CCATCTGCATAGTCTGTGTCTG

NM_004324 | BAX_F486 20 GACATTGGACTTCCTCCGGG 62.00
BAX_R683 20 CTGAAGATGGGGAGAGGGCA

NM_000633 | BCL2_F460 19 GGTGGGGTCATGTGTGTGG 62.00
BCL2_R548 22 CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC

NM_138578 | BCL2L1_F25 20 TGGTTCCTGAGCTTCGCAAT 62.00
BCL2L1_R223 19 TTAGGCAAAGGCAGGCAGG

NM_002982 | CCL2_F339 20 ACCTGGACAAGCAAACCCAA 62.00
CCL2_R433 20 TCTGGGGAAAGCTAGGGGAA

NM_002983 | CCL3_F144 20 CATGGCTCTCTGCAACCAGT 62.00
CCL3_R271 20 ACTGGCTGCTCGTCTCAAAG

NM_002985 | CCL5_F250 20 CAGTCGTCTTTGTCACCCGA 62.00
CCL5_R399 20 AGAGCAAGCAGAAACAGGCA

NM_006273 | CCL7_F229 20 AGAAGGACCACCAGTAGCCA 62.00
CCL7_R321 20 CCACTTCTGTGTGGGGTCAG

NM_001295 | CCR1_F8 20 CCCAGAAAGCCCCAGAAACA 62.00
CCR1_R162 20 CCCTCTCGTTCACCTTCTGG
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NM_000616 | CD4_F43 20 ATCGGGCTTCCTGTCTCTCT 62.00
CD4_R217 20 ACCTGAGCCCACAGAAATGG

NM_001250 | CD40_F163 21 ACTGAAACGGAATGCCTTCCT 62.00
CD40_R343 19 CCTCACTCGTACAGTGCCA

NM_000610 | CD44_F81 19 CTGCCGCTTTGCAGGTGTA 62.00
CD44_R189 21 CATTGTGGGCAAGGTGCTATT

NM_001769 | CD9_F607 20 AACGCTGAAAGCCATCCACT 62.00
CD9_R733 20 ATCAGGACAGGACTTCACGG

NM_000757 | CSF1_F944 20 ATGCTCCAGCCAAGATGTGG 62.00
CSF1_R1013 20 ACTGCTAGGGATGGCTTTGG

NM_001565 | CXCL10_F404 20 ACCAGAGGGGAGCAAAATCG 62.00
CXCL10_R476 20 GGAAGTGATGGGAGAGGCAG

NM_000576 | IL1B_F638 20 ACCTGTCCTGCGTGTTGAAA 62.00
IL1B_R832 20 AGACGGGCATGTTTTCTGCT

NM_000417 | IL2RA_F646 20 GTGGTGGGGCAGATGGTTTA 62.00
IL2RA_R868 20 TTGTGACGAGGCAGGAAGTC

NM_000211| ITGB2_F68 20 CAACCCACCACTTCCTCCAA 62.00
ITGB2_R181 20 TTTGCTACCAGTCTGCCCTG

NM_002227 | JAK1_F553 22 ATTGAGAACGAGTGTCTAGGGA |62.00
JAK1_R802 20 CCTTCAGGTCATGCGTGGAC

NM_002361 | MAG_F234 21 CCAAGTAGTCCACGAGAGCTT 62.00
MAG_R363 20 CAGGTCCCCACGGAAGTAGT

NM_002371 | MAL_F254 19 TCACCTTGGACGCAGCCTA 62.00
MAL_R380 23 GCAATGTTTTCATGGTAGTGCCT

NM_004994 | MMP9_F485 20 GGGACGCAGACATCGTCATC 62.00
MMP9_R623 20 TCGTCATCGTCGAAATGGGC

NM_005654 | NR2F1_F973 21 ATCGTGCTGTTCACGTCAGAC 62.00
NR2F1_R1076 20 TGGCTCCTCACGTACTCCTC

NM_014329 | EDC4_F 3227 20 TCGGCACGAGCAGGAACAG 62.00
EDC4_R 3427 20 GCCATAGGCTCCAGACTCCT

NM_001964 | EGR1_F 629 20 CCACGCCGAACACTGACATT 62.00
EGRL_R 865 19 GAGGGGTTAGCGAAGGCTG

NM_001982 | ERBB3_F 598 20 ACCCAGGTCTACGATGGGAA 62.00
ERBB3_R 790 20 CATCTCGGTCCCTCACGATG

NM_000639 | FASLG_F 435 20 CCTTGGTAGGATTGGGCCTG 62.00
FASLG_R 527 20 CTGTGTGCATCTGGCTGGTA

NM_014009 | FOXP3_F 600 19 GTGGCCCGGATGTGAGAAG 62.00
FOXP3_R 837 20 GGAGCCCTTGTCGGATGATG

NM_002055 | GFAP_F 1261 20 GTGTCAGAAGGCCACCTCAA 62.00
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GFAP_R 1464 20 TCAGGTCTGGGGAAATGTGC

NM_000581 | GPX1_F 203 20 TATCGAGAATGTGGCGTCCC 62.00
GPX1_R 335 20 CTCCTGATGCCCAAACTGGT

NM_002086 | GRB2_F 632 20 CTGGGGACTTCTCCCTCTCT 62.00
GRB2_R 819 20 CACCTGTTCTATGTCCCGCA

NM_000521 | HEXB_F 36 18 GCTTCCTCTGATCCGGGC 62.00
HEXB_R 211 20 GAGTCAGCAGCGCCAACATC

NM_002124 | HLA-DRB1_F 40 20 CCCTGAGTGAGACTTGCCTG 62.00
HLA-DRB1_R
227 20 GACACTCCCTCTTAGGCTGC

NM_006623 | PHGDH_F 1908 20 CACATTCTTGGGCTGAACGC 62.00
PHGDH_R 2014 20 GCAGAAGGAGTTGGGGGTAG

NM_000304 | PMP22_F 207 22 GATCCTGTCGATCATCTTCAGC 62.00
PMP22_R 339 20 AGCACTCATCACGCACAGAC

NM_002883 | RANGAP1_F 13 20 TCGAAGCAAAGAAACTGCCG 62.00
RANGAP1_R 161 20 GATCCAGCGGTCCAGATGTC

NM_000454 | SOD1_F 41 20 TAAAGTAGTCGCGGAGACGG 62.00
SOD1_R 160 20 CTTCGTCGCCATAACTCGCT

NM_000594 | TNF_F 859 20 TGGGATCATTGCCCTGTGAG 62.00
TNF_R 950 20 GGTGTCTGAAGGAGGGGGTA

NM_001065 | TNFRSF1A_F 152 20 CCGTGATCTCTATGCCCGAG 62.00
TNFRSF1A_R
398 20 GGGACCAGTCCAATAACCCC

NM_006087 | TUBB4_F 195 20 ATCGACCCCACAGGCACATA 62.00
TUBB4_R 299 20 CACCGCTCTGGGGACATAAT

NM_001078 | VCAM1_F 440 22 CAGTAAGGCAGGCTGTAAAAGA |[62.00
VCAM1_R 576 19 TGGAGCTGGTAGACCCTCG

NM_000579 | CCR5_F99 21 TCCAGTGAGAAAAGCCCGTAA 68.00
CCR5_R323 21 ACGGATGTCTCAGCTCTTCTG

NM_003376 | VEGFA_F 1517 21 ATAAGTCCTGGAGCGTTCCCT 68.00
VEGFA_R 1650 21 GTTTAACTCAAGCTGCCTCGC

Tablo A.4. GPCR genlerinin sekans, uzunluk ve sicakliklari

Kod Gen Ad1 Uzunluk (bg) | Sekans (5'->3") ™

NM_003406 | YVHAZ_F 153 21 TGTAGGAGCCCGTAGGTCATC 51.00
YVHAZ_R 331 21 GTGAAGCATTGGGGATCAAGA

NM_001955| EDN1_F 298 21 AAGGCAACAGACCGTGAAAAT 51.00
EDN1_R 534 21 CGACCTGGTTTGTCTTAGGTG
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NM_004633 | IL1IR2_F 395 21 TCCTGCCGTTCATCTCATACC 51.00
ILIRZ2_R 589 23 CATCGTGTACGAGTAAGTGAGTG
NM_002006 | FGF2_F 627 21 AGTGTGTGCTAACCGTTACCT 51.00
FGF2_R 796 21 ACTGCCCAGTTCGTTTCAGTG
NM_004382 | CRHR1_F756 22 CTACGACAATGAGAAGTGCTGG | 51.00
CRHR1_R878 21 ATGCGGACGATGTTGAAAAGG
NM_000594 | TNF_F 198 22 CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG 51.00
TNF_R 417 21 GAGGACCTGGGAGTAGATGAG
NM_000675| ADORA2A_F417 22 CATGCTAGGTTGGAACAACTGC 51.00
ADORA2A_R601 21 AGATCCGCAAATAGACACCCA
NM_001883 | CRHR2_F103 21 CTGCATTACCGAATCGCCCTCA 51.00
CRHR2_R253 23 CATTCCTCAGGCAGCGGATACT
NM_002649 | PIK3CG_F847 20 GAGAGCTTGGAGGACGATGATG | 51.00
PIK3CG_R996 19 CCACGCTTCAGCAGAAATCTGG
NM_004041| ARRB1_F 216 20 TGGAGAACCCATCAGCGTCAAC |51.00
ARRB1_R419 20 AGGCAGATGTCTGCATACTGGC
NM_003745| SOCS1_F 156 19 TTCGCCCTTAGCGTGAAGATGG 51.00
SOCS1 R 341 21 TAGTGCTCCAGCAGCTCGAAGA
NM_021833 | UCP1_F 274 20 AGTTCCTCACCGCAGGGAAAGA |51.00
UCP1_R 394 21 GTAGCGAGGTTTGATTCCGTGG
NM_000684 | ADRB1_F 436 21 TTCCTGCCCATCCTCATGCACT 51.00
ADRB1_R702 21 GTAGAAGGAGACTACGGACGAG
NM_001702 | BAI1_F 2300 19 ACCTGTTGGCAGAGGAGAATCG |51.00
BAI1_R2542 20 GGTTGTCTGTCACCTGGTATGC
NM_000839 | GRM2_F 1965 19 CGGTTCCTACAGTGATGTCTCC 51.00
GRM2_R 2068 19 TGGCTTGGAAGAAGTCAGGAGG
NM_057749 | CCNE2_F52 17 CTGAGCCGAGCGGTAGC 55.00
CCNE2_R125 22 ACGGCTACTTCGTCTTGACATT
NM_001742 | CALCR_F366 22 TGAAAACAATCGAACCTGGTCC  |59.00
CALCR_R4T72 23 AAGAATGACCCACAATAGCCAAA
NM_000103 | CYP19A1_F 103 20 GCGACTCTAAATTGCCCCCT 61.00
CYP19A1_R 247 20 AAAAAGGCCAGTGAGGAGCA
NM_005252 | FOS_F 532 20 TGGCGTTGTGAAGACCATGA 61.00
FOS_R 720 20 AGTTGGTCTGTCTCCGCTTG
NM_000842 | GRM5_F 57 20 CGGAGGGAATGAGCTTGAGA 61.00
GRM5_R 260 20 GGACCATTTTGTCCCCATGT
NM_000586 | IL2_F 37 20 AACCTCAACTCCTGCCACAA 61.00
IL2_R 233 20 GCATCCTGGTGAGTTTGGGA
NM_000233 | LHCGR_F 233 20 TCACTTGCCTACCTCCCTGT 61.00
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LHCGR_R 427 20 AAATGCTCCGGGCTCAATGT

NM_004720 | LPAR2_F 1219 20 CGGCAAGCAACAAATCCACA 61.00
LPAR2_R 1430 20 AAGAGCCAGATTCCTGCACC

NM_001400| S1PR1_F 962 20 AAACTCCACAACGGGAGCAA 61.00
S1PR1_R 1144 20 GAAGACCGTGGTGCAGAAGA

NM_002982 | CCL2_F 339 20 ACCTGGACAAGCAAACCCAA 61.00
CCL2_R433 20 TCTGGGGAAAGCTAGGGGAA

NM_000389 | CDKN1A_F31 19 CAGCTGAGGTGTGAGCAGC 61.00
CDKN1A_R158 19 GTTCTGACGGACATCCCCA

NM_000912 | OPRK1_F310 18 CAGCAGCGCCTGGTTTCC 61.00
OPRK1_R456 20 AAGCCCACGACGAACACTAC

NM_000953 | PTGDR_F950 20 ATCGCGCTTACTATGGAGCA 61.00
PTGDR_R1147 20 ACCGGCTCCTGTACCTAAGA

NM_000794 | DRD1_F 950 20 GGACTCTGAACACCTCTGCC 62.00
DRD1_R 1097 20 AACCTGATAACGGCAGCACA

NM_001964 | EGR1_F 138 20 CCTGCACGCTTCTCAGTGTT 62.00
EGR1_R 352 20 TGGGCGAGTGAGGAAAGGAT

NM_000160 | GCGR_F 1431 20 GCCAAGCTCTTCTTCGACCT 62.00
GCGR_R 1570 20 TCCCATAGCACTTTGCCCAG

NM_002072 | GNAQ_F 3055 20 TGGAACAACAAAGGGGGAGG 62.00
GNAQ_R 3168 20 GCTGTGTTGTTTGAGGCTGG

NM_080425 | GNAS_F 65 20 CCAAGACTCCACCAGCAACA 62.00
GNAS_R 164 20 GGCCTCACTTTCCAACCCTT

NM_000838 | GRM1_F 160 20 GGGACCATAGCGCTGTCTAC 62.00
GRML1_R 314 20 ACAAGCTGGAGGCGTTTGTA

NM_000844 | GRM7_F 2870 20 GTAGTCACAGCAGCCACCAT 62.00
GRMT7_R 2976 20 GGGCTGTTTGGGTCTACGTT

NM_000201 | ICAM1_F 419 20 TCAAAAGTCATCCTGCCCCG 62.00
ICAM1_R 628 20 AGCTGTTGACTGCCCATCAG

NM_000576 | IL1B_F 634 20 CTGTACCTGTCCTGCGTGTT 62.00
IL1IB_R 788 20 GGGAACTGGGCAGACTCAAA

NM_002228 | JUN_F 1839 20 GCCTCCAAGTGCCGAAAAAG 62.00
JUN_R 2022 20 GCTGCGTTAGCATGAGTTGG

NM_002229 | JUNB_F 991 20 TTCAAGGAGGAACCGCAGAC 62.00
JUNB_R 1186 20 TGAGCGTCTTCACCTTGTCC

NM_002382 | MAX_F 195 20 GGCCGTAGGAAATGAGCGAT 62.00
MAX_R 272 20 CAGCCGCAGATTGAAACCTC

NM_004230 | SIPR2_F 3082 20 GGCAGTGGCTAGGGACATTT 62.00
S1PR2_R 3306 20 ACATGAGCAGACAGGACAGC
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NM_002980 | SCTR_F 55 20 CCGAGGAGGAGCAGTCCC 62.00
SCTR_R 278 20 GCAGCACCGGCAGTAGTAG

NM_000369 | TSHR_F 3911 20 ACCTGTGATGATAGCCCCCT 62.00
TSHR_R 4101 20 TGGGTATGGCTGTGGAGAGA

NM_001078 | VCAM1_F 227 20 TGGGAAGATGGTCGTGATCC 62.00
VCAM1_R 437 20 CGTCACCTTCCCATTCAGTG

NM_031850 | AGTR1_F250 20 GGGCGCGGGTTTGATATTTG 62.00
AGTR1_R343 20 ATCTGGTGCCGACTTTCTGG

NM_000686 | AGTR2_F38 20 GTGCTATTACGTCCCAGCGT 62.00
AGTR2_R235 20 TAGTGGCAAGGGTGGAGTTG

NM_004313 | ARRB2_F 338 20 CTGTAGATGGCGTGGTGCTT 62.00
ARRB2_R443 20 AGCACATCCAGGTCTTCACG

NM_000633 | BCL2_F 943 20 CTTTGAGTTCGGTGGGGTCA 62.00
BCL2_R1104 20 GGGCCGTACAGTTCCACAAA

NM_053056 | CCND1_F 719 20 GGCGGAGGAGAACAAACAGA 62.00
CCND1_R899 20 TGTGAGGCGGTAGTAGGACA

NM_001238 | CCNE1_F 986 20 CGCAGTATCCCCAGCAAATC 62.00

318.6 CCNE1_R1150 20 CGCACCACTGATACCCTGAA

NM_000088 | COL1A1_F902 20 CTGGCCTCCCTGGAATGAAG 62.00
COL1A1_R1119 20 GGCAGCACCAGTAGCACC

NM_002467 | MYC_F 97 20 TGGCGGGAAAAAGAACGGAG 62.00
MYC_R298 20 GAGGCGAAGCCCCCTATTC

NM_000911 | OPRD1_F1067 20 GCCCATCCACATCTTCGTCA 62.00
OPRD1_R1207 20 TCGAGGAAAGCGTAGAGCAC

NM_002737 | PRKCA_F1898 20 GTGTGGCAAAGGAGCAGAGA 62.00
PRKCA_R2087 20 GGTGTTTGTTCTCGCTGGTG

NM_000963 | PTGS2_F1261 20 CCCTTCTGCCTGACACCTTT 62.00
PTGS2_R1432 20 TTCTGTACTGCGGGTGGAAC

NM_002923 | RGS2_F108 20 GAGCGAGGAGAAGCGAGAAA 62.00
RGS2_R212 20 GTTTTGGGCTTCCCAGGAGT

NM_000539 | RHO_F2040 20 AGGCCAAGTTCCCAATGAGG 62.00
RHO_R2183 20 GCAAAAGAGCAGGTGGCTTC

NM_001973 | ELK4_F 291 20 AGTGGGCAGGATTGAGGGT 62.00
ELK4_R 527 20 GCCAGTTTCTCGGCTGGATT

NM_000795 | DRD2_F 66 20 CAACGGGTCAGACGGGAAG 62.00
DRD2_R 306 20 GAATTTCCACTCACCTACCACC

NM_003857 | GALR2_F 474 20 GCCCTACCTGAGCTACTACC 62.00
GALR2_R 720 20 GATGAGGATCATGCGTGTCAC

NM_183357 | ADCY5_F1335 20 AGCAGACATCAACGCCAAG 62.00
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ADCY5_R1569

20

GACGCAGTAATAACAATCCCCAA

NM_000024 | ADRB2_F31 20 TTGCTGGCACCCAATAGAAGC 62.00
ADRB2_R192 20 CAGACGCTCGAACTTGGCA

NM_138578 | BCL2L1_F120 20 GACTGAATCGGAGATGGAGACC |62.00
BCL2L1_R 298 20 GCAGTTCAAACTCGTCGCCT

NM_001901 | CTGF_F545 20 ACCGACTGGAAGACACGTTTG 62.00
CTGF_R739 20 CCAGGTCAGCTTCGCAAGG

NM_003376 | VEGFA_F 99 20 AGGGCAGAATCATCACGAAGT 62.00
VEGFA_R 173 20 AGGGTCTCGATTGGATGGCA

NM_000316 | PTH1R_F327 20 GCCGGAATGGGACCACATC 62.00
PTH1R_R542 20 CGTTCACGAGTCTCATTGGTG

NM_005229 | ELK1_F 13 20 TGAGCTGTAGGGAAACGCAG 63.00
ELK1 R 188 20 GGGTACCTGTGTGTAGCGTG

NM_000841 | GRM4_F 62 20 CTGGGTGTGTGTTAGGGAGG 63.00
GRM4_R 226 20 GGATGACTGTGGAAAGGGCA

NM_057159 | LPAR1_F 67 20 GCCAGTGAGAGTGTGGGTG 63.00
LPAR1_R 285 20 CAGATAGGTGGATGGGGAGC

NM_005226 | SIPR3_F 94 20 CAGGGACTCAGGGACCAGAA 63.00
S1PR3_R 304 20 GCGTTGAAAAAGGGCTCCTC

NM_000029 | AGT_F 2120 20 CAGCCGTTTCTCCTTGGTCT 63.00
AGT_R2233 20 CTCCCCACCCCCATTCTCTA

NM_020350 | AGTRAP_F430 20 CTGCTGCTTCGTCTACCACA 63.00
AGTRAP_R520 20 GGCACTACGGTCCTGAGAAG

NM_005163 | AKT1_F250 20 GCATCCTGGTCCTGTCTTCC 63.00
AKT1_R374 20 CGTTTGCTCTCCCTGTCCAT

NM_000388 | CASR_F48 20 CAGGAGAGTGGAAGGAGGGA 63.00
CASR_R147 20 GCCTCCTGTGATGCCTTTCA

NM_000625 | NOS2_F 2912 20 TAGAGGAGTTCCCGTCCCTG 63.00
NOS2_R3066 20 ATCTCGGGTGTGGTAGGTGA

NM_004064 | CDKN1B_F 332 20 CGTCGGGGTCTGTGTCTTTT 63.00
CDKN1B_R501 20 CTCCCGTTAGACACTCGCAC

NM_003879 | CFLAR_F112 20 GAGTGCCGGCTATTGGACTT 63.00
CFLAR_R189 20 GCGCTTCTCTCCTACACCTC

NM_007026 | DUSP14_F 965 20 CTGCTCCCTCTCCACTCTCT 64.00
DUSP14_R 1070 20 TCCCCTCCCTCCCTATCTCT

NM_000877 | ILIR1_F 3122 20 GACCCTTCCTCCTCCTTTGC 64.00
ILIR1_R 3260 20 GAAGGCTGGAGAGGAAGTCG

NM_002984 | CCL4_F 451 20 CGCAGTTCCTGTCCCTTCTC 64.00
CCL4_R582 20 CAGTGACAGTGGACCATCCC
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NM_000602 | SERPINE1_F 268 20 CTTCGGGGTGAGGGTGTTTC 64.00
SERPINE1_R 394 20 CTGCTGGGTTTCTCCTCCTG

NM_004994 | MMP9_F100 20 CCTTGTGCTCTTCCCTGGAG 64.00
MMP9_R225 20 GGCCCCAGAGATTTCGACTC

NM_002613 | PDPK1_F160 20 CCACCAGCCAGCTGTATGAC 64.00

Tablo A.5. FTY720, F1-12h ve F2-9’un SK-N-SH hiicrelerine uygulanmasi sonucu
secilen genlerin mRNA ekspresyon diizeylerine etkilerinin kat degisim
sonuglart. Kirmizi olanlar anlamli olarak artmakta, mavi renkli olanlar
anlamli olarak azalmaktadir.

Gen FTY720/EC05 | FTY720/EC10 | F1-12h/ECO05 | F1-12h/EC10 F2-9/EC05 F2-9/EC10
ACTB 140,02 1+0,04 1+0,01 1+0,01 1+0,02 1+0,02

B2M 1+0,03 1+0,03 1+0,01 1 +£0,01 1 +£0,07 1+£0,07

YWHAZ 1+0,01 1+0,04 1+0,01 1+0,02 1 +0,04 1+0,04

GAPDH 1+£0,01 1+0,03 1+£0,02 1 +£0,03 1+£0,04 1+£0,04

EGR1 -1,40 + 0,04 -1,70 £ 0,27 -1,11+£0,04 -1,24 + 0,06 -1,15+£0,06 -1,52+£0,15
VCAM1 -2,89 +0,37 -5,62 + 0,85 -2,10+0,24 -5,46 +0,02 -2,65+0,10 -5,77£0,03
ICAM1 -2,55+0,22 -3,69 + 0,35 -4,96 + 0,03 -9,56 + 0,14 -2,20+0,07 -5,47+0,10
JUN -1,42 + 0,06 242+044 | -350+0,02 | -7,27+0,06 | -1,34+0,17 | -1,74+0,11
BCL2 -2,20 £ 0,04 -2,63+0,17 -4,06 +0,41 -7,82+0,15 -1,31+£0,07 -1,49£0,07
CCL2 -3,63+0,08 -8,82 + 0,81 -1,74 £ 0,05 -8,98 £ 0,16 -2,14 +£0,07 -499 +0,11
MYC -3,40 + 0,04 -7,01+£0,58 -2,79+0,09 -4,31+£0,22 -1,40+0,06 | -1,74 £0,06
BCL2L1 -1,06 £ 0,01 -1,19+0,11 -1,21 £ 0,09 -1,40 + 0,06 -1,12+£0,07 | -1,45£0,12
VEGFA -3,40+0,13 -6,48 + 0,59 -3,65+0,13 -7,91+0,22 -1,59+£0,09 | -1,82+0,05
TNF -1,69 £ 0,28 -10,30+1,28 | -3,29+0,12 -7,84+£0,24 -2,07+0,13 | -4,96 = 0,09
MMP9 -5,02 £ 0,54 -10,82+0,64 | -2,39+0,15 -5,10+0,12 -2,14+0,07 | -4,50+0,52
IL1B -2,19+£0,05 -4,54 +0,57 -2,36 £ 0,06 -4,78+0,21 -1,23+£0,08 | -1,52+0,06
PMP22 -2,08+0,12 -3,12+0,27 -1,57+0,10 -4,14+0,18 -2,37+0,09 | -5,24+0,20
MAL -2,01+0,05 -3,68 + 0,49 -1,15+ 0,04 -1,35+0,05 -1,18+£0,12 | -1,37£0,07
PLP1 -1,27 £ 0,03 -1,39 + 0,06 1,75 £0,16 3,42 £2,96 2,62+0,14 4,94 +0,07
CSF1 -1,66 £ 0,08 -5,79£0,95 -1,33 £0,05 -3,00£0,02 -1,18 £ 0,07 -1,37+0,07
CXCL10 -2,90 £0,07 -4,69 £ 0,36 -1,57 £ 0,06 -4,72 £0,20 -2,53+0,15 -6,11+0,07
FASLG -2,41 +0,04 -3,34+0,21 -1,31+£0,02 -1,48 +0,04 -1,31£0,10 | -1,47£0,02
EDNRA 4,41+0,15 6,73 + 0,40 4,14+0,17 7,04 +0,08 1,35+ 0,06 1,64 +0,10
GPX1 -1,21 +£ 0,09 -1,77 £ 0,35 -1,20 + 0,04 -1,58 £ 0,04 -1,27+0,11 | -1,54£0,08
TNFRSF1A | -1,88+0,16 -3,01+0,50 -2,60+0,12 -3,65+ 0,09 -1,76 £0,10 | -4,10+0,06
CD44 -2,81+0,12 -4,03 +0,30 -1,26 +0,07 -1,57 £ 0,06 -1,19+£0,09 | -1,53£0,10
ITGB2 -3,13+0,07 -5,46 +0,51 -1,26 + 0,02 -1,36 £ 0,03 -1,29+£0,06 | -1,43£0,05
STAT3 -1,99 + 0,04 -6,06 + 0,92 -1,66 + 0,08 -5,07 £ 0,03 -1,58£0,05 | -2,09+0,23
TNFRSF1B | -1,12+0,04 -1,25+0,10 -1,27 £ 0,05 -1,58 £ 0,03 -2,68+0,17 | -5,54 +0,20
HIF1 -1,12+0,07 -2,60 + 0,64 -1,14 £ 0,04 -1,26 £ 0,01 -1,19+0,14 | -1,51£0,09
NFKB1 -1,52+0,03 -3,09 + 0,54 -3,39+0,20 -6,92 + 0,20 -1,69+0,09 | -3,70+0,14
ERBB3 1,27 0,04 1,61 +0,20 1,43 £0,03 2,25+0,03 -1,28+0,11 | -1,54£0,09
BAX -1,07 £ 0,03 -1,18+0,12 -1,24 £0,02 -1,36 £ 0,02 1,16 £ 0,04 1,45 +0,09
HDAC1 -2,31+0,20 -5,40 £ 0,69 -1,18+0,01 -1,40 + 0,05 -1,19+0,07 | -1,56£0,10
RAF1 -2,38 £ 0,08 -4,48 £ 0,52 -1,51 +0,03 -1,67 +0,05 -1,26+0,12 | -1,56£0,10
APP -3,97 + 0,03 -6,96 + 0,50 -1,13+£0,07 -1,52 £ 0,06 -1,33+£0,05 | -1,51£0,05
MAG 1,94 £ 0,02 3,09 £ 0,47 -1,16 + 0,03 -1,31+0,07 2,00+0,13 3,98 £0,19
PTPN11 -1,07 £0,06 -1,18 £ 0,08 1,49 + 0,03 1,73 +0,03 -1,24+0,05 -1,89+0,18
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HLA-DRB1 | -1,35+0,15 -1,6 £ 0,12 -1,21+0,08 -1,43 £ 0,06 -1,82+0,15 | -413+0,11
EPHAL -2,48+0,12 -3,39+ 0,36 -4,09+0,16 -7,90+ 0,32 -1,69+£0,07 | -3,75+0,06
ASPA -1,34 £ 0,05 -1,52+0,10 -1,29+0,12 -1,49 £0,03 -1,15+£0,08 | -1,40+0,06
IFNG -1,99+0,10 -4,93 + 0,86 -1,78 £ 0,16 -3,66 £ 0,21 -1,34+£0,05 | -1,57 +£0,04
FOXP3 -1,72+£0,22 -3,86 £ 0,47 -1,22 £ 0,04 -1,40 £ 0,03 -1,36 £0,07 | -1,48+0,05
APC 1,13+£0,04 1,20 + 0,09 -1,20 +£ 0,03 -1,10 £ 0,05 -1,32+£0,10 | -1,53+0,07
TGFB2 -1,39+£0,01 -1,88+0,21 -1,30+0,17 -1,84 £ 0,02 -2,19+£0,06 | -4,98+0,13
MAPK1 -1,25+0,03 -1,34+0,09 -430£0,12 | -10,55+0,05 | -1,31+0,07 | -1,55+0,04
FN1 -1,11+0,02 -1,23+0,14 -1,13+0,04 -1,64+0,13 | -1,160+0,08 | -1,47+0,14
TOP1 -1,06 £ 0,02 -1,23+0,10 -1,22+£0,07 -1,53 £ 0,04 -1,21£0,05 | -1,46+0,11
CXCR3 -1,41+£0,04 -1,60+0,12 -1,72+£0,09 -1,89 £ 0,03 -1,37+£0,08 | -1,61+0,03
CCR5 -1,25+0,02 -1,41+0,14 -1,25+0,05 -1,51+0,09 -1,19+£0,06 | -1,47+0,08
CXCL9 -1,45 £ 0,06 -1,62+0,15 -1,23+£0,07 -1,65 £ 0,05 -2,38+£0,06 | -4,85+0,06
EZR -1,32+0,07 -1,48+0,11 -1,18+0,01 -1,64 £ 0,09 -1,22+£0,02 | -1,66+0,07
GNAI2 -1,06 £ 0,03 -1,15+0,09 -1,40 £ 0,08 -2,37+0,29 -1,12+£0,08 | -2,75£0,15
HPRT1 1,26 £0,08 1,40 + 0,09 -1,23+£0,03 -1,55+0,03 -1,32+0,11 -1,60 + 0,02
AKT1S1 -1,08 £ 0,02 -1,14+0,06 -1,35+£0,04 -1,98 £ 0,03 -1,28+0,06 | -1,66+0,10
CD9 -1,13+0,14 -1,40 £ 0,20 -1,19+0,10 -1,53 £ 0,05 -1,16 £ 0,04 -1,39 £0,10
CCL3 -2,87 +£0,07 -3,77 £ 0,25 -1,32 +£ 0,08 -1,56 £ 0,04 -2,31+£0,22 | 571+0,11
CCL5 -1,40 0,13 -1,65 +£ 0,22 -1,73 £ 0,06 -1,98 +£0,10 -2,05+0,11 -4,16 £0,11
CCL7 -1,49 £ 0,01 -1,67+0,12 -1,68 £ 0,02 -1,82 £ 0,03 -1,21+£0,07 | -1,48+0,07
CCR1 -1,35+0,03 -1,65+0,14 -1,31+ 0,06 -1,45+0,07 -1,27+0,10 | -1,72+0,03
CXCL11 -1,12 +£ 0,04 -1,34+0,10 -1,73 £ 0,06 -3,55 + 0,04 -1,42+£0,06 | -1,88+0,10
CD4 -1,15+ 0,06 -1,39+0,12 -1,13+0,07 -1,41 +£0,05 -1,14+0,09 | -1,41+0,07
CD40 -1,14+0,08 -1,45+0,11 -1,29 + 0,08 -2,17 £ 0,09 -1,21£0,03 | -1,65+0,06
IL2RA -1,28 £ 0,06 -1,47+0,10 -1,35+0,07 -1,61+0,09 -1,30£0,05 | -1,49+0,04
JAK1 -1,27 +£0,03 -1,47 £ 0,08 -1,30 £ 0,06 -1,59 +£ 0,07 -1,26 £0,06 | -1,50+0,06
GRB2 -1,28 £ 0,05 -1,40+0,14 -1,21 +£0,06 -1,44 +£ 0,02 -1,16£0,08 | -1,45+0,07
NR2F1 -1,05 +0,03 -1,24 +£0,08 -1,27 +£0,07 -1,47 +£ 0,06 -1,19+£0,06 | -1,48+0,14
HEXB -1,11+0,04 -1,24+0,13 -1,20 +£ 0,03 -1,33 £ 0,04 3,27+0,11 2,72+ 0,06
EDC4 -1,22 £ 0,06 -1,37 £ 0,06 1,59 0,09 1,98 £0,03 -1,27+0,12 | -1,59+0,07
GFAP -1,06 0,03 -1,15+0,10 1,59 0,09 2,30+0,13 -1,08+0,04 | -1,35+0,07
PHGDH -1,16 £ 0,01 -1,26 £ 0,07 -1,10+0,05 -1,24 + 0,06 -1,12+£0,03 | -1,24+0,07
TUBB4 1,27+0,13 1,50+0,19 1,22 +£0,04 1,48 0,04 -1,07£0,02 | -1,21+0,10
RANGAP1 1,19 +0,03 1,37+0,15 1,21 +0,06 1,36 0,05 -1,18+0,05 | -1,32+0,03
SOD1 1,19+0,12 1,44+0,18 1,23 +£0,04 1,40 + 0,04 -1,55+£0,08 | -3,39+0,12
1L10 -1,81+£0,21 -3,68 + 0,48 -2,89+0,15 -7,74+0,17 -1,91+£0,09 | -4,60=+0,10
IL6ST -1,33+0,03 -1,53+0,15 -1,51£ 0,10 -2,18+0,14 -1,25+£0,07 | -1,59+0,08
NTF3 -1,11 +0,06 -1,42 +£0,25 1,35+0,14 2,08+0,11 -1,15+£0,06 | -1,36 +0,09
C1S -1,21+0,03 -1,29 +£ 0,08 -1,92 +£0,10 -5,16 + 0,07 -1,27+0,08 | -1,42+0,04
CD28 -1,16 £ 0,01 -1,31+0,08 -1,23 +£0,03 -1,53 +£0,08 -1,22 £0,04 | -1,42+0,11
JAK2 -1,09 + 0,05 -1,26 +£0,12 1,20 + 0,03 1,51 +0,06 -1,L15+£0,06 | -1,32+0,06
MBP -1,13+0,01 -1,29+0,10 1,33+0,07 1,83+0,13 1,25+0,04 1,85 +0,02
TGFB1 -1,05 + 0,04 -1,20 0,09 -1,35+0,10 -1,67 0,04 -2,43+£0,07 | -5,33+0,06
ADM 1,16 0,05 1,36 0,14 1,17 £0,11 1,64 +£0,13 -1,14£0,06 | -1,29+0,06
LTA -1,12+0,04 -1,30 +£ 0,05 -2,35+0,02 -5,19+ 0,09 -1,18+0,08 | -1,52+0,09
IL6 -2,18 £ 0,05 -3,95+ 0,56 -367+0,15 | -1197+0,05 | -1,.97+0,17 | -4,90+0,08
1L13 -1,12+0,03 -1,31+0,03 -1,88+0,15 -6,69 + 0,13 -1,20£0,10 | -1,50+0,07
1L18 -1,10+ 0,04 -1,54 +£ 0,04 -2,51+0,05 -5,11+0,16 -1,19+£0,06 | -1,65+0,03
S1PR1 -2,20+0,19 -5,88 + 0,49 -2,04 + 0,03 -4,30+ 0,13 -2,09+£0,09 | -423+0,12
S1PR2 -1,33+0,01 -1,40 £ 0,04 -1,13+0,05 -1,27 +£ 0,06 -1,18+0,08 | -1,58+0,01
S1PR3 -1,33+0,06 -1,55+0,03 -1,65 +£ 0,04 -4,00 + 0,07 -1,90+0,08 | -4,51+0,10
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GRM1 -2,07 £ 0,02 -4,86 + 0,08 -3,31+0,07 -5,03+0,14 -1,23+£0,06 | -1,59+0,10
GRM2 -1,30 £ 0,06 -1,75+ 0,02 -2,33+ 0,06 -5,19 + 0,04 -1,24+£0,05 | -1,53+0,08
GRM4 -1,39+£0,03 -1,60 £ 0,03 -1,20+£ 0,04 -1,44 £ 0,08 -1,20+£0,10 | -1,49+0,08
GRM5 -2,39+£ 0,06 -5,45+ 0,05 -1,21+0,09 -1,47+0,13 -1,24+£0,05 | -1,58+0,07
GRM7 -2,18+0,18 -6,23+0,10 -1,42 +£ 0,03 -1,67 £ 0,07 -1,37+£0,04 | -1,65+0,07
ADORA2A -2,22+0,29 -8,12+ 0,30 -2,05+0,07 -5,91 £ 0,04 -1,86 £0,09 | -4,34+0,07
ADRB1 -1,13 £ 0,04 -1,90+0,11 -1,25+0,04 -1,60+ 0,15 1,16+ 0,03 1,46 + 0,09
ADRB2 -3,44 + 0,04 -6,80+ 0,10 -1,97 £ 0,08 -4,35+0,24 -1,36£0,04 | -1,51+0,03
DRD1 -1,10 £ 0,06 -1,05+0,53 -1,39+0,14 -1,68 + 0,05 -1,24+0,11 | -1,69+0,05
DRD2 -2,10£0,03 -4,52+0,17 -2,01+0,11 -3,88+0,12 -1,85+£0,03 | -4,22+0,08
AGTR2 1,33 +0,31 3,81+0,11 2,07+0,18 9,08+0,17 1,20 + 0,05 1,33+ 0,06
AGTR1 1,21+0,16 1,64 +£0,09 -1,18 £ 0,06 -1,29+0,03 1,20 +£ 0,06 1,44 +0,04
OPRD1 2,33+0,10 4,98 + 0,04 2,66+0,12 3,25+ 0,09 1,20 + 0,05 1,61 +0,06
PTGDR -2,01+0,11 -4,40+0,16 -1,22+0,14 -1,67+0,11 -1,23+£0,10 | -1,66+0,07
RHO -1,36 £ 0,10 -1,63 + 0,08 -1,12 +£ 0,04 -1,53+0,10 -1,16£0,05 | -1,49+0,16
TSHR -2,54+0,08 -4,41+0,28 -1,28 £ 0,02 -1,52+0,07 -1,26 £0,04 | -1,38+0,05
CRHR1 -1,04+ 0,03 -1,18+£0,07 1,88 £ 0,05 4,64 £0,25 1,22 +£0,07 1,524+0,08
CRHR2 -1,20+0,11 -1,36 £ 0,03 1,15+0,03 2,35+0,10 1,09 £ 0,03 1,30 £ 0,06
PTHIR -1,11+0,03 -1,36 £ 0,10 1,20 + 0,08 1,58 £ 0,09 1,11+0,09 1,40 + 0,06
BAI -1,24+0,18 -1,76 £ 0,07 -1,06 + 0,05 -1,24+ 0,08 -1,13+£0,03 | -1,49+0,07
EDN1 -1,22 +£0,05 -1,35+0,08 2,02+0,18 7,77+0,08 1,23+ 0,05 1,35+0,08
ADCY5 -2,21+0,6 -5,18 £ 0,10 -2,22+0,13 -4,50+ 0,15 -2,18+0,16 | -4,62+0,10
GNAS -2,60 £ 0,07 -6,10+ 0,13 -2,62+0,19 -7,63+ 0,06 -2,21+£0,09 | -445+0,16
IL1R2 -1,12 +£0,05 -1,43 £ 0,09 -1,21+0,07 -1,40 +£ 0,04 -1,18£0,06 | -1,59+0,05
NOS2 -2,48+0,12 -5,99 + 0,03 -2,43+0,22 -5,16 + 0,24 -1,19+£0,08 | -1,60+ 0,06
RGS2 -1,21+0,08 -1,50 +£ 0,05 -1,21+0,04 -1,54 +0,10 -1,25+£0,08 | -1,55+0,08
IL1IR1 -1,96 0,20 -2,53 +0,08 -1,27 £ 0,06 -1,56 £ 0,09 -1,32+£0,07 | -1,58+0,03
PTGS2 -1,05 + 0,06 -1,38 0,14 -1,18 £ 0,07 -1,35+0,05 -1,30£0,07 | -1,64+0,07
CYP19A1 -4,24+0,11 -7,21+0,09 -1,89 0,09 -5,60 0,10 -1,37£0,05 | -1,48+0,02
COL1A1 -2,34 +£0,02 -3,73 £ 0,06 -2,20 0,06 -3,84+0,13 -1,30£0,12 | -1,53+0,02
CASR -1,08 + 0,06 -1,36 £ 0,29 1,41 +£0,04 1,96 + 0,03 -1,20£0,09 | -1,53+0,13
FGF2 -2,13+0,05 -7,35+ 0,33 -1,89 +£0,27 -6,72+0,15 -1,62£0,09 | -1,96+0,07
SERPINE1 -1,21+0,03 -1,34 +£ 0,09 1,41+0,11 1,55+0,04 -1,27+£0,07 | -1,45+0,06
FOS -1,09 + 0,04 -1,31 +£0,06 -1,16 £ 0,05 -1,39,+0,09 | -1,13+0,09 | -1,37+0,08
AKT1 -5,40 +£ 0,22 -12,27 £ 0,07 -2,06 + 0,08 -5,31 + 0,06 -1,22+0,08 | -1,52+0,07
CTGF -1,06 + 0,09 -1,70 +£ 0,05 -1,08 £ 0,14 -1,44+0,21 -1,42£0,09 | -1,56+0,03
PDPK1 -1,50 +£ 0,03 -1,83 £ 0,09 1,47+0,01 2,36 0,05 -1,26£0,07 | -1,39+0,03
AGT 3,06 +0,03 5,63+0,12 -1,19 +£ 0,04 -1,44 +0,09 1,20 + 0,06 1,35+0,02
CFLAR -2,12 +£ 0,06 -11,03+£0,14 -2,00 + 0,05 -3,31+0,01 -1,18+0,10 | -1,36+0,11
CCNE1 -1,23 +£0,03 -1,41 +£0,02 -1,22 +£0,02 -1,43 £ 0,03 -1,17£0,07 | -1,37+0,07
CCND1 -1,22 £ 0,05 -1,50+0,18 1,31+0,08 1,66 + 0,05 -1,L15+£0,06 | -1,36 +£0,02
CDKN1B -1,19 +0,02 -1,29 + 0,04 -1,25+0,01 -1,53 £ 0,03 -1,26£0,09 | -1,58+0,10
MAX -1,08 £ 0,01 -1,19+0,08 -1,18 £ 0,01 -1,24 +£0,02 -1,13+£0,02 | -1,22+0,02
ARRB1 -1,10+0,02 -1,32+0,11 -1,13+0,04 -1,47+ 0,07 | -1,03+0,08 | -1,16 0,09
ARRB?2 1,19 +£0,06 1,43+0,17 1,20 + 0,06 1,62 +0,02 -1,21+£0,05 | -1,48+0,08
CDKNI1A -1,15+0,08 -1,42 +£ 0,05 -1,21+0,08 -1,46 £ 0,04 -1,11£0,09 | -1,38+0,09
OPRK1 -1,15+0,04 -1,37+0,05 -1,34+0,08 -1,50 £ 0,05 -1,26+£0,13 | -1,48+0,06
LHCGR -1,16 £ 0,07 -1,42 £ 0,04 -1,23+£0,09 -1,51+0,06 -1,27+£0,05 | -1,61+0,06
ELK1 -1,19+0,07 -1,36 £ 0,07 -1,25+0,08 -1,43 £ 0,06 -1,23+£0,05 | -1,46+0,10
CCNE2 -1,20 + 0,06 -1,42+0,11 -1,46 £ 0,10 -1,69 + 0,06 -1,15+£0,05 | -1,45+0,10
PIK3CG -3,72+0,26 -5,73+0,08 -2,27+0,18 -7,71+0,28 -1,49+0,11 | -1,79+0,13
SOCS1 -1,14+0,03 -1,36 £ 0,07 -1,39+0,02 -1,83 £ 0,08 -1,18+0,09 | -1,38+£0,02

156




UCP1 133+0,05 | -1,52+0,11 | -122+003 | -132+004 | -1,38+0,06 | -1,51+0,06
L2 -1,06+0,05 | -1,14+0,04 | 278+013 | -492+024 | -1,11+£0,12 | -1,67+0,06
LPAR2 -128+0,03 | -212+0,08 | -1,22+009 | -147+013 | -1,33£020 | -1,62+0,07
LPAR1 1,34+0,03 | -1,56+0,059 | -1,64+£024 | -229+011 | -1,40+0,08 | -1,57 0,05
AGTRAP -143+0,05 | -1,61£0,06 | -1,30+£005 | -1,51+0,06 | -1,21+£0,06 | -1,38+0,05
GCGR 1,17+£0,03 | -130+£0,03 | -1,56+0,06 | -1,83+004 | -1,23+0,06 | -1,57+0,10
SCTR -1,19+0,10 | -1,40+0,08 | -140+0,04 | -1,95+025 | -1,09+0,03 | -1,28+0,08
GNAQ -121+0,10 | -144+0,08 | -1,18+008 | -1,65+001 | 137+046 | 144+0,12
GALR2 1,34 + 0,06 1,55+0,11 | -1,44+005 | -1,60+£002 | -1,23+0,08 | -1,39 0,06
ELK4 1,54+ 0,03 1784014 | -1,16+0,02 | -1,41+0,04 | -1,16+0,07 | -1,36+0,06
PRKCA 1,78 0,15 2,12 40,07 1,61 0,03 1,41£0,07 | -120+£0,08 | -1,35 +0,08
DUSP14 -143+0,02 | -1,77+40,03 | -143+007 | -1,63+£005 | -1,20+0,11 | -1,49+0,10
CALCR -124+0,09 | -148+0,03 | -1,20+006 | -1,50+£0,09 | -124+0,10 | -1,51+0,14
CcCL4 -1,13+0,08 | -133+0,12 | -1,33+0,05 | -1,60+0,11 | -1,37+0,09 | -1,61+0,10
MAP2K1 -120+0,07 | -147+0,09 | -1,31£0,15 | -1,60£007 | -1,18+0,08 | -1,48 0,08
JUNB -1,16+0,04 | -123+006 | -1,20+0,07 | -1,68+002 | -1,20+0,06 | -1,49+0,06
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Adenilat siklaz 5 (ADCY5)

Bu gen, membrana bagli adenilat siklaz enzimlerinin bir iiyesini kodlar.
Adenozin-5’-trifosfati (ATP), 3’,5’-adenozin monofosfata (SiklikAMP/CAMP)
dontistiiren bir enzim grubudur. Adenilat siklazin on farkli memeli izoformu vardir,
dokuzu zarlara baghdir. Adenilat siklazlar, ikinci haberci cAMP sentezi yoluyla G
proteinine bagli reseptor sinyaline aracilik etmektedir. Kodlanan proteinin aktivitesi,
G proteinine bagh reseptorlerin Gs alfa alt birimi tarafindan uyarilir ve protein kinaz
A, kalsiyum ve Gia alt birimleri tarafindan engellenir. Bu genin tek niikleotid
polimorfizmleri tip 2 diyabet ile iliskili olabilir. G protein sinyalizasyonuna yanit
olarak cAMP olusumunu katalize eder (Ding ve dig. 2004; Brand ve dig. 2015; Chen
ve dig. 2014). ADRB1'in sinyalizasyonunu diizenler (Chen ve dig. 2014). Artmis kan
glikoz diizeylerine yanit olarak serbest sitosolik Ca*? artigina bagimli insiilin

salmiminin diizenlenmesine katkida bulunur (Hodson ve dig. 2014).
Adenozin A2a Reseptor (ADORA2A)

Bu gen, GPCR siiper ailesinin bir {iyesini kodlar (Jaakola ve dig. 2008).
Adenozin A2A reseptorleri, Al, A2B ve A3'Q de igeren G proteini ile birlesmis
reseptOrlerin adenozin reseptor grubunun tiyesidir. A2A reseptorleri, dalak, timus,
lokositler, kan trombositlerinde yliksek ekspresyon seviyeleri gosterir. Aslinda
gangliyonlarda ve bagisiklik dokularinda eksprese edilen A2A adenozin reseptord,
adenilat siklaz aktiflestirerek aktivite gosterir. A2A alt tipinin bir adenozin reseptorii
olan bu protein, tercih edilen endojen agonist olarak adenozini kullanir ve tercihen G
proteinlerinin  Gs ailesi ile etkileserek hiicre i¢i cAMP seviyelerini arttirir
(Raskovalova ve dig. 2005). Kardiyak ritmi ve dolasim, beyin ve bobrek kan akisi,
bagisiklik fonksiyonu, agri kontrolii ve uyku gibi bir¢cok biyolojik fonksiyonda
onemli bir rol oynar (Retey ve dig. 2007). Enflamatuvar hastaliklar ve
norodejeneratif bozukluklar gibi patofizyolojik kosullarla iliskilendirilmistir (Riksen
ve dig. 2007).
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Adrenerjik Beta-2- Yiizey Reseptorii (ADRB2)

Bu reseptor, kalsiyum kanali efektorlerinden biriyle dogrudan iliskilidir.
Reseptor kanal kompleksi, G proteini, adenilat siklaz, cAMP-bagimli kinaz ve
dengeleyici fosfataz PP2A igerir. Sinyal kompleksinin bir araya getirilmesi, bu G
proteinine bagl reseptor ile spesifik ve hizli sinyal vermeyi saglayan bir mekanizma
saglar. Astim, obezite ve tip 2 diyabet ile farkli polimorfik formlar, nokta
mutasyonlart bu genin diizenlenmesi ile iligkilidir (Mishra ve dig. 2010; Gaffin ve
dig. 2014). Iigili yollar1 arasmnda peptid ligand-baglama reseptdrleri ve
kardiyakhipertrofi bulunmaktadir. Beta-adrenerjik reseptorler, G proteinlerinin etkisi
ile adenilat siklazin katekolaminin indiikledigi aktivasyona aracilik eder. Beta-2-
adrenerjik reseptdr, epinefrini, norepinefrinden yaklasik 30 kat daha fazla afinite ile

baglar. MSS, kalp, bobrek ve kasta bulunur.
Anjiyotensinojen (AGT)

Pre-anjiyotensinojen veya anjiyotensinojen Onciisii bu gen tarafindan
kodlanan protein karacigerde eksprese edilir ve kan basincinin diisiiriilmesine tepki
olarak renin enzimi tarafindan ayrilir. Nihai {iriin olan anjiyotensin I, daha sonra
fizyolojik olarak aktif enzim anjiyotensin II iiretmek iizere anjiyotensin doniistiiriicii
enzim (ACE) ile ayrilir. Kan basincinin diizenlenmesinde ve hipertansiyonda yer alir.
Bu gendeki mutasyonlar, hipertansiyona yatkimlikla iligkilidir ve renal tiibiiler
gelisimin ciddi bir bozuklugu olan renal tiibiiler disjenezine neden olabilir (Watkins
ve dig. 2010). Bu gendeki bozukluklar ayn1 zamanda ailevi olmayan yapisal atriyal
fibrilasyon ve inflamatuar bagirsak hastaligi ile de iliskilendirilmistir. Bu genin
onemli bir paralogu SERPINHI'dir. Renin-anjiyotensin sisteminin (RAS) temel
bileseni, tansiyon, viicut sivist ve elektrolit homeostazmin gii¢lii bir diizenleyicisidir
(Kobashi ve dig. 2009). Anjiyotensin-2, giiclii bir vazokonstriktdr olarak vaskiiler
diiz kas iizerine dogrudan etki eder, sempatik sinir sistemine etki ederek kalp
kontraktilitesini ve kalp atis hizimi etkiler ve adrenal korteks zona glomerulosa
hiicrelerini uyarabilme yetenegi sayesinde renal sodyum ve su absorpsiyonunu
degistirir.  Anjiyotensin-3, aldosteron salinimini uyarir. Anjiyotensin 1-7,
vazodilatator ve antiditiretik etkileri vardir. Trombositlerden nitrik oksidin salinimini

iceren bir antitrombotik etkisi vardir.
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Anjiyotensin II Reseptor Tip 2 (AGTR2)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, GPCR ailesine aittir ve anjiyotensin Il
icin bir reseptor gorevi goriir. Fetiiste yiiksek oranda ifade edilen, ancak yetiskin
dokularda olduk¢a az bulunan, beyin, adrenal medulla ve atretik ovaryum
haricindeki, intergral membran proteindir. Bu reseptoriin programlanmis hiicre
Oliimiine aracilik ettigi gosterilmistir ve bu apoptotik fonksiyon gelisim biyolojisi ve
patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Pickel ve dig. 2010). Bu gendeki
mutasyonlar, X baglantili mental retardasyon ile iligkilidir. AGTR2 ile iliskili
hastaliklar sendroma bagli olmayan X baglantili zihinsel engellilik ve ailesel
vezikoiireteral reflii icerir. Ilgili yollar1 arasinda peptid ligand-baglama reseptdrleri
ve kardiyakhipertrofi bulunmaktadir (Sotoodehnia ve dig. 2009). GPCR aktivitesi ve
peptit hormonu baglanma aktivitesini igerir. Bu genin Onemli bir paralogu
AGTRI1'dir. ERK2 aktivasyonunu ve hiicre proliferasyonunu inhibe etmek icin
MTUSI1 geni ile birlikte calisir (Okada ve dig. 2006). Oncelikle beyinde, adrenal
medullada, kalpte ve rahimde bulunurlar.

V-Akt Murin Timoma Viral Onkogen Homologu 1 (AKT1)

AKT1 geni tarafindan kodlanan serin-treonin protein kinaz, fibroblastlarda
katalitik olarak inaktiftir. AKT1 ve ilgili AKT2 platelet kaynakli biliylime faktori
tarafindan aktive edilir. Aktivasyon hizli ve spesifiktir. Aktivasyonun,
fosfatidilinositol 3-kinaz yoluyla meydana geldigi gosterilmistir (Martelli ve dig.
2006). Gelismekte olan sinir sisteminde AKT, biiyiime faktoriiniin neden oldugu
noronal sag kalim i¢in kritik bir aracidir (Zhao ve dig. 2006). Hayatta kalma
faktorleri, apoptotik bilesenleri fosforiller ve serin/treonin kinaz AKT1'i aktive
ederek apoptozisi bastirabilir. Bu gendeki mutasyonlar Proteus sendromuyla
iliskilendirilmistir (Lindhurst ve dig. 2011). AKTI1, AKT kinaz1 adi verilen
metabolizma, proliferasyon, hiicre sag kalimi, biiyiime ve anjiyogenez gibi bir¢cok
islemi diizenleyen yakindan iliskili ii¢ serin/treonin protein kinazindan (AKTI1,
AKT2 ve AKT3) biridir. AKT, hiicre yiizeyine SLC2A4/GLUT4 glikoz tastyicisimnin
insiilin kaynakli translokasyonuna aracilik ederek glikoz aliminm diizenlenmesinden
sorumludur (Cong ve dig. 1977). PTPN1'in Ser-50'deki fosforilasyonu, insiilin
reseptoriiniin fosforilasyonunu ve insiilin sinyalizasyonundaki zayiflamay1 onleyen

fosfataz aktivitesini negatif olarak modiile eder (Ravichandran ve dig. 2001).
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TBC1D4'iin fosforilasyonu, bu efektoriin insiilinle uyarilan glikoz taginmasi icin
gerekli inhibitor 14-3-3 proteinlerine baglanmasini tetikler. AKT ayrica GSK3A'nin
Ser-21'de ve GSK3B'nin Ser-9'da fosforilatlanmasiyla glikozun depolanmasini
diizenleyerek onun kinaz aktivitesinin inhibisyonunu saglar (Fang ve dig. 2009).
AKT, TSC2'yi Ser-939 ve Thr-1462'de fosforilatlayarak protein sentezine aracilik
eder (Zhang ve dig. 2009). Boylece mTORCI sinyalini aktive eder ve hem 4E-BP1
hem de fosforilasyona ve RPS6KBI1'in aktivasyonuna yol acar. AKT, NFKB'ye
bagimli gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde oOnemli bir role sahiptir ve
CREB1'in (cAMP cevap elemanm1 baglama proteini) etkinligini pozitif olarak
diizenler. CREB1'in fosforilasyonu, BCL2 ve MCL1 gibi genlerin transkripsiyonu
icin gerekli yardimei proteinlerin baglanmasini indiikler (Wang ve dig. 2010). Siklik
niikleotid fosfodiesterazi (PDE3B) 3B izoformunu Ser-273'{in fosforilasyonu yoluyla
aktive eder, boylece CAMP seviyeleri diisiiriiliir ve lipoliz inhibisyonu meydana gelir
(Kitamura ve dig. 1999). AKT, noron gelisimi, dendritik gelisim ve sinaps olusumu
gibi erigkin nérogenez sirasinda yeni dogan néronlarinin entegrasyon siirecini kontrol
eden AKT sinyal yolunun anahtar modiilatorii olarak rol oynamaktadir (Yu ve dig.
2005). Trombosit tiirevi biiylime faktorii (PDGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF),
insiilin ve insiilin benzeri biiylime faktorii I (IGF) gibi cesitli biiylime faktorlerinin
etkilerine aracilik eder. AKT, IGF-I'in antiapoptotik etkilerine aracilik eder
(Romashkova ve dig. 1999). BAD"n fosforilasyonu pro-apoptotik etkinligi uyarir.
Akt (Protein kinaz B, PKB) hiicre sag kalimi, insiilin sinyali, anjiyogenez ve timor

olusumunun diizenlenmesinde anahtar rol oynayan bir serin/treonin kinazdir.
Amiloyid Beta (A4) Prekorsor Protein (APP)

Bir hiicre ylizey reseptorii olarak ¢alisan amiloyid beta prekorsor protein
ndronlarin yiizeyinde néronal adhezyon, aksonogenez ve ndrit biiyiime ile ilgili
fizyolojik islevleri yerine getirmektedir (Kamenetz ve dig. 2003). Protein-protein
etkilesimleri ile hiicre hareketliligi ve transkripsiyon diizenlenmesinde rol alir.
APBB1-KATS5’e baglanarak transkripsiyon aktivasyonunu indiikler ve Notch sinyal
yolagini inhibe eder (Hartmann ve dig. 2001). Kinesin membran reseptorii gibi gorev
yaparak beta-sekretaz ve presenilin 1 araciligi ile aksonal transportun
diizenlenmesinde rol alirr. In vitro kosullarda dogrudan ya da Cu*® aracih LDL
oksidayonu ile ndronal Oliimii indiikledigi gosterilmistir (Dias ve dig. 2014).

Heparin, kollajen I ve IV gibi hiicre dis1 matris bilesenlerine baglanmak suretiyle
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ndrit biiylimesini diizenledigi de bildirilmistir. DISEASE veri bankasinda bu protein
ile iligskili olarak bildirilen hastaliklar sunlardir:  Alzheimer, amiloidoz
norodejeneratif hastaliklar, toksikensefalopati, down sendromu, akciger kanseridir.
Bu proteinin bir metabolizma iirlinii olan amiloid  protein Alzheimer hastaliginda
olusan amiloid plaklarin ana bilesenidir (O’Brien ve Wong 2011). APP’nin in vitro

kosullarda néronal 6liimii indiikledigi gosterilmistir.
B-Hiicresi CLL/Lenfoma 2 (BCL2)

Bu gen, lenfositler gibi bazi hiicrelerin apoptotik Sliimiinii bloke eden
integral bir dis mitokondrial membran proteinini kodlar. BCL2'nin yapisal ifadesi,
folikiiler lenfomanin nedeni olarak diisiiniilmektedir. Faktore bagh lenfomotopoetik
ve sinir hiicreleri de dahil olmak tzere cesitli hiicre sistemlerinde apoptozu
baskilamaktadir. Mitokondriyal membran gecirgenligini kontrol ederek hiicre
Oliimiinii diizenler. Hem sitokromun mitokondriyen salinmasini onleyerek, hem de
apoptoz aktivasyon faktoriine (APAF-1) baglanarak kaspaz aktivitesini inhibe eder.
NLRP1-inflamazom aktivasyonunu, dolayisiyla CASP1 aktivasyonunu ve IL1B
salimmi bozarak zayiflatabilir (Bruey ve dig. 2007). Bcl-2 proteinleri,
programlanmig hiicre Oliimiine veya apoptozise katkida bulunur. Bu biiyiik bir
protein ailesidir ve tiim iiyeler, en azindan dort Bcl-2 homoloji alanindan birini ihtiva

etmektedir.
Kompleman Bilesen 1 (Cls)

Bu gen, tamamlayic1 CI1 alt bileseninin 6nemli bir unsuru olan bir serin
proteazi kodlar. Cls, serum komplement sisteminin ilk bilesenini elde etmek i¢in Clr
ve Clq olmak fiizere diger iki tamamlayic1 bilesenle iliskilidir. CIS ile iligkili
hastaliklar, klasik bilesen yolak komplement eksikligi nedeniyle Cls eksikligi ve
immiin yetmezlik icerir. Ilgili yollar1 arasmda bogmaca ve immiin yanit lektin
kompleman yolu tetiklenir (Rossi ve dig. 2005). Kalsiyum iyonu baglama ve serin

tipi endopeptidaz aktivitesini icerir. Bu genin dnemli bir paralogu MASP1'dir.
Kemokin (C-C motif) Ligandi1 2 (CCL2)

Bu gen, kromozom 17'nin g-kolu iizerinde kiimelenmis birkag sitokin
geninden biridir. Kemokinler, bagisiklik diizenleyici ve inflamatuar siireclerde

bulunan salgilanmis proteinlerin siiper aileleridir. Siiper aile, olgun peptidin N-
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terminal sistein kalintilarinin diizenlenmesine dayanan dort alt gruba boliinmiistiir.
Bu kemokin, iki bitisik sistein kalintis1 ile karakterize edilen CC altfamilyasmin bir
iiyesidir. Monosit ve bazofiller i¢in kemotaktik aktivite gosterir, ancak notrofiller
veya eozinofiller bu aktiviteyi gostermezler (Patel ve dig. 2012). Sedef hastaligi,
romatizmal artirit ve ateroskleroz gibi monositik infiltratlarla karakterize edilen
hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Aterosklerozun hastalik siireci boyunca
monositlerin arteryel duvara girmesine katilabilir (Alonso-Villaverde ve dig. 2010).
Kemokin reseptorleri CCR2 ve CCR4'e baglanir. Protein kinaz aktivitesine sahiptir

ve heparin baglanma yeri vardir. Bu genin 6nemli bir paralogu CCL7'dir.
Kemokin (C - C motifi) Ligandi 3 (CCL3)

Bu lokus kiigtik bir indiiklenebilir sitokini temsil eder. Makrofaj enflamatuar
protein 1 alfa olarak da bilinen sifrelenmis protein, CCR1, CCR4 ve CCR5
reseptOrlerine baglanarak iltihap tepkilerinde rol oynar. Bu lokusdaki polimorfizmler
insan immiin yetmezlik viriisii tip I'in enfeksiyona kars1 direnci ve yatkinligi ile
iliskili olabilir (Zhao ve dig. 2007). CD8" T hiicreleri tarafindan iiretilen en biiyiik
HIV siipresyon faktdrlerinden biridir. CCL3 ile iligkili hastaliklar arasinda HIV-1 ve
romatoid artrit bulunmaktadir. Rekombinant MIP-1-alfa, HIV-1, HIV-2 ve simian
immiin yetmezlik viriisiiniin (SIV) farkli suslarmm doz bagimli bir inhibisyonunu
indiikler. Ozdes protein baglama ve kinaz aktivitesini icerir. Bu genin 6nemli bir

paralogu CCL3'dlir.
Kemokin Ligand 5 (CCLY5)

Bu gen, kromozom 17'nin g-kolu tizerinde kiimelenmis birka¢ kemokin
geninden biridir. CC alt ailesi liyesi olan bu kemokin, kan monositleri, bellek T
yardime1 hiicreleri ve eozinofiller icin bir kemoatraktan olarak islev goriir.
Bazofillerden histamin salinmasina ve eozinofillerin aktivasyonuna neden olur. Bu
sitokin, CD8" hiicreleri tarafindan iiretilen en biiyiik HIV siipresyon faktdrlerinden
biridir. CCR1, CCR3, CCR4 ve CCR5 de dahil olmak {izere bir¢ok kemokin
reseptoriinii aktive edebilir. Rekombinant RANTES proteini, HIV-1, HIV-2 ve
simian immiin yetmezlik virlisiiniin (SIV) farkli suslarmin doz bagmml bir
inhibisyonunu indiikler. Islenmis form RANTES (3-68) dogal bir kemotaksis
inhibitorii gibi davranir ve HIV-1 enfeksiyonunun daha gii¢lii bir inhibitoriidiir.

ikinci isleme bigim olan RANTES (4-68), RANTES (1-68) ve RANTES (3-68) ile
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karsilastirildiginda kemotaktik ve HIV-baskilayici etkinligin azalmasina ve monosit
ve notrofillerle iligkili tanimlanamayan bir enzim tarafindan {retildiine isaret
etmektedir (Capoulade-Métay ve dig. 2006; Kameyoshi ve dig. 1992; Cocchi ve dig.
1995; Proost ve dig. 1998, Lim ve dig. 2005). Ayrica, inositol trisfosfat iiretimini ve
aktivasyonu yoluyla kalsiyum mobilizasyonunu uyaran GPCR, GPR75'in bir agonisti
olabilir. GPR75 ile birlikte P13, Akt ve MAP kinazlari i¢eren bir akis sinyal yolunun
aktivasyonu yoluyla ndronun sag kaliminda rol oynayabilir. GPR75'yi aktive ederek,
insiilin sekresyonunda rol oynayabilir (Liu ve dig. 2013). MS hastalig1 i¢in bir markir
proteindir. CCL5 geninden ekspres edilir. Hastalik patogenezinde sinir sisteminde
inflamatuvar tepkinin artmasina neden olur. Kontrol degerleri ile karsilastirildiginda
hastalikta ekspresyon diizeyinin arttigina dair veriler literatiirde mevcuttur (Iarlori ve
dig.; 2000). Demiyelinizan hastaliklarda CCL5 dahil, sitokinler inflamatuvar siireci
arttirirlar. CCLS’in ayrica MS hastalifinda plak olusumunda da rol oynadigini

gosterir veriler yine literatiirde mevcuttur (Simpson ve dig. 1998).
CD44 Molekiilii (CD44)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicre
adezyonu ve gog¢iinii kapsayan bir hiicre yiizeyi glikoproteinidir. Hyaliironik asit
(HA) i¢in bir reseptordiir ve osteopontin, kolajenler ve matris metalloproteinazlar
(MMP'ler) gibi diger ligandlarla etkilesime girebilir (Ventorp ve dig. 2016). HA ile
yapisma, hiicre gog¢ii, timor biiyiimesi ve progresyonunda Onemli bir rol
oynamaktadir. Bu protein lenfosit aktivasyonu, hematopoez ve tiimor metastazi gibi
cok c¢esitli hiicresel fonksiyonlara katilir. Bu genin transkriptleri, bircok islevsel
acidan farkli izoformlar1 vardir ancak bu varyantlarin bazilarmin tam uzunlukta
yapist belirlenmemistir. Alternatif splays, bu proteinin yapisal ve fonksiyonel
cesitliliginin temelini olusturur ve timdr metastaziyla iligkili olabilir. SMAD3'lin
FOXP3 promoterine baglanmasimi arttirir, FOXP3 ekspresyonunun diizenlenmesine
ve arttirilmis diizenleyici T hiicre stabilitesine yol acar (Sanmartin ve dig. 2016).
CD44 ile iligkili hastaliklar, intraktal papilloma ve yiizeyel keratit'tir. Ilgili yollar
arasinda Wnt sinyal yolagi, trombosit aktivasyon ve sinyalizasyonu vardir.
Transmembran sinyalleme reseptor aktivitesi ve sitokin reseptor aktivitesini igerir.

Bu genin 6nemli bir paralogu LY VE1'dir.
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CASP8 ve FADD Benzeri Apoptoz Regiilatorii (CFLAR)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, apoptozun bir diizenleyicisidir ve
yapisal olarak kaspaz-8'e benzerdir. Bununla birlikte, kodlanmis protein kaspaz
aktivitesinden yoksundur (Apelbaum ve dig. 2013). CFLAR ile iligkili hastaliklar
arasinda nodiiler lenfosit baslica hodgkin lenfomasi ve koroid plexus papilloma
bulunur. Protein kompleksi baglama ve sistein tipi peptidaz aktivitesini icerir.
Memeli hiicrelerinde hiicre sag kalimi ve hiicre 6liim yollar1 arasinda hayati bir bag
gorevi gorebilir. TNFRSF6'nin aracilik ettigi apoptozun bir inhibitorii gibi davranir
(He ve He 2013). Bir proteolitik fragman (p43), muhtemelen 6liime neden olan
sinyalleme kompleksinde (DISC) tutulur ve bdylece kompleksteki kaspaz-8'in
islevini bloke eder. Apoptozu indiikler veya TNFRSF ile tetiklenen apoptozu
engellemektedir.

Kollojen Tipl, Alfa 1 (COL1A1)

Tip 1 kollajen, grup 1 kollajen (fibriler olusturan kollajen) iiyesidir. Bu gen
tclii helezoni iki alfal zinciri ve bir alfa 2 zinciri iceren tip I kollajen'in alfa-1
zincirlerini kodlar. Tip I, cogu bag dokusunda bulunan fibril olusturan bir kollajendir
ve kemik, kornea, dermis ve tendonda bol miktarda bulunur. Bu gendeki mutasyonlar
osteogenezis imperfecta tip 1-1V, ehlers-danlos sendromu tip VIIA, Ehlers-Danlos
sendromu ve idiyopatik osteoporoz ile iligkilidir. Bu genin bulundugu 17 ve 22
numarali kromozomlar arasindaki karsilikli translokasyonlar, biiyiime faktoriiniin
diizensiz ekspresyonundan kaynaklanan, dermatofibrosarcoma protuberans adi
verilen belirli bir cilt tiimdrii tipi ile iliskilidir. lgili yollar1 arasinda integrin yolag:
ve trombosit toplama inhibitdrii yolag1 bulunmaktadir (El-Hoss ve dig. 2014). Ozdes
protein baglama ve trombosit kaynakli bliylime faktorii baglanma bolgesi icerir. Bu

genin onemli bir paralogu COL2A1'dir.
Kortikotropin Salict Hormon Reseptorii 1 (CRHR1)

Bu gen, hipotalamus-hipofiz-adrenal yolagin baslica diizenleyicileri olan
kortikotropin serbest birakma hormonu ailesinin ndropeptidlerini baglayan bir
proteini kodlar. Kodlanmig protein stres, ¢ogalma, bagisiklik yanit1 ve obezite gibi
cesitli fizyolojik stirecleri diizenleyen sinyal iletim yollarnin aktivasyonu i¢in

gereklidir. CRHRI1 ile iliskili hastaliklar anksiyete bozuklugu ve bagirsak
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sendromu'dur. Ilgili yollar1 arasinda peptit ligand-baglama reseptérleri ve myometrial
rahatlama ve kasilma yollaklar1 bulunmaktadwr. Bu genin O6nemli bir paralogu
CRHR2'dir. CRH ve UCN (iirokortin) i¢in yiiksek afiniteye sahiptir. Ligand
baglanmasi, guanin niikleotid-baglayici proteinler ve adenilat siklaz gibi efektorleri
araciligiyla konformasyon degisikligine neden olur (Vergetaki ve dig. 2013). Artan
hiicre i¢ci cAMP diizeylerine yol agan adenilat siklaz aktivasyonunu destekler (Xiong
ve dig. 2014). Kalsiyum kanalinin etkinligini inhibe eder. Adrenal bezin normal
embriyonik gelisimi ve streste normal hormonal tepkiler icin gereklidir.
Anksiyojenik uyaranlara yanitta rol oynar. MSS'de bol miktarda korteks, serebellum
ve hipokampusta ifade edilir.

Koloni Uyaric1 Faktor 1 (CSF1)

Bu gen tarafindan kodlanan protein hematopoietik 6ncii hiicrelerin, bilhassa
makrofajlar ve monositler gibi mononiikleer fagositlerin sag kalimi, ¢ogalmasi ve
farklilasmasmin diizenlenmesinde dnemli bir rol oynayan sitokindir. Proteinin aktif
formu bir disiilfid baglantili homodimer olarak ekstraseliiler olarak bulunur ve
membrana bagli prekiirsorlerin proteolitik boliinmesiyle iiretildigi disiiniiliir.
Kodlanmig protein, plasentanin gelisimine karisabilir. Protein homodimerizasyon
aktivitesi ve biiylime faktorii aktivitesini i¢erir (Pandit ve dig. 1992). Proinflamatuvar
kemokinlerin salmimini tesvik eder ve bu nedenle dogustan gelen bagisiklikta ve
inflamatuar siireclerde 6nemli bir rol oynamaktadir. Osteoklast c¢ogalmasi ve
farklilasmasmin diizenlenmesinde, kemik rezorpsiyonunun diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynar ve normal kemik gelisiminde gereklidir (Wang ve dig. 2010). Aktin
sitoiskeletin yeniden diizenlenmesini tesvik eder, hiicre adezyonunu ve hiicre gogiinii

diizenler.
Sitokrom P450, Aile 19, Alt Aile A, Polipeptit 1 (CYP19A1)

CYP19A1, enzimlerin sitokrom P450 siiper ailesinin bir {iyesini kodlar.
Sitokrom P450 proteinleri, ilag metabolizmasi, kolesterol, steroidler ve diger
lipidlerin sentezinde yer alan bir¢ok reaksiyonu katalizleyen monooksijenazlardir. Bu
protein, endoplazmik retikulumu lokalizedir ve Ostrojen biyosentezinin son
asamalarin1 katalize eder (Ghosh ve dig. 2009). Bu gen i¢indeki mutasyonlar,
aromataz aktivitesinde artisa ya da azalmaya neden olabilir. Iliskili fenotipler,

Ostrojenin hem cinsiyet steroid hormonu hem de biiyliime veya farklilagma islevleri
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oldugunu diisiindiirmektedir. CYP19A1 ile iligkili hastaliklar aromataz eksikligi ve
aromataz fazlalig: ile ilgili meme kanserini icerir (Wang ve dig. 2010). Ilgili yollar
arasinda steroid hormon metabolizmasi1 ve aromataz inhibitor yolagi bulunmaktadir.

Demir iyonu baglama bolgesi ve elektron tasiyici aktivitesini igerir.
Kemokin (C-X-C Motifi) Ligandi 10 (CXCL10)

Bu gen, CXC alt familya {iyesi bir kemokin kodlar ve CXCR3 reseptoriiniin
bir ligandidir. Bu proteinin CXCR3 reseptoriine baglanmasi dogal oldiirticii (NK) ve
T hiicrelerinin gocii, adezyon molekiillerinin ifadelerinin modiilasyonu monositlerin
aktivasyonu gibi pleiotropik etkiler ile sonuglanir. DISEASE veri bankasinda bu
protein ile iligkili olarak bildirilen hastaliklar sunlardir: MS, tiiberkiiloz, asir1
duyarhlik reaksiyonu tip II hastaligi, ensefalit, kanser, astim, grip, siddetli akut
solunum yolu sendromu, hepatit C, pndmoni, dermatit ve artrit’dir. Inflamasyonla
seyreden hastaliklarda kemokinlerin ¢ok onemli gorevleri vardir. Inflamasyonda
kemokinler 16kositlerin kandan dokuya gecisine ve inflamasyonun bulundugu yerde
birikimine ve aktivasyonuna yol acar. MS’de kan beyin bariyeri bozulur ve bu durum
lezyon bdlgesine periferik 10kosit infiltrasyonuna neden olur. CXCL10, CXCR3’iin
noronlardaki ligandidir ve MS hastaliginda ekpresyonu artar (Booth ve dig. 2002;
Szczucinski ve Losy 2011).

Kemokin (C-X-C Motifi) Ligandi 11 (CXCL11)

Kemokinler GPCR’lerin bir alt kiimesiyle etkilesim yoluyla ¢esitli 16kosit
tiirlerinin hiicre gogiinii diizenleyen, kiigiik (yaklagik 8 ila 14 kD) bir gruptur.
Kemokinler bagisiklik sisteminin gelisimi, homeostazi ve fonksiyonunda temel rol
oynarlar ve merkezi sinir sisteminin hiicrelerinde oldugu kadar anjiyogenezde rol
oynayan endotel hiicreleri lizerinde de etkileri vardir. Kemokinler, CXC ve CC
olmak lizere 2 ana altfamilyaya bdliiniirler. Bu gen, kemokin siiper ailesinin bir CXC
tiyesidir. Kodlanmis proteini, aktive T hiicrelerinde kemotaktik bir yanita neden olur
ve CXCR3’lin dominant ligandidir. Bu proteini kodlayan gen, ekspresyonun hiicreye
spesifik diizenlenmesini yansitabilecek 4 ekzon ve en az 3 poliadenilasyon sinyali
icerir. IFNG, bu genin transkripsiyonunda giiclii bir uyaricidir (Laich ve dig. 1999).
Heparin baglama ve CXCR3 kemokin reseptor baglanma bolgesi icerir (Booth ve
dig. 2004). Interlokin ile aktiflestirilmis T hiicreleri icin kemotaktiktir, ancak

uyarilmamis T hiicreleri, ndtrofiller ya da monositler i¢in kemotaktik degildir. Aktive
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edilmis T hiicrelerinde kalsiyum salmimi indiikler. MSS hastaliklarinda 6nemli rol

oynayabilir.
Kemokin (C-X-C Motifi) Ligand1 9 (CXCL9)

Bu gen, bagisiklik ve inflamatuar yanita katilan hiicrelerin biiylime, hareket
veya aktivasyon durumunu etkileyen sitokindir. Aktive edilmis T hiicreleri igin
kemotaktikdir. Kodlanmis protein, CXCR3'e baglanir ve Ilenfositler icin bir
kemoatraktan olup, nétrofiller i¢cin degildir (Abu El-Asrar ve dig. 2003). CXCL9 ile
iliskili hastaliklar sydenham chorea ve endotelyiti igerir. Sitokin aktivitesi ve CXCR3
kemokin reseptorii baglanma bolgesi bulunmaktadir. Bu genin 6nemli bir paralogu

CXCL10'dur.
Dopamin Reseptorii D2 (DRD2)

Dopamin reseptoriiniin D2 alt tipini kodlar. Adenil siklaz aktivitesini inhibe
eder. Bu genin missense mutasyonu myoklonus distonisine neden olur; Diger
mutasyonlar sizofreni ile iliskilendirilmistir (Wu ve dig. 2006). GPCR aktivitesi ve

0zdes protein baglanma bdlgesi vardir. Bu genin 6nemli bir paralogu DRD3'diir.
Endotelin 1 (EDN1)

Bu gen, endotelin/sarafotoksin ailesine ait bir salgilanmis peptid iiretmek
iizere proteolitik olarak islenmis bir preproroteini kodlar. Bu peptid giiclii bir
vazokonstriktordiir ve reseptorleri pulmoner arteriyel hipertansiyonun tedavisinde
terapotik hedeflerdir (Yasuda ve dig. 2007). Bu genin yanlis bir sekilde ekspresyonu
tiimorigenezi tesvik edebilir (Zhang ve Sui 2014). Ilgili yollar1 arasinda
prostaglandin sentezi ve GPCR ile diizenleme ve sinyal olusturma bulunmaktadir.
Reseptor baglama ve hormon aktivitesini igerir. Bu genin Onemli bir paralogu
EDN2'dir. Endotelin ailesi son derece gliglii vazokonstriktif peptidlerden olusur. ET-
1, ET-2 ve ET-3 olmak fizere ii¢ endojen izoformun var oldugu bilinmektedir.
Vazoaktif peptitler olarak fizyolojik roliinden dolay1 endotelinler bazi1 kardiyak,
vaskiiler ve bobrek hastaliklartyla baglantilidir. Dolayisiyla bu kosullarin tedavisinde
endotelin antagonistleri énemli bir rol oynayabilir. Iki farkli endotelin reseptorii
simdiye kadar memelilerde kopyalanmis olup, ETA ve ETB reseptorleri olarak

smiflandirilmstir.
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Endotelin Reseptor Tip A (EDNRA)

Bu gen, giiclii ve uzun siireli vazokonstriksiyonda rol oynayan bir peptid
olan endotelin-1 igin reseptorii kodlar. Bu reseptor, guanin-niikleotid baglama
proteinleriyle iliskilidir ve bir fosfatidilinositol-kalsiyum ikinci haberci sistemini
aktive eder. Bunlar Oncelikle vazokonstriksiyon ve hiicre proliferasyonunda rol
oynayan vaskiiler diiz kasta bulunur (Donato ve dig. 2014). Bu genin polimorfizmleri
migren bas agris1 direnciyle iliskilendirilmistir. lgili yollar1 arasinda peptid ligand
baglama reseptorleri ve kardiyak hipertrofi bulunur. G-proteine eslenmis reseptor
aktivitesi ve endotelin reseptor aktivitesini icerir. Bu genin 6nemli bir paralogu

EDNRBdir.
EPH Reseptorii A1 (EPHA1)

Bu gen, protein-tirozin kinaz ailesinin efrin reseptorii alt ailesine aittir. EPH
ve EPH ile ilgili reseptorler, 6zellikle sinir sisteminde, gelisimsel olaylara aracilik
etmeyle iliskilendirilmistir. EPH alt ailedeki reseptorler tipik olarak tek bir kinaz
alanmna ve sistein-zengin bir alan ve fibronektin Tip III tekrar iceren bir hiicre dis1
bolgeye sahiptir. Efrin reseptorleri, ekstraseliiler alan dizilerinin benzerliklerine ve
efrin-A ve efrin-B ligandlarimin baglanmasi i¢in olan afinitelerine dayanarak 2 gruba
ayrilmisti. Bu gen, bazi insan kanser hiicre dizisinde eksprese edilir ve
karsinogenezde rol oynar. Transferaz aktivitesi, fosfor iceren gruplar ve protein
tirozin kinaz aktivitesi bulunur. Bu genin 6nemli bir paralogu EPHA2'dir. Diisiik
afiniteli EFNA3 ve EFNA4 ile ve muhtemelen onun fonksiyonel ligandi1 olusturan
EFNAl'e vyiikksek afiniteli baglar. Anjiyogenezide rol oynar ve hiicre
proliferasyonunu diizenler. Apoptozda rol oynayabilir. Eph reseptorleri reseptor
tirozin kinazlarin (RTKSs) en biiyiik ailesidir ve iki alt smif, EphA ve EphB'ye
ayrilirlar (Bocharov ve dig. 2008). Baslangicta akson kilavuzlugunun aracilar1 olarak
tanimlanan Eph reseptorleri bircok siirecte, 6zellikle kanser gelisimi ve ilerlemesinde

rol oynar.
Fas Ligand1 (FASLG)

Bu gen tiimor nekroz faktorii siiper ailesinin bir iiyesidir. Kodlanmis
transmembran proteininin temel fonksiyonu, FAS'a baglanarak tetiklenen apoptozun

indiiksiyonudur. FAS/FASLG sinyal yolu, T hiicrelerinin aktivasyona bagli hiicre
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olimi (AICD) ve sitotoksik T lenfositinin indiikledigi hiicre Olimiinii igeren
bagigiklik sistemi diizenlemesi igin gereklidir (Silva ve dig. 2013). Ayrica ¢esitli
kanserlerin ilerlemesinde rol oynar. Bu gendeki bozukluklar bazi sistemik lupus
eritematosus (SLE) ile iliskili olabilir. FASLG ile iligkili hastaliklar arasinda
otoimmiin lenfoproliferatif sendromu yer alir. Reseptdr baglama ve tiimor nekroz
faktorii reseptdr baglanma bdlgesi icerir. Bu genin 6dnemli bir paralogu TNFSF15'tir.
Apoptotik sinyali hiicrelere doniistiiren bir reseptdr olan TNFRSF6/FAS'a baglanan
sitokindir. TNFRSF6 / FAS aracili apoptoz ve periferal toleransda rol oynayabilir.

Fibroblast Biiyiime Faktorii 2 (FGF2)

Bu gen tarafindan kodlanan protein fibroblast biiyiime faktorii (FGF)
ailesinin bir iiyesidir. FGF aile tyeleri heparini baglar ve genis mitojenik ve
anjiyojenik aktivitelere sahiptir. Bu protein sinir sistemi gelisimi, yara iyilesmesi ve
timor bliylimesi gibi cesitli biyolojik siireclerde rol oynar. Bu genin mRNA's1 birden
fazla poliadenilasyon bdlgesi icerir ve alternatif olarak AUG olmayan (CUG) ve
AUG baslatma kodonlarindan ¢evrilir ve farkli 6zelliklere sahip bes farkli izoform
elde edilir. CUG ile baglatilan izoformlar ¢ekirdegin i¢inde lokalizedir oysa AUG'nin
baslattig1 form ¢cogunlukla sitozoliktir ve bu FGF'nin parakrin ve otokrin etkilerinden
sorumludur. Sitokin aktivitesi ve heparin baglama bolgesi yer alir. Bu genin énemli
bir paralogu FGF1'dir. Hiicrenin hayatta kalmasi, hiicre boliinmesi, anjiyojenez,
hiicre farklilagsmasi ve hiicre gd¢iiniin diizenlenmesinde onemli bir rol oynar. In vitro
olarak giiclii mitojen olarak islev goriir. Anjiyogenezi baskilayabilir (Mori ve dig.

2013).
Forkhead kutusu P3 (FOXP3)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, transkripsiyonel diizenleyicilerin
forkhead heliks ailesinin bir iiyesidir. Bu gendeki bozukluklar, immiin yetmezlik
polendokrinopatisi, enteropati, X baglantili otoimmiinite bagli immiin yetmezlik
sendromu olarak da bilinen X-baglantili sendrom (IPEX)'un nedenidir. Alternatif
olarak, farkli izoformlar1 kodlayan transkripsiyon varyantlar1 saptanmistir.
Transkripsiyon faktorii aktivitesini, diziye 6zgli DNA baglamay1 ve diziye 6zgii
DNA baglamay1 igerir. Bu genin 6nemli bir paralogu FOXP2'dir. Diizenleyici T
hiicrelerinin (Treg) gelisimi ve inhibe edici fonksiyonu i¢in ¢ok Onemli olan

transkripsiyonel diizenleyicidir. Treg stabilitesinin elde edilmesine izin vererek ve

170



konvansiyonel T hiicrelerinin islevini dogrudan modiile ederek bagisiklik sisteminin
homeostazini siirdiirmede 6nemli bir rol oynar. Diger transkripsiyon faktorleri, histon
asetilazlar ve deasetilazlar ile olan etkilesimine bagli olarak transkripsiyonel
baskilayic1 veya transkripsiyonel aktive edici olarak hareket edebilir. Treg'in
baskilanmasi, IL2 ve IFNG gibi sitokinleri kodlayan genlerin bastirilmasi ile birlikte
FOXP3 tarafindan CTLA4 ve TNFRSF18 de dahil olmak iizere bircok genin
koordinat aktivasyonunu igerir. Iki énemli transkripsiyon faktorii olan RELA ve
NFATC2'nin aktivitesini bastirarak sitokin tretimini ve T hiicre efektor
fonksiyonunu inhibe eder (Bettelli ve dig. 2005). Histon asetilaz KATS5 ve histon
deasetilaz HDAC?7 ile iliskisi yoluyla IL2'min transkripsiyonel baskilanmasina
aracilik eder (Li ve dig. 2007). TNFRSF18, IL2RA ve CTLA4 ekspresyonunu aktive
edebilir ve transkripsiyon faktorii RUNXI1 ile iligkisi yoluyla IL2 ve IFNG
ekspresyonunu baskilayabilir (Ono ve dig. 2007). RORC fonksiyonunu antagonize
ederek IL17 ekspresyonunun regiilasyonuna yol agarak Treg gelisimini destekleyerek
IL17 iireten yardimct T hiicrelerinin (Th17) farklilasmasini engeller (Zhou ve dig.
2008). RORA'nin transkripsiyonel aktivator aktivitesini inhibe eder (Du ve dig.
2008). IL2 ve IFNG'nin ekspresyonunu, IKZF4 transkripsiyon faktori ile iligkisi
yoluyla bastirabilir.

Guanin Niikleotidi Baglayan Protein (G Protein), Alfa Onleyici
2(GNAI2)

Bu gen guanin niikleotid baglama proteinleri alfa alt birimi proteini kodlar.
Kodlanmig protein guanin niikleotid baglama domeyni icerir ve adenilat siklazi
hormonal diizenlenmesinde yer almaktadir. Cesitli farkli izoformlar kodlayan
transkript varyant1 bu gen icin de tespit edilmistir, ancak sadece iki tane tam

uzunlukta dogal formu bilinmektedir.
GNAS Kompleks Lokusu (GNAS)

Bu lokus olduk¢a karmasik bir ifade modeline sahiptir. Dort alternatif
promotor ve 5 eksondan tiiretilen transkriptler olusur. Bazi transkriptler 5' ekzon
bolgesinde diferansiyel olarak metillenmis bir bdlge (DMR) igerir ve bu bdlge
siklikla baskilanmis genlerde bulunur ve transkript ifadesi ile korelasyon gosterir.
Karsiliklr iplik¢ik lizerinde Ortiisen lokustan bir ters transkript iiretilir. Bu lokustan

tiretilen transkriptlerden biri ve ters transkripti, kodlanmamis RNA'lardir. Ek olarak,
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transkriptlerden biri, yapisal olarak ilgisiz bir proteini (Alex) kodlayan ORF'yi igerir.
Bu gen i¢in farkli izoformlar1 kodlayan c¢oklu transkript varyantlari bulunmustur.
Farkli bir agik okuma gercevesinde ayni lokustan iiretilen guanin niikleotid-baglayici
protein G(s) altbirim alfa'nin adenillat siklaz uyarici aktivitesini inhibe edebilir. G
proteinleri, GPCR'ler tarafindan kontrol edilen ¢ok sayida sinyal yolaginda transdiisir
olarak islev gorir (Gao ve dig. 2007). Sinyalizasyon, adenil siklazlarin
aktivasyonunu igerir, bu da sinyal molekiilii cAMP'sinin seviyelerinin artmasina
neden olur (Brand ve dig. 2015; Farfel ve dig. 1996). GNAS, beta-adrenerjik
reseptorler de dahil olmak tizere ¢esitli GPCR'lerde islev goriir (Thiele ve dig. 2011).
XLas izoformlari, ayni reseptor ile GNAS izoformlar1 olarak etkilesime girer.
RAPGEF?2 yoluyla Ras sinyal yolunu harekete gegirir (Pak ve dig. 2002). Bu gendeki
mutasyonlar, psodohipoparatiroidizm tip 1la, psOddohipoparatiroidizm tip 1b,
osteodistrofi, McCune-Albright sendromu, heteroplazisi, poliostotik fibroz displazisi

ve bazi hipofiz tiimorleri ile sonuglanir.
Glutamat Reseptor, Metabotropik 1 ve 5 (GRM1 ve GRMS)

Bu gen, fosfolipaz C'yi aktive ederek islev goren bir metabotropik glutamat
reseptoriinii  kodlar. L-glutamat, merkezi sinir sistemindeki baslica eksitator
norotransmitterdir ve hem iyonotropik hem de metabotropik glutamat reseptorlerini
aktive eder. Glutamaterjik ndrotransmisyon, normal beyin islevinin birgok yoniinde
yer alir. Kodlanan proteinin kanonik alfa izoformu, aktivitesi bir G proteine bagl
fosfatidilinositol-kalsiyum ikinci haberci sisteminin aracilik ettigi bir distilfid bagh
homodimerdir. Bu gen, sizofreni, bipolar bozukluk, depresyon ve gogiis kanseri gibi
birgok hastalik durumu ile iliskili olabilir (Ayoub ve dig. 2012). GPCR aktivitesi ve
glutamat reseptor aktivitesine sahiptir (Wu ve dig. 2014). Bu genin 6nemli bir
paralogu GRMS5'tir. Ligand baglanmasi, G proteinler yoluyla sinyallemeyi tetikleyen
ve efektorlerinin aktivitesini modiile eden bir konformasyon degisikligine neden
olur. Sinyalizasyon, bir fosfatidilinositol-kalsiyum ikinci haberci sistemini aktive
eder. Hipokampusta uzun siireli potentiasyon ve serebellumda uzun siireli depresyon
gibi CNS'de glutamatin merkezi etkisine katilabilir. Metabotropik glutamat (GRM)
grup I reseptorleri, GRM1 ve GRMS5 olmak iizere iki alt tiire ayrilmistir.
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Glutamat Reseptor, Metabotropik 2, 4, 7 (GRM2, GRM4, GRM?7)

L-glutamat merkezi sinir sistemindeki en dnemli uyarici nérotransmitterdir
ve hem iyonotropik hem de metabotropik glutamat reseptorlerini aktive eder.
Glutamaterjik norotransmisyon, normal beyin islevinin bir¢ok yoniinde yer alir.
Metabotropik glutamat reseptorleri, dizi homolojisi, varsayilan sinyal iletim
mekanizmalar1 ve farmakolojik 6zelliklere dayanarak 3 gruba ayrilmig G proteine
bagl reseptorler ailesidir. Grup I, GRM1 ve GRMS'i igerir ve bu reseptorlerin
fosfolipaz C'yi aktive ettigi gosterilmistir. Grup II, GRM2 ve GRM3'ii igerirken,
Grup III GRM4, GRM6, GRM7 ve GRMS'i igerir. Grup II ve III reseptorleri CAMP
kaskadmin inhibisyonuyla baglantili olmakla birlikte, bunlarm agonist
seciciliklerinde farklilik arzetmektedir. Bu gen i¢in farkli izoformlar1 kodlayan iki
transkript varyant1 bulunmustur. GPCR aktivitesi ve glutamat reseptor aktivitesini
icerir. Bu genin 6nemli bir paralogu GRM3'diir. Ligand baglanmasi, G proteinler
yoluyla sinyallemeyi bagslatan ve adenilat siklaz gibi efektorlerinin aktivitesini
modiile eden bir konformasyon degisikligine neden olur. Sinyalizasyon, adenilat
siklaz aktivitesini inhibe eder. Norotransmisyonun bastirilmasina aracilik edebilir

veya sinaptogenez veya sinaptik stabilizasyona karisabilir.
Histon Deasetilaz 1 (HDACL1)

Coklu altbirim kompleksleri tarafindan katalize edilen, histon asetilasyon ve
deasetilasyon, Okaryotik gen ifadesinin diizenlenmesinde anahtar bir rol oynar.
Retinoblastoma tiimor baskilayici protein ile etkilesime girer ve bu kompleks hiicre
cogalmasi ve farklilasmasinin kontroliinde 6nemli bir elementtir. Metastaza bagh
protein-2 ile birlikte p53'in deasetillestirilmesi ve hiicre biiylimesi ve apoptoz
iizerindeki etkisini modiile eder (Ito ve dig. 2002). Transkripsiyon faktorii
aktivitesini ve diziye 6zgli DNA baglama alani icerir. Bu genin 6nemli bir paralogu
HDAC2'dir. Cekirdek histonlarmin (H2A, H2B, H3 ve H4) N-terminal boliimiinde
lizin kalintilarmin  deasetilasyonundan  sorumludur. Histon deasetilasyonu
transkripsiyonel regiilasyon, hiicre dongiisii ilerlemesi ve gelisimsel olaylarda 6nemli

rol oynar.
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Hekzosaminidaz B (HEXB)

Heksozaminidaz B, kofaktor GM2 aktivator proteini ile birlikte GM2
gangliosidinin ve terminal N-asetil heksosaminleri igeren diger molekiillerin
parcalanmasini katalize eden lizozom enzimi beta-heksosaminidazin beta alt birimi
niteligindedir. Beta-heksosaminidaz, alfa ve beta olmak iizere iki ayri altbirimden
olusur ve bunlar ayr1 genler tarafindan kodlanir. Hem beta-heksosaminidaz alfa hem
de beta altbirimleri glikozil hidrolazlarin ailesinin {iyesidir. Alfa veya beta altbirim
genlerindeki mutasyonlar, ndronlarda GM2 gangliosid birikimine ve GM2
gangliosidozlar1 olarak adlandirilan norodejeneratif bozukluklara yol agar. Beta
altbirim gen mutasyonlar1 Sandhoff hastaligina (GM2-gangliosidoz tip 1) yol agar
(Redonnet-Vernhet ve dig. 1996). O-glikosil bilesiklerini hidrolize eden protein
homodimerizasyon aktivitesi ve hidrolaz aktivitesine sahiptir. Bu genin 6nemli bir
paralogu HEXA'dir.

Hipoksi ile indiiklenebilir Faktor 1, Alfa Altbirimi (HIF1A)

Bu gen, bir alfa ve bir beta alt biriminden olusan bir heterodimer olan
transkripsiyon faktorii hipoksi-indiiklenebilir faktor-1'in  (HIF1) alfa altbirimini
kodlar. HIF1, enerji metabolizmasi, anjiyojenez, apoptoz ve protein iiriinleri oksijen
vermeyi arttiran veya hipoksiye metabolik uyarlamayr kolaylastiran diger genler
dahil bir¢cok genin transkripsiyonunu aktive ederek hipoksiye hiicresel ve sistemik
homeostatik tepkinin ana diizenleyicisi olarak islev goriir. HIFI, embriyonik
vaskiilarizasyon, tiimor anjiyogenezi ve iskemik hastaligin patofizyolojisinde 6nemli
bir rol oynamaktadir. Hipoksiya adaptif yanitin ana transkripsiyonel regiilatorii
olarak islev goriir. Hipoksik kosullar altinda, eritropoietin, glikoz tasiyicilari,
glikolitik enzimler, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ve protein iiriinleri oksijen
dagitimini arttiran veya hipoksiye metabolik uyarlamay1 kolaylastiran diger genler de
dahil olmak iizere 40'dan fazla genin transkripsiyonunu aktive eder. Embriyonik
vaskiilarizasyon, timor anjiyogenezi ve iskemik hastaligin patofizyolojisinde 6nemli
bir rol oynamaktadir. Hedef gen promotorlerinin hipoksi cevap elemani (HRE) i¢inde
cekirdek DNA sekansi 5- [AG] CGTG-3'e baglanir (Slemc ve Kunej 2016).
Aktivasyon, CREBPB ve EP300 gibi transkripsiyonel koaktivatorlerin alinmasini

gerektirir. Bu genin ekspresyonu yaslanmaya bagh olarak artar. HIF-1 ekspresyon
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diizeyindeki artig norodejeneratif hastaliklar1 patogenezinde 6nemlidir (Zhang ve dig.

2011).
Ana Histokompatibilite Kompleksi, Sinif I, DR Beta 1 (HLA-DRB1)

HLA-DRBI1, HLA smuf II beta zinciri paraloglarina aittir. Smif II molekiil,
membranda sabitlenmis bir alfa (DRA) ve bir beta zincirinden (DRB) olusan bir
heterodimerdir. Ekstraseliiler proteinlerden tiiretilen peptidleri sunarak bagisiklik
sisteminde merkezi bir rol oynar. Smif II molekiiller, antijen sunan hiicrelerde (B
lenfositleri, dendritik hiicreler, makrofajlar) ifade edilir. Beta zinciri yaklagik 26-28
kDa'dir. 6 ekson tarafindan kodlanir. Ekzon bir lider peptidi kodlar; ekzon 2 ve 3, iki
hiicre dis1 alan1 kodlamaktadir; ekson 4 transmembran alan kodlar; ve ekzon 5
sitoplazmik kuyrugu kodlar. DR molekiilii i¢inde beta zinciri, peptit baglama
spesifikliklerini belirten tiim polimorfizmleri igerir. Ylzlerce DRBI1 alleli
tanimlanmistir. DRB1 paraloglar1t DRB3, DRB4 ve DRB5'ten bes kat daha yiiksek
bir seviyede ifade edilir. DRBI tiim bireylerde bulunur. DRB1'in alelik varyantlar1
DRB3, DRB4 ve DRBS5 genlerinden hicbiri veya biriyle baglantili degildir. 4 ilgili
psodogen vardir: DRB2, DRB6, DRB7, DRB8 ve DRB9 (Yu ve dig. 2008). Antijen
sunan hiicrelerin (APC) endositik yoluna erisen ve CD4" T hiicreleri tarafindan
tanimak i¢in hiicre yiizeyi lizerinde bulunan antijenlerden tiiremis peptitleri birbirine
baglar. Peptid baglayict bolge, 10-30 kalint1 peptidi barndiwrir. MHC smif 11
molekiilleri tarafindan sunulan peptitler c¢ogunlukla endositik rotaya erisen
proteinlerin parcalanmasiyla {iretilir. Burada lizozomal proteazlar ve diger
hidrolazlar tarafindan islenirler. APC tarafindan endositize edilen disa doniik
antijenler MHC II molekiilleri vasitasiyla kolaylikla sunulabilir ve bu nedenle bu
antijen sunum yoluna genellikle eksojen denir. Normal cevirilerinin bir parcgasi
olarak lizozomlarda bozulmaya yol agan zar proteinleri endozomal/lizozomal
bélmelerde de bulundugu i¢in digsal antijenler, endojen bilesenlerden tiiretilenler ile
rekabet etmelidir. Otofaji ayn1 zamanda endojen peptidlerin bir kaynagidir. APC'lere
ek olarak gastrointestinal sistemin diger hiicreleri epitelyal hiicreler gibi; MHC smif

II molekillerini ve CD74' ifade eder ve APC'ler olarak davranir.
Hiicreler Aras1 Adezyon Molekiilii 1 (ICAM1)

Bu gen, tipik olarak endotel hiicreleri ve bagisiklik sisteminin hiicreleri

lizerinde sentezlenen bir hiicre yilizeyi glikoproteini kodlar. Hiicre adhezyon
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molekiilleri (CAM), bir hiicrenin baska bir hiicrelere veya hiicre digi matristen
baglanmasina katilan genis bir transmembran protein ailesidir. Hiicre ¢ogalmasi,
farklilagma, motilite, apoptoz ve doku mimarisinde rol oynar. CD11a/CDI18 veya
CDI11b/CD18 tipi integrinlere baglanir. ICAM1 ile iliskili hastaliklar sitma ve
l6kostaz'1 igerir. Bu genin dnemli bir paralogu ICAMS'tir. ICAM proteinleri, 16kosit
yapigma proteini LFA-1 (integrin alfa-L/beta-2) icin ligandlardir. Biyiik reseptor
grubu rinoviriis A-B kapsid proteinleri i¢in bir reseptdr gorevi goriir (Marlin ve dig.
1990; Greve ve dig. 1989). Coxsackievirus A21 kapsid proteinleri i¢in bir reseptor
gibi davranir (Xiao ve dig. 2001; Xiao e dig. 2005; Bella ve dig. 1998). Sarkom ile
iliskili herpesvirtis/HHV-8 enfeksiyonu tizerine, muhtemelen sitotoksik T-lenfositleri
ve NK hiicresi tarafindan enfekte olmus hiicrelerin lizisinin 6nlenmesi i¢in viral E3

ubikitin ligaz MIR2 ile gergeklesir (Coscoy ve Ganem 2001).
Interferon Gama (IFNG)

Bu gen, tip II interferon sinifinin bir iiyesi olan bir ¢oziiniir sitokini kodlar.
Kodlanmig protein hem dogal hem de adaptif bagisiklik sistemlerinin hiicreleri
tarafindan salgilanir. Aktif protein, viral ve mikrobik enfeksiyonlara karsi hiicresel
bir tepkiyi tetikleyen interferon gama reseptoriine baglanan bir homodimerdir. Bu
gendeki mutasyonlar, viral, bakteriyel ve parazitik enfeksiyonlara ve bazi otoimmiin
hastaliklara duyarlilgin artmasi ile iliskilidir. Ilgili yollar1 arasinda Immiin yanit
IL12 sinyal yolag1 ve PEDF indiiklii sinyal yolagi vardir (Wang ve dig. 2010; Bam
ve dig. 2016). Sitokin aktivitesi ve interferon-gama reseptor baglanma bdlgesi igerir.
Spesifik antijenler veya mitojenler tarafindan aktive edilen lenfositler tarafindan
iiretilir. IFNG, antiviral aktiviteye sahip olmanin yani sira 6nemli bagisik diizenleyici
islevlere sahiptir. Makrofajlarin giiclii bir etkinlestiricisi olup, doniistiirtilmiis
hiicreler lizerinde antiproliferatif etkilere sahiptir ve tip I interferonlarm antiviral ve

antitiimor etkilerini gli¢lendirebilir.
Interl6kin 1, Beta (IL1B)

Bu gen tarafindan kodlanan protein interlokin 1 sitokin ailesinin iiyesidir.
Bu sitokin, aktive makrofajlar tarafindan bir proprotein olarak tretilir ve kaspaz 1
(CASPI/ICE) tarafindan proteolitik olarak aktif formuna islenir. Bu sitokin,
inflamatuar cevabm 6nemli bir arabulucusudur ve hiicre proliferasyonu, farklilasma

ve apoptoz dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel aktivitelerle ilgilidir. Merkezi Sinir
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sistemindeki bu  sitokin  tarafindan  siklooksijenaz-2'nin  (PTGS2/COX2)
indiiklenmesinin, iltihaplt agr1 asir1 duyarliligina katkida bulundugu bulunmustur. Bu
gen ve sekiz diger interlokin 1 familyas1 geni kromozom 2 {izerinde bir sitokin gen
kiimesi olusturur. IL1B ile iligkili hastaliklar, Helicobacter pylori infeksiyonu ve
periodontal hastaliktan sonra gastrik kanser riski icerir (Semper ve dig. 2014).
Protein alani spesifik baglanma ve interlokin-1 reseptdr bagmi igerir. Gliglii
proinflamatuvar sitokindir. Baslangigta biiyiik endojen pirojen olarak kesfedilen,
prostaglandin sentezi, nétrofil akis1 ve aktivasyonu, T-hiicresi aktivasyonu ve sitokin
iiretimi, B-hiicresi aktivasyonu ve antikor liretimi ve fibroblast cogalmasi ve kollajen
dretimini indiikler. T-hiicrelerinin Th17 farklilasmasmi destekler. Proliferasyon,
farklilasma ve hiicre sag kalim/apoptoz gibi bir¢cok farkl hiicresel fonksiyonlari

kontrol eder, ayni zamanda bir¢ok patofizyolojik siiregte rol alirlar.
Interlokin 2 (IL2)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, T ve B lenfositlerinin proliferasyonu
icin dnemli olan salgilanan bir sitokindir. Bu sitokinin reseptorii, gama zinciri ayni
zamanda interlokin 4 (IL4) ve interlokin 7 (IL7) tarafindan paylasilan heterotrimerik
bir protein kompleksidir. Bu genin olgun timositlerde ekspresyonu monoalleliktir ve
bu da tek bir genin kesin ekspresyonunu kontrol etmek ic¢in olagandis1 diizenleyici
bir mod olusturmaktadir. Farelerde benzer bir genin hedefi bozulmasi, iilseratif kolit
benzeri hastaliklara yol agmakta ve bu da bu genin antijenik uyaranlara kars1 immiin
yanitta Onemli bir rol oynadigini ortaya koymaktadir (Eleonora ve dig. 2009). IL2 ile
iligkili hastaliklar bobrek kanserini igerir. Biiylime faktorii aktivitesini igerir. T
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve bagisiklik tepkisinin diizenlenmesi i¢in hayati diger
aktiviteler i¢in bu protein, antijenik veya mitojenik uyarmma tepki olarak T hiicreleri
tarafindan tretilir. B hiicrelerini, monositleri, lenfokin ile aktive olan sitotokisik

hiicreleri, dogal 6ldiirticii hiicreleri ve glioma hiicrelerini uyarabilir.
Interlékin 10 (IL10)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, basta monositler tarafindan iiretilen ve
daha az oranda lenfosit tarafindan iretilen bir sitokindir. Bu sitokin
immunoregiilasyon ve iltihapta pleiotropik etkilere sahiptir. Thl sitokinlerinin, MHC
smif IT antijenlerin ve makrofajlar tizerindeki uyarici molekiillerin ifadesini diizenler.

Ayn1 zamanda B hiicresinin hayatta kalma, ¢ogalma ve antikor iiretimini de arttirir.
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Bu sitokin, NFKB akivitesini bloke edebilir ve JAK-STAT sinyal yolunun
diizenlenmesinde yer alir (Driessler ve dig. 2004; Carey ve dig. 2012). Farelerdeki
‘knock out’ caligmalari, bu sitokinin bagirsak sisteminde gerekli bir bagisiklik
diizenleyicisi olarak islev gordigiini gostermistir (Shouval ve dig. 2014). Bu
gendeki mutasyonlar, HIV-1 enfeksiyonu ve romatizmal artirit ig¢in artmus
duyarhilikla iligkilidir. Sitokin aktivitesi ve interlokin-10 reseptdr baglanma bolgesi
yer alir. Aktif makrofajlar ve yardimci T-hiicreleri tarafindan iiretilen IFNG, IL-2,

IL-3 ve TNF’de dahil olmak tizere bir dizi sitokinin sentezini inhibe eder.
Interlokin 13 (IL13)

Bu gen oncelikle aktive edilmis Th2 hiicreleri tarafindan iiretilen bir
immiinoregiilator sitokini kodlar. Bu sitokin, B hiicresi olgunlagsmasi ve
farklilasmasmin birka¢ asamasinda yer alir. CD23 ve MHC smif II ifadesini
diizenler. Bu sitokin makrofaj aktivitesini diizenler, dolayisiyla pro-inflamatuar
sitokinler ve kemokinlerin iiretimini engeller. Bu sitokinin allerjen kaynakli astim
patogenezinde kritik oldugu ancak IgE ve eozinofilden bagimsiz mekanizmalar
yoluyla isledigi saptanmuistir. Bu gen IL3, IL5, IL4 ve CSF2 kromozom 5q tizerinde
bir sitokin gen kiimesi olusturur ve bu gen 6zellikle IL4'e yakindir. IL13 ile iligkili
hastaliklar allerjik rinit ve astimi igerir (Accordini ve dig 2016). Enflamatuvar sitokin
iretimini inhibe eder. IFNG sentezini diizenleyen IL2 ile sinerji olusturur.
Enflamatuar ve bagisik yanitlarin diizenlenmesinde kritik olabilir. Makrofajlarda

IL31RA ifadesini pozitif olarak diizenler.
Interlokin 18 (IL18)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, dalak hiicrelerinde dogal oSldiiriicii
hiicre aktivitesini arttiran ve T yardimci hiicrelerinde IFNG {iretimini uyaran bir
proinflamatuar sitokindir (Bohn ve dig. 1998). Alternatif olarak, bu gen i¢in farkl

izoformlar1 kodlayan transkript varyantlar: bulunmustur. Sitokin aktivitesini igerir.
Interlokin 6 (IL6)

Bu gen, iltithaplanma ve B hiicrelerinin olgunlasmasinda islev goéren bir
sitokini kodlar. Buna ek olarak, kodlanmis proteinin otoimmiin hastaliklar1 veya
enfeksiyonlar1 olan insanlarda ates yaratabilen endojen bir pirojen oldugu

gosterilmistir. Protein oncelikle akut ve kronik iltihaplanma bdlgelerinde iiretilir ve
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burada serum igine salgilanr ve interlokin 6 reseptorii alfa vasitasiyla
transkripsiyonel bir enflamatuar tepki baslatir. Bu genin isleyisi, sekerli diyabet ve
sistemik juvenil romatoid artrite siiphelenilmesi de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli
iltihap ile iligkili hastalik durumlariyla iliskilendirilir. 1L6 ile iligkili hastaliklar,
romatoid artrit ve sarkomayi kapsar (Smolen ve dig. 2013). Reseptor baglama ve
biiyiime faktorii aktivitesi vardir. Cok cesitli biyolojik fonksiyonlara sahip olan bir
sitokindir. Akut faz tepkisinin giiglii bir uyaricisidir. B hiicrelerinin Ig salgilayan
hiicrelere nihai farklilasmasinda 6nemli bir rol oynar (Levy ve dig. 1990). Lenfosit
ve monosit farklilasmasinda gorevlidir. B hiicreleri, T hiicreleri, hepatositler,
hematopoietik progenitor hiicreler ve MSS hiicreleri iizerinde ¢alisir (Gruol 1995).
Th17 hiicrelerinin tiretimi i¢in gereklidir. Ayrica bir miyokin gérevi goriir. Yaglarin
parcalanmasini artirmak ve insiilin direncini artrmak i¢in ¢alisir. Miyelom ve

plazmasitoma biiyiimesine neden olur ve sinir hiicrelerinin farklilagmasini saglar.
Integrin, Beta 2 (ITGB2)

Bu gen, farkli integrin heterodimerler olusturmak {izere ¢ok sayida farkli
alfa zincirleri ile birlesen bir integrin beta zincirini kodlar. Integrinler, hiicre
yapismasma ve hiicre yiizeyine bagli sinyallemeye katilan integral hiicre yiizeyi
proteinleridir. Kodlanmis protein immiin yanitta 6nemli bir rol oynar ve bu gendeki
kusurlar 16kosit adezyon eksikligine neden olur. Protein heterodimerizasyon
aktivitesi ve reseptOr aktivitesini igerir. Bu genin 6nemli bir paralogu ITGB7'dir.
Integrin alfa-L/beta-2 ICAMI1, ICAM2, ICAM3 ve ICAM4 igin bir reseptordiir.
Dogal oldiiriicii hiicre sitotoksisitesine katkida bulunur (Barber ve dig. 2004).
Lokosit yapismasi ve T hiicreleri ve notrofilleri igeren 16kositlerin gogii ile ilgilidir
(Ostermann ve dig. 2002). PTK2B/PYK?2 aracili aktivasyon yoluyla akciger hasari
sirasinda notrofil gociinii tetikler (Xu ve dig. 2008). Integrin alfa-L/beta-2, ICAM3
ile birlesimde makrofajlarin apoptotik ndtrofil fagositozuna katkida bulunur (Krist6f

ve dig. 2013).
Jun Proto-Onkogen (JUN)

Bu gen kus sarkom viriisii 17'nin varsayilan doniisiime ugramis genidir.
Viral proteine olduk¢a benzer ve gen ifadesini diizenleyen belirli hedef DNA dizileri
ile dogrudan etkilesime giren bir proteini kodlar. Bu gen, intronsuzdur ve 1p32-p31,

yani insan malignitelerinde hem yer degistirmeler hem de delesyonlar igeren bir
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kromozomal bolgedir. JUN ile iliskili hastaliklar beyin sarkomudur. Poli(A) RNA'ya
baglanma ve diziye 6zgii DNA baglama bolgesi icerir. Bu genin 6nemli bir paralogu
JUND'dir. lyilestirici heptamer motif 5-TGA [CG] TCA-3' taniyan ve baglayan
transkripsiyon faktoriidiir. NRPA1'in, HIPK3 ile fosforile edildiginde, cAMP sinyal
yolagi uyarimi lizerine artmis steroidojenik gen ifadesine yol agan aktiviteyi
destekler. Kolorektal kanser hiicrelerinde USP28'in aktive KRAS aracili
transkripsiyonel aktivasyonu saglar. Kolorektal kanser hiicrelerinde USP28

promotore baglanir (Serra ve dig. 2014).
Lenfo Toksin Alfa (LTA)

Kodlanmig protein, tiimor nekroz faktor ailesinin bir iiyesidir ve lenfositler
tarafindan iiretilen bir sitokindir. Protein yliksek seviyede indiiklenebilir, salgilanir
ve hiicre yiizeyine lenfotoksin-alfa baglayan lenfotoksin-beta ile heterotrimerler
olusturur. Bu protein ayrica gelismekte olan donemde sekonder lenfoid organlarin
olusumunda rol oynayan ve apoptozda rol oynayan ¢ok sayida iltihapli, immiin
sistemi uyarici ve antiviral yanitlara aracilik eder. Bu genin genetik cesitliligi,
ciizamli tip 4, miyokard enfarktiisii, non-Hodgkin lenfoma ve psoriatik artrite
yatkinlik  ile  iliskilidir.  Homotrimerik  formunda  TNFRSFI1A/TNFRI1,
TNFRSFIB/TNFBR ve TNFRSF14/HVEM'ye baglananir. LTB'ye sahip
heterotrimerik formunda, TNFRSF3/LTBR'ye baglanir. Lenfotoksin, in vitro ve in

ViVO genis bir yelpazede tiimor hiicreleri i¢in lenfositler ve sitotoksik olarak tiretilir.
Mal, T Hiicresi Farkhlasma Protein (MAL)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, proteolipidlerin MAL ailesine ait
oldukc¢a hidrofobik entegre bir zar proteinidir. Protein, T hiicrelerinin endoplazmik
retikulumuna lokalizedir ve T hiicre sinyal iletiminde aday bir baglayici proteintir.
Buna ek olarak, bu proteolipid, sinir sistemindeki hiicrelerin kompakt miyelininde
lokalizedir ve miyelin biyogenezinde ve fonksiyonunda rol oynar. Protein,
glikosfingolipit bakimindan zenginlestirilmis zar mikro alanlarmin olusumunda,
stabilizasyonunda ve bakiminda rol oynar. Apoptotik siirecte yer alan lipid baglama
ve peptidaz aktivator aktivitesini igerir. Bu genin onemli bir paralogu MALL'd1r.
Golgi kompleksi ile apikal plazma membrani arasindaki vezikiiler dolasimda énemli

bir bilesen olabilir. Miyelin biyogenezi ve miyelin islevine karisabilirler (Frank
2000).
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Mitojenle Aktive Edilmis Protein Kinaz 1(MAPK1)

Bu gen, MAP kinaz ailesinin bir iyesini kodlar. Hiicre dis1 sinyalle
diizenlenmis kinazlar (ERK'ler) olarak da bilinen MAP kinazlar, ¢oklu biyokimyasal
sinyaller i¢in bir entegrasyon noktasi olarak hareket ederler ve ¢ogalma, farklilagma,
transkripsiyon regiilasyonu ve gelisimi gibi ¢ok ¢esitli hiicresel siireglerde yer alirlar.
Bu kinazin aktivasyonu, kinazlar tarafindan fosforilasyonunu gerektirir. Aktivasyon
iizerine, bu kinaz, niikleer hedefleri fosforile ettigi uyarilmis hiicrelerin ¢ekirdegine
yer degistirir. Bir calisma ayrica, bu proteininin kinaz aktivitesinden bagimsiz bir
transkripsiyonel baskilayici olarak hareket ettigini ileri stirmektedir (Shaohui ve dig.
2009). Transferaz aktivitesi, fosfor iceren gruplar ve protein tirozin kinaz aktivitesi
bulunur. Bu genin 6nemli bir paralogu MAPK3'diir. MAP kinaz sinyal iletim
yolunun gerekli bir bileseni olarak goérev yapan serin/treonin kinazdir.
MAPKI1/ERK2 ve MAPK3/ERK1, MAPK/ERK kaskatinda énemli bir rol oynayan
iki MAPK'dir. Hiicresel igerige bagli olarak, MAPK/ERK kaskadi, hiicre biiylimesi,
adezyon, hayatta kalma ve transkripsiyon, translasyon, sitoskeletal yeniden
diizenlenmelerin ~ diizenlenmesi yoluyla farklilasma gibi ¢esitli  biyolojik
fonksiyonlara aracilik eder (Zhang ve L 2002). MAPK/ERK kaskadi, birtakim
transkripsiyon faktorlerinin fosforilatlanmasiyla farklilasmis hiicrelerde mayoz,
mitoz ve postmitotik fonksiyonlarm baslatilmasi ve diizenlenmesinde de rol oynar.
ERK'ler i¢in yaklasik 160 substrat kesfedilmistir. Bu substratlarin ¢cogu cekirdekte
lokalizedir ve stimiilasyondan sonra transkripsiyonun diizenlenmesine katilir gibi
goriinmektedir. Bununla birlikte, diger substratlar, sitozolde oldugu kadar diger
hiicresel organellerde de bulunur ve bunlar translasyon, mitoz ve apoptoz gibi
siireclerden sorumludur. Dahasi, MAPK/ERK kaskadi, lizozom isleme ve
periniikleer geri doniisiim bdlmesi (PNRC) yoluyla endozom dongiisii de dahil olmak
tizere endozom dinamiklerinin diizenlenmesinde de yer alir. Substratlar, sitoiskeletik
elementler (CANX, CTTN, GJA1l, MAP2, MAPT, PXN, SORBS3 veya STMN1
gibi) transkripsiyon faktorleri (ATF2, BCL6, ELK1, ERF, FOS, HSF4 veya SPZ1
gibi), apoptoz diizenleyicileri (BAD, BTG2, CASP9, DAPK1, IER3, MCLI1) veya
PPARGQG), translasyon diizenleyicileri (EIF4AEBP1 gibi) ve cesitli sinyalle ilgili
molekiillerini (ARHGEF2, DCC, FRS2 veya GRB10 gibi) igerir. Protein kinazlar
(RAF1, RPS6KAL/ RSK1, RPS6KA3/RSK2, RPS6KA2/RSK3, RPS6KAG/RSK4,
SYK, MKNK1/MNK1, MKNK2/MNK2, RPS6KA5/MSK1, RPS6KA4/MSK2,
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MAPKAPK3 veya MAPKAPKS gibi) ve fosfatazlar (DUSP1, DUSP4, DUSP6 veya
DUSP16) MAPK/ERK sinyalinin ilave sitozolik ve niikleer hedeflere yayilmasmi
saglayan ve dolayisiyla basamaklarin 6zgiilligiinii arttiran diger substratlardir. EGF
stimiilasyonuna bagli TPR'nin fosforilasyonunu aracilik eder. PML'yi fosforize eder
ve PIN1 ile olan etkilesimini arttirarak PML bozunmasina yol agar. Transkripsiyonel
baskilayic1 olarak davranir. [GC]JAAA[GC] konsensiis dizisine baglanir. IFNG
kaynakli genlerin ekspresyonunu baskilar. Transkripsiyonel aktivite, kinaz

aktivitesinden bagimsizdir.
Matriks Metalloproteinaz 9 (MMP9)

Matriks metalloproteinazlar (MMP) c¢inko bagmmli endopeptidazlardir.
Embriyo gelisiminde, doku sekillenmesi ve morfogenezde, artrit, multipl skleroz gibi
hastaliklarda ve kanserde hiicre invazyonunda, metastazinda ve KBB’nin
yikilmasinda Onemli rolleri vardir. MS hastalarinda ¢inko diizeyinin yiiksek
bulunmasi ¢inko ile dolayisiyla MMP’ler ile MS patogenezi arasinda iliski
oldugunun bir gostergesidir (Ho ve dig. 1986). Beyinde MMP2 ve MMP9 en fazla
bulunan MMP tipleridir. MMP2, MMP7 ve MMP9’un ylikselmis seviyeleri MS’li
hastalarda rapor edilmistir. MMP2, anjiogenezis ve vaskiiler sekillenmede kritik rol
oynar (Silletti ve dig. 2001). Multipl sklerozda KBB hasar siirecinde MMP9 aktif rol
oynar. Akut MS olusumunda MMP9’un beyin omurilik sivisindaki konsantrasyon
artisinin 6nemli bir rolii vardir (Gijbels ve dig. 1992). MS atagi sirasinda KBB
biitlinliigiiniin geri kazanilmasi i¢in uygulanan prednizolon (viicutta iltihaba sebep
olan maddelerin salinimin1 engelleyerek c¢alisir) tedavisi KBB’nde MMP9
konsantrasyonunu  distirir  (Rosenberg ve dig. 1996). Deneysel alerjik
ensefalomiyelit (DAE), multipl sklerozun hayvan modelidir ve beyin ve omurilik kan
damarlarinda demiyelinizasyonla iliskilidir (Liuzzi ve dig. 2002). Bu modelle yapilan
calismalarda MMP inhibitorii olan GM-6001 ile hayvanlarin tedavisi farelerde klinik
deneysel alerjik ensefalomiyelit gelisimini baskilamistir  (Gijbels ve dig.
1992).0Otoimmiin hastaliklarin hayvan modelleri basarili olarak MMP inhibitorleri ile
tedavi edilebilmektedir. DAE’de goriilen KBB hasar1 MMP inhibitorleri ile

azaltilabilir.
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V-Myc Miyelositomatosis Viral Onkogen Homologu (MYC)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, hiicre dongiisii ilerlemesinde,
apoptozda ve hiicresel doniisime rol oynayan ¢ok fonksiyonlu, niikleer
fosfoproteindir. Belirli hedef genlerin transkripsiyonunu diizenleyen bir
transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. Bu genin mutasyonlari, asir1 ekspresyonu,
yeniden diizenlenmesi ve translokasyonu, Burkitt lenfoma da dahil olmak iizere
cesitli hematopoetik tiimorler, 16semi ve lenfoma ile iliskilendirilmistir (Iijima ve
dig. 1992). Burkitt lenfomalarinda, AUG olmayan baslatilan proteinin sentezi
bastirilir ve bu da bu genin normal fonksiyonundaki 6nemini diisiindiiriir. Bu genin
onemli bir paralogu MYCN'dir. DNA'y1 spesifik olmayan bir sekilde baglayan
transkripsiyon faktoriidiir, ayn1 zamanda 5-CAC[GA]TG-3 ¢ekirdek sekansmi da

0zel olarak tanir. Bliylime ile ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive eder.

Niikleer Faktor Kappa B (NFKB)

NFKB ilk kez 1986 yilinda Baltimore ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmugtir. {lk tamimlandiginda B hiicrelerinde immiinoglobulin kappa hafif
zincirinin tiretimini kolaylastiran bir faktor olarak tarif edilen NFKB, daha sonralari
bircok organizmada ve hemen her hiicre tipinde bulunan, organizmanm kendi
kendini savunmada kullandig1 ana sarterlerden birisi olarak kabul edilmistir. Aktif
hale gelen NFKB, immiino-inflamatuvar yanitlar, hiicre dongiisii, apoptozis, hiicre
adezyonu, anjiyogenez gibi olaylarda rol oynayan 200’den fazla genin
transkripsiyonunu kontrol etmektedir. NFKB klinik olarak da viral enfeksiyonlar,
immiino-inflamatuvar hastaliklar, multipl skleroz ve kanser gibi bir¢ok hastaligin
patofizyolojisinde rol oynamaktadir (Hiscott ve dig. 2006; Okamoto, 2006; Horie,
2007).

Nitrikoksitsentaz 2 (NOS2)

Nitrik oksit, ndrotransmisyon ve antimikrobiyal ve antitiimoral aktiviteler de
dahil olmak iizere bir¢ok islemde biyolojik mediyator olarak gbrev yapan reaktif bir
serbest radikaldir. Bu gen, karacigerde eksprese olan ve lipopolisakkarid ve bazi
sitokinlerin bir kombinasyonu ile indiiklenebilir nitrik oksit sentazim kodlar. Ug ilgili
psddogen, Smith-Magenis sendromu bdlgesi i¢cinde kromozom 17'de yer almaktadir.
NOS?2 ile iliskili hastaliklar sitma ve klamidya'y1 igerir. Ilgili yolaklar arasinda NO'ya

bagli CFTR aktivasyonu (normal ve CF) ve kanser yolaklar1 bulunur. Protein
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homodimerizasyon aktivitesi ve oksidorediiktaz aktivitesini igerir. Bu genin dnemli
bir paralogu NOS1'dir. Viicutta ¢esitli islevleri olan bir haberci molekiilii nitrik oksit
(NO) tiretir (Hokari ve dig. 1994, Guo ve dig. 1995). Makrofajlarda NO, tiimoridal
ve bakterisidal etkilere aracilik eder. PTGS2/COX2 gibi sitoplazmik hedef
proteinlerin sistein S-nitrosilasyonuna aracilik eder (Jia ve dig. 2014). Enflamasyona
karigmasi, IL6 ve IL8 gibi proinflamatuar mediatorlerin sentezini arttirir

(Vuolteenaho ve dig. 2009).
Opioid Reseptor, Delta 1 (OPRD1)

OPRD1 ile iligkili hastaliklar yenidogan abstim sendromu ve ilag
bagimlihgini igerir. Ilgili yollar1 arasmda peptid ligand-baglama reseptorleri ve
GPCR ile sinyal olusturma bulunmaktadir. G-proteine bagl reseptor etkinligi ve
opioid reseptorii aktivitesini igerir. Bu genin 6nemli bir paralogu OPRMI'dir.
Endojen enkefalinler ve diger opioidlerin bir alt kiimesi i¢in reseptdr gorevi goren G-
protein bagli reseptordiir. Ligand baglanmasi, guanin niikleotid-baglayici proteinler
yoluyla sinyallemeyi baslatan ve adenilat siklaz gibi efektorlerin aktivitesini modiile
eden bir konformasyon degisikligine neden olur. Sinyalizasyon, adenilat siklaz
aktivitesinin inhibisyonuna yol agar. Kalsiyum iyonu akimlarmi azaltarak ve
potasyum iyonu iletkenligini arttirarak norotransmitter salimimini engeller (Tuusa ve
Petaja-Repo 2011). Agr1 algilamasinda ve afyon aracili analjezide rol oynar. Morfine
analjezik tolerans gelistirmede rol oynar. Delta opioid reseptorii (OP1, DOP, DOR
olarak da bilinir) aym1 zamanda mii, kappa ve NOP reseptorlerini iceren G proteine

bagli reseptorlerin opioid ailesinin bir {iyesidir.
Fosfoinosit-3-Kinaz, Katalitik, Gama Polipeptit (PIK3CG)

Fosfoinosit 3-kinazlar (PI3K) inositol lipidlerini fosforile eder ve bagisiklik
tepkisine katilirlar (Barberis ve Hirsch 2008). Bu gen tarafindan kodlanan protein,
PI3K smif I katalitik altbirimidir. Diger smif I katalitik altbirimleri gibi (p110-alfa
pl10-beta ve pl10-delta), kodlanmis protein bir p85 diizenleyici altbirimi PI3K
olusturmak {izere baglar. Bu gen, daha dnce miyeloid l6semilerde tanimlanan yaygin
olarak silinen bir kromozom 7 segmentinde bulunur. ilgili yollar: arasinda, kanser ve
IL7 sinyalizasyon yolag1 bulunur. Transferaz aktivitesi, fosfor iceren gruplarin
transferi ve baglanma bolgesi yer alir. Bu genin 6nemli bir paralogu PIK3CA'dur.

Fosfatidilinositol ~ 3,4,5-trisfosfat (PIP3), hiicre biiyliimesi, hayatta kalma,
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proliferasyon, hareketlilik ve morfolojide rol alan sinyalleme basamaklarini aktive
ederek PH etki alanmi igeren proteinleri AKT1 ve PDPKI1 dahil olmak iizere
membrana dahil ederek onemli bir rol oynamaktadir. GPCR aktivasyonunu PIP3
iretimine baglar. Bagisiklik, inflamatuar ve allerjik cevaplarla ilgilidir. Lokosit
kemotaksisini inflamatuar bdlgelere ve kemoatraktan ajanlara cevap olarak modiile
eder. PIP3'lin mekansal birikimini diizenleyerek ve F-aktin olusumu ve integrine
dayal1 yapismanin diizenlenmesiyle 16kosit polarizasyonu ve gdgiinii kontrol edebilir.
Dendritik hiicrelerin motilitesini kontrol eder. PIK3CD ile birlikte, dogal 6ldiiriicii
(NK) hiicre gelisimi ve inflamasyon bdlgelerine dogru go¢ olayinda yer alr. T
lenfosit gogiine katilir. T-lenfosit ¢ogalmasini ve sitokin tiretimini diizenler. PIK3CD
ile birlikte T-lenfosit gelisimine katilir. B-lenfosit gelisimi ve sinyallemesi igin
gereklidir. PIK3CD ile birlikte notrofil solunum patlamasma katilir. PIK3CD ile
birlikte notrofil kemotaksis ve ekstravazasyon da yer alr. PIK3CB ile birlikte
trombosit agregasyonu ve trombozu tesvik eder. Bir lipid kinaz aktivitesinden
bagimsiz mekanizma yoluyla P2Y12'min trombositlerde alfa-11b/beta-3 integrinleri
(ITGA2B/ITGB3) yapiskan islevini diizenler. Trombosit agregasyonunda ayrica bir
lipid kinaz aktivitesine bagli fonksiyona da sahip olabilir. Endotel oncli hiicre
gociiyle ilgilidir. Kalp kontraktilitesinin negatif diizenleyicisidir. Protein kinaz A
(PKA) ve PDE3B aktivasyonunu demirleyerek, cAMP diizeylerini diisiirerek
kardiyak kasilmay1 modiile eder. (Wilson ve dig. 2011). ADRBK1'e baglanarak beta-
adrenerjik reseptdr ice alimini1 tesvik ederek ve kas disindaki tropomyosin
fosforilasyonuyla kardiyak kontraksiyonu diizenler (Naga Prasad ve dig. 2005).
Serin/treonin protein kinaz aktivitesine de sahiptir: beta-adrenerjik reseptor
endositozu i¢in lipid ve protein kinaz aktiviteleri gereklidir. Ayrica kardiyak
kontraktiliteyi modiile etmede bir iskele roliine sahip olabilir. Patolojik stres altinda
kalp hipertrofisine katkida bulunur. PDE3B'nin ayn1 anda RAPGEF3 ve PIK3R6'ye
baglanmasi, PI3K gamma kompleksinin RAPGEF3 tarafindan aktive edildigi ve
anjiyogenezde rol aldigi bir sinyalleme kompleksinde toplanir. PI3-kinazlar
fosfoinositidlerin inositol halkasmin 3'OH'ini fosforile edebilen bir lipit kinazlar
ailesidir. Cogalma ve hayatta kalma gibi c¢esitli hiicre fonksiyonlarmin

koordinasyonundan sorumludurlar.
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Proteolipid Protein (Miyelin) 1 (PLP1)

Bu gen, merkezi sinir sisteminde ana miyelin proteini olan bir
transmembran proteolipid proteini kodlar. Bu protein, myelin tabakasinin
sikilastirilmast ve stabilizasyonunda ve korunmasida rol oynar ve oligodendrosit
gelismesi ve aksonal saglik bakimimdan da olduk¢a 6nemlidir. Bu gende ger¢eklesen
mutasyonlar X-bagli Pelizacus-Merzbacher ve spastik parapleji tip 2 hastaliklarina
yol agmaktadir. DISEASE veri bankasinda bu protein ile iligkili olarak bildirilen
hastaliklar sunlardir: Pelizacus-Merzbacher hastaligi, Parapleji, Multipl skleroz ve
Melankoli. Folch-Lees protein olarak da bilinen PLP, olagandis1 bir 6zellik olan
organik c¢oziiciilerde ¢oziinebilme 6zelligine sahiptir. Molekiiler agirhigr yaklasik
30,000°dir. Evrim sirasinda giiclii korunan amino asit dizisi, zar1 4 kez gecen
domaini PLP’yi 4 gecisli proteinlerden biri yapar. PLP proteininin MSS’inde
PLP’den daha az bulunan DM20 izoformu mevcuttur. DM20 PLP ile benzer fiziksel
Ozelliklere sahiptir ve hiicre i¢i etki alan1 35 amino asitlik bir fark disinda, sekans
acisindan Ozdestir. DM20 embriyonik gelisim asamasinda oligodendrositlerde
PLP’den daha 6nce goriilir. Bu miyelin yapisal roliine ek oligodendrosit go¢ ve
farklilasmasinda 6nemli bir rol olabilecegini diisliniilmektedir. PLP/DM20’nin bir
gozenek olusturucu polipeptidi kodlayan genden evrimlesmis olmasi, onun miyelin
iyon hareketine dahil olabilecegi hipotezine destek veriyor. PLP/DM20 &nemli
fonksiyonlara sahiptir ancak elzem degildir. PLP ile ilgili beklenenin aksine
PLP/DM20 nakavt farede ilk miyelin katman olusumu nispeten normaldir. Bu baska
proteinlerin yada lipitlerin katmanlarin yapismasina katki sagladigini diisiindiirebilir.
Diger traftan yapilan caligmalar PLP’nin muhtemelen sikistirildiktan sonra "fermuar-
benzeri" bir yap1 olusturarak, miyelin stabilitesini arttirmakta oldugunu
diistindiirmektedir. Bundan baska, PLP/DM20 knockout farelerde 6nemli aksonal
dejenerasyon goriiliir, miyelin PLP/DM20 yoklugunda olusabilirken, PLP / DM20
yoksun CNS miyelin Normal aksonal fonksiyonu siirdiiremez. PLP/DM20
ekspresyonu en fazla MSS oligodendrositlerinde iken, PLP/DM20 mRNA’s1 ¢SS
schwann hiicrelerinde de ifade edilir ki kiiclik miktarlarda proteinin burada da
sentezlendigini gostermektedir. MSS ve CSSinde ekspresyonuna ek olarak
DM20’nin kalp ve timustada eksprese edilmesi kompakt miyelin olusumuna ek

olarak baska 6zel bir gorevinin oldugunu diisiindiirmektedir.
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Periferal Myelin Proteini 22 (PMP22)

Bu gen, periferik sinir sisteminde miyelinin 6nemli bir bilesenini olusturan
bir integral zar proteinini kodlar. Bu genin ¢esitli mutasyonlari, charcot-marie-dis
hastaligi Tip 1A, dejerine-sottas sendromu ve felglere maruz kalmis kalitsal néropati
nedenleridir. Bu genin 6nemli bir paralogu EMP2'dir. Biiylime diizenlemesine ve
periferik sinir sistemindeki miyelinizasyona karisabilir (Guo ve dig. 2014). PO
glikoproteine ek olarak, kompakt miyelini toplam proteinin en az % 5'ini gevresel
miyelin proteini-22 (PMP-22) ad1 verilen 22 kDa’luk bir protein icerir. PO’a benzer
olarak N-glikosillenir. Ancak sinir sistemine 6zel P0O’in aksine PMP-22 pekc¢ok
dokuda ifade edilir.

Prostaglandin D2 Reseptor (PTGDR)

Bu gen, GPCR siiper ailesinin bir {iyesini kodlar. Reseptorler, hiicre disi
ipuclarmna cevap veren ve hiicre ici sinyal iletim yollarini aktive eden, transmembran
zar proteinlerdir. Bu proteinin, astimdaki alerjik iltihaplanma ve alerjik hava yolu
inflamasyonunun bir aracis1 olan prostaglandin D2 i¢in bir reseptdr oldugu rapor
edilmistir (Oguma ve dig. 2004). Ilgili yollar1 arasinda peptid ligand-baglama
reseptorleri ve prostaglandin sentezi ve diizenlemesi bulunur. GPCR aktivitesi ve
prostaglandin D reseptorii aktivitesi bulunur. Bu genin onemli bir paralogu
PTGER2'dir. Prostaglandin D2 (PGD2) reseptoriidiir. Bu reseptoriin aktivitesi esas
olarak adenilat siklazi uyaran G(s) proteinlerinin aracilik ettigi hiicre i¢ci cAMP'nin
artmasmna neden olur. Aymi zamanda, inositol 1,4,5-trisfosfat olusmadan, bir
kalsiyum mobilizasyonu da gozlemlenir. Prostanoid reseptorler, prostaglandin (PG)
D2, PGE2, PGF2alfa, PGH2, prostasiklin (PGI2) ve tromboksan A2 endojen
ligandlar1 tarafindan aktive edilir. Siklooksigenaz (COX), arasidonik asidi, diger

prostaglandinlerin sentezlendigi PGH2'ye ¢evirir.
V-Raf-1 Kemirgen Losemi, Viral Onkogen Homologul (RAF1)

Bu gen, viral raf geninin (v-raf) hiicresel homologudur. Aktive edildiginde,
hiicresel RAF1 proteini, sirasiyla serin/treonin spesifik protein kinazlar1 ERK1 ve
ERK?2'yi aktive etmek i¢in fosforile edilen ¢ift 6zgiilliikk protein kinazlar1t MEK1 ve
MEK?2'yi aktive etmek icin fosforilatlandirabilir. Aktive edilmis ERK'ler, hiicre

fizyolojisinin pleiotropik efektorleridir ve hiicre dongiisii, apoptoz, hiicre
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farklilagmas1 ve hiicre gocii ile ilgili gen ekspresyonunun kontroliinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ras GTPazlar ile MAPK/ERK kaskad:i arasinda diizenleyici bir
baglant1 olarak islev goren serin/treonin protein kinazi ve bu kritik diizenleyici
baglant1 proliferasyon, farklilagsma, apoptoz, hayatta kalma ve kanserojen doniisimii
iceren hiicre kaderini belirleyen bir anahtar olarak islev goriir. RAF1 aktivasyonu,
cift spesifik MAPK kinazlarinin (MAP2KI/MEK1 ve MAP2K2/MEK?2) ve hiicre dis1
sinyalle diizenlenen kinazlarm (MAPK3/ERK1 ve MAPKIVERK2) ardisik bir
fosforilasyonunu igceren bir mitojen-aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) kaskadin1
baslatir. RAFI'in fosforile bigimi Ser-75'te hiicre 6limii BAD/Bcl2-antagonistini
fosforile eder. Fosforilatlar adenilat siklazlarm (ADCY2, ADCY5 ve ADCY6)
aktivasyonuyla sonuglanir (Ding ve dig. 2004). Fosfataz aktivitesinin inhibisyonuyla
sonuglanan PPP1R12A'y1 fosforize eder. NFKB aktivasyonunu tesvik edebilir ve
motilite (ROCK2), apoptoz (MAP3K5/ASK1 ve STK3/MST2), c¢ogalma ve
anjiyojenez (RB1) ile ilgili sinyal yolaklarini inhibe edebilir. Ayrica hiicreleri,
BCL2'ye baglandigi ve hiicre olimii BAD/Bcl2-antagonistinin  yerini alan
mitokondriye translokasyon yapilarak apoptozdan koruyabilir (Jin 2005). Rho
sinyalizasyonunu ve migrasyonunu diizenler ve normal yara iyilesmesi igin
gereklidir. Segilen uyaranlar, o6zellikle Fas uyarmmi, patojen aracili makrofaj

apoptozu ve eritroid farklilagsmas1 uyarinca kaspaz aktivasyonunu kisitlar.
Sfingozin-1-Fosfat Reseptorii 1 (S1PR1)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, yapisal olarak G proteinine bagl
reseptorlere benzer ve endotel hiicrelerinde yiiksek seviyede eksprese edilir. Ligand
sfingozin-1-fosfat1 yiiksek afinite ve yiiksek Ozgilliik ile baglar ve endotel
hiicrelerinin farklilasmasimi diizenleyen siireglere dahil olmasmi saglar (Hla ve
Maciag 1990). Bu reseptoriin aktivasyonu hiicre-hiicre yapismasina neden olur.
S1PR1 ile iligkili hastaliklar arasinda otoimmiin ensefalit bulunur. G-proteine bagli
reseptor etkinligi ve sfingozin-1-fosfat reseptdr aktivitesini igerir. Bu genin onemli
bir paralogu S1PR3'tiir. Sinyal, RAC1, SRC, PTK2/FAK1 ve MAP kinazlarmnin
aktivasyonuna yol agar. Aktif hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesindeki rolii ve
muhtemelen sfingozin kinazin aktivitesini arttrran uyarilara yanit olarak
lamellipodinin olusumu yoluyla hiicre gogiinde Onemli bir rol oynar. Normal
embriyonik kalp gelisimi ve normal kardiyak morfogenez i¢in gereklidir.

Anjiogenesis ve vaskiiler olgunlasmanin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar.

188



Timustan kan akismna ve periferik lenfoid organlara kadar olgun T hiicrelerinin
normal ¢ikigi icin gereklidir. Osteoklast Oncii hiicrelerin migrasyonunda, kemik
mineralizasyonunun diizenlenmesinde ve kemik homeostazinda rol oynar. Sfingozin-
1-fosfat (S1P) reseptorleri bes alt tiire ayrilmis olan bir G-proteine bagli reseptor
grubudur; S1P1, S1P2, S1P3, S1P4 ve S1P5. Cok cesitli dokularda ifade edilirler ve

her alt tip farkli bir hiicre 6zgiilliigii sergiler.
Sfingozin-1-Fosfat Reseptorii 3 (S1PR3)

Bu gen, G proteinine bagli reseptorler olan EDG ailesinden bir {iyeyi kodlar.
Bu protein, sfingozin 1-fosfat i¢in fonksiyonel bir reseptor olarak tanimlanmistir ve
muhtemelen anjiyojenezin ve vaskiiler endotel hiicre fonksiyonunun diizenlenmesine
katkida bulunmaktadir. Ilgili yollar1 arasinda peptid ligand-baglama reseptorleri ve
GPCR ile sinyal olusturma bulunmaktadir. GPCR ve integrin baglanma aktivitesi

icerir. Bu genin 6nemli bir paralogu S1PR1'dir.
Siiperoksitdismutaz 1, Coziilebilir (SOD1)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, bakir ve ¢inko iyonlarimmi baglar ve
viicudun serbest siiperoksit radikallerini yok etmekten sorumlu olan iki izozimden
biridir. Normal olarak hiicrelerde iiretilen ve biyolojik sistemlere toksik olan
radikalleri yok eder. Kodlanmis izoenzim ¢6ziiniir bir sitoplazmik protein olup, dogal
olarak olusan fakat zararh siiperoksit radikallerini molekiiler oksijen ve hidrojen
peroksit haline dontiistiirmek i¢cin bir homodimer olarak islev goriir. Diger izoenzim
mitokondriyal bir proteindir. Bu gendeki mutasyonlar ailesel amiyotropik lateral
sklerozun nedenleri olarak iliskilendirilmistir. SOD1 ile iliskili hastalik amiyotrofik
lateral skleroz 1 icerir. ilgili yollar1 arasinda dopamin metabolizmas1 ve trombosit
aktivasyonu, sinyalizasyon ve agregasyon vardwr. Protein homodimerizasyon

aktivitesine sahiptir. Bu genin 6nemli bir paralogu CCS'dir.

Sinyal Déniistiiriicii ve Transkripsiyon Aktivatorii 3 (STAT3)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, STAT protein ailesinin bir iiyesidir.
Sitokinler ve biiylime faktorlerine yanit olarak, STAT ailesi liyeleri, reseptor ile
iliskili kinazlar tarafindan fosforile edilir ve daha sonra, transkripsiyon aktivatorleri
olarak hareket ettigi hiicre c¢ekirdegine translokasyon yapan homo- veya

heterodimerler olustururlar. STAT'lar, birgok sitokin reseptdrii i¢in sinyal iletim
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mekanizmasinin temeli olan JAK-STAT sinyalleme kaskadinin bir pargasmi
olusturan transkripsiyon faktorii ailesidir. STAT'lar, JAK'lar tarafindan fosforilasyon
ile aktive edilir. Bu protein, ¢esitli sitokinlere ve IFN'ler, EGF, IL5, IL6, HGF, LIF
ve BMP2'yi igeren biiyiime faktorlerine cevaben fosforilasyon yoluyla aktive edilir.
Bu protein, hiicre uyarilarma tepki olarak ¢esitli genlerin ekspresyonuna aracilik eder
ve boylece hiicre biiylimesi ve apoptoz gibi birgok hiicresel islemde anahtar rol
oynar. Kii¢ilk GTPaz Racl'in bu proteinin aktivitesini bagladigi ve diizenledigi
gosterilmistir. PIAS3 proteini, bu proteinin spesifik bir Onleyicisidir. Aktive
edildiginde, NCOAl veya MEDI gibi koaktivatorleri hedef genin promotor
bolgesine dahil eder (Saxena ve dig. 2007). Aktive edilmis FGFR1, FGFR2, FGFR3
ve FGFR4'e hiicresel yanitlara aracilik edebilir. Cesitli akut faz protein genlerinin
hizlandiricilarinda tanimlanan IL6 tepki veren maddeleri baglar. IL31 ile IL31RA
aracilifiyla aktive olur. CC1D gibi CC1 i¢in G1l'den S'ye gecis icin anahtar genlerin
ekspresyonunu indiikleyerek hiicre dongiisii diizenlemesine dahil olur (Saxena ve
dig. 2007). LEP'in melanokortin iiretimi, viicut enerjisi homeostazi ve emzirme
iizerindeki etkilerini aracilik eder. LEP aktivasyonu altinda BIRCS5 ekspresyonunu
transkripsiyon haline getirerek apoptotik bir rol oynayabilir (Jiang ve dig. 2007).
Multipl skleroz, IL6/STAT3 yolaginin patogenezinde kritik bir rol oynadigi immiin
aracilt kronik bir merkezi sinir sistemi hastaligidir. IL6/STAT3 yolaginin
diizenlenmesinde olusan hata T hiicre yanitin1 uyararak merkezi sinir sisteminde
otoimmiinite gelisimine neden olur Yapilan bir c¢alismada IL6-/- ve STAT3-/-
farelerin deneysel MS hastalig1 olusumuna direngli oldugu saptanmistir (Yang ve

dig. 2014).
Transforme Edici biiyiime faktorii beta 1 (TGFB1)

Bu gen, proteinlerin TGFB siiper ailesinin salgilanmis bir ligandim kodlar.
Bu ailenin ligandlari, cesitli ifade eden TGFB reseptorlerini baglar ve gen
ekspresyonunu diizenleyen SMAD ailesindeki transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna yol acar. Kodlanmig preproprotein, ‘latency-associated peptide’
(LAP) ve bir olgun peptit iiretmek tizere proteolitik olarak islenir ve olgun bir peptid
homodimeri, bir LAP homodimeri ve latent bir TGFB baglayic1 proteinden olusan
latent bir formda bulunur. Sadece olgun peptit homodimerden olusan aktif bir formda
bulunur. Olgun peptid ayrica diger TGFB ailesi iiyeleri ile heterodimerler

olusturabilir. Bu kodlanmig protein, hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini ve
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biiyiimesini diizenler ve IFNG ve TNFa da dahil olmak iizere diger biiylime
faktorlerinin ekspresyonunu ve aktivasyonunu modiile edebilir. Bu genin siklikla
timor hiicrelerinde ekspresyonu artar ve bu gendeki mutasyonlar Camurati-
Engelmann hastaligina neden olur. TGFBI1 ile iliskili hastaliklar arasinda Camurati-
Engelmann Hastaligi ve Kistik Fibroz bulunmaktadir. Protein homodimerizasyon
aktivitesine sahiptir. Bu genin 6nemli bir paralogu TGFB3'diir. Birgok hiicre TGFBI'i
sentezler ve bunun i¢in spesifik reseptorlere sahiptir. Pek c¢ok biiylime faktoriinii
olumlu ve olumsuz olarak diizenler. Osteoblastik kemik olusumunun giicli bir
uyaricidir ve osteoblastlarda kemotaks, proliferasyon ve farklilagsmaya neden olur.
Th17 veya Treg farklilagmasmi konsantrasyona baglh bir sekilde tesvik edebilir.
Yiiksek konsantrasyonlarda, RORC'min FOXP3 aracili inhibisyonu ve IL17
ekspresyonunun baskilayarak Treg hiicresi gelisimine katkida bulunur. 1L6 ve 1L21
ile birlikte diisiik konsantrasyonlarda, IL17 ve IL23 reseptorlerinin ekspresyonuna
yol agar ve Th17 hiicrelerine farklilasmay1 destekler. Fosforilasyonunu ve akabinde
cekirdege translokasyonu indiikleyerek SMAD2/3 aktivasyonuna aracilik eder.
Cesitli hiicre tiplerinde epitel-mezenkimal gegis (EMT) ve hiicre gocii olusturabilir
(Hwangbo ve dig. 2016).

Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta 2 (TGFB2)

Bu gen, proteinlerin TGFB stiper ailesinden salgilanmis bir ligandini kodlar.
Bu ailenin ligandlari, cesitli ifade eden TGFB reseptorlerini baglar ve gen
ekspresyonunu diizenleyen SMAD ailesindeki transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna yol acar. TGFB/SMAD yolaginin bozulmasi ¢esitli insan kanserleri
ile iliskilendirilmistir. Bu geni igeren bir kromozomal translokasyon Peters'in
anomalisi, gbzde dogustan gelen bir defekt ile iliskilidir. Bu gen, benzer proteolitik
isleme tabi tutulan ¢oklu izoformlar1 kodlar. Protein homodimerizasyon aktivitesine
sahiptir. Bu genin 6nemli bir paralogu TGFB3'diir. TGFB2, IL2'ye bagimli T hiicresi

biiyiimesinde baskilayici etkilere sahiptir.
Tiumor Nekroz Faktorii Reseptorii Siiper Ailesi, 1A (TNFRSF1A)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, TNF reseptor siiper ailesinin bir
iyesidir. Bu protein, TNFa i¢in en Onemli reseptorlerden biridir. Bu reseptor
NFKB'yi aktive edebilir, apoptozise aracilik edebilir ve inflamasyonun regiilatorii

olarak islev gorebilir. Antiapoptotik protein BCL2'ye bagli athanogene 4
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(BAG4/SODD) ve adaptor proteinleri TRADD ve TRAF2'min bu reseptor ile
etkilesime girdigi gosterilmistir ve boylece reseptoriin aracilik ettigi sinyal
transdiiksiyonunda diizenleyici rol oynar. Bu reseptoriin hiicre dis1 alanlarmnin
Germline mutasyonlart otozomal dominant periodik ates sendromuyla iligkili
bulunmustur. TNFRSFIA ile iliskili hastaliklar periyodik ates ve multipl skleroz
icerir. Protein kompleksi baglanmasi ve tiimor nekroz faktorii ile aktive olan reseptor
aktivitesi bulunur. Bu genin 6nemli bir paralogu TNFRSF25'dir. TNFSF2/TNFa ve
homotrimerik TNFsFI/LTA icin reseptordiir. Adaptér molekiili FADD, aktive
edilmis reseptore kaspaz-8'l getirir. Ortaya ¢ikan 6liim indiikleyici sinyal kompleksi

(DISC), apoptoza aracilik eden kaspaz-8 proteolitik aktivasyonunu gerceklestirir.
Tiimor Nekroz Faktorii Reseptorii Siiper Ailesi, 1B (TNFRSF1B)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, TNF-reseptor siiper ailesinin bir
tiyesidir. Bu protein ve TNFR1, E3 ubikitin ligaz aktivitesine sahip iki anti-apoptotik
proteinin c-IAP1 ve c-IAP2 alimma aracilik eden bir heterokompleks
olusturmaktadir. TNFR sinyallemesinde [AP'lerin fonksiyonu bilinmemekle birlikte,
c-1APL'in anti-apoptotik sinyallere aracilik eden TNFR iliskili faktér 2'nin yer
degistirmesi ve bozunmasi ile TNF'nin indiikledigi apoptozu giliclendirdigi
disiiniilmektedir. Ubiquitin protein ligaz baglanmasi ve tiimor nekroz faktorii ile
aktive edilen reseptor aktivitesi bulunur. Bu genin Onemli bir paralogu
TNFRSFI11A'dir. TNFSF2/TNFo icin yiiksek afiniteye ve homotrimerik
TNFFS/LTA igin yaklasik olarak 5 kat daha diisiik afiniteye sahip reseptordiir.
TRAF1/TRAF2 kompleksi, BIRC2 ve BIRC3 apoptoz baskilayicilarini
TNFRSFI1B/TNFR2'ye dahil eder. Bu reseptéor, TNFa’nin metabolik etkilerinin
coguna aracilik eder. Izoform 2, biyolojik aktivitesini antagonize ederek TNFa

fonksiyonunu diizenledigini gésteren TNFa kaynakli apoptozu bloke eder.
Tiimor Nekrozis Faktor o (TNFa)

Bu gen, tiimor nekroz faktérii o (TNFa) siiperailesine ait olan c¢ok
fonksiyonlu bir proinflamatuar sitokin kodlar. Bu sitokin 6zellikle makrofajlar
tarafindan salgilanir. TNFRSF1A/TNFR1 ve TNFRSF1B/TNFBR reseptorlerine
baglanarak islevlerini gerceklestirir. Bu sitokin hiicre ¢ogalmasi, farklilasma,
apoptoz, lipid metabolizmasi1 ve pihtilagma dahil ¢cok genis bir yelpazede biyolojik

siireclerin diizenlenmesinde yer almaktadir. Bu sitokin, otoimmiin hastaliklar, insiilin
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direnci ve kanser gibi hastaliklarda cesitli rol oynadigi gosterilmistir. Fare
“knockout”  c¢aligmalar1  bu  sitokinin  ndro-koruyucu islevi  oldugunu
diistindiirmektedir. DISEASE veri bankasinda bu protein ile iligkili olarak bildirilen
hastaliklar sunlardir: Romatoid artrit, inflamatuar bagirsak hastaligi, asir1 duyarlilik
reaksiyonu tip II hastaligi, kanser, sitma, bag dokusu hastaligi, ankilozan spondilit,
psoriatik artrit, sedef hastaligi, tiiberkiiloz, vaskiiler hastalik, multipl skleroz ve

peritonit astim’dir.
Tiroid Sitiimile Edici Hormon Reseptorii (TSHR)

Bu gen tarafindan kodlanan protein bir membran proteini ve tiroid hiicre
metabolizmasinin  6nemli bir kontroliidiir. Kodlanmis protein tirostropin ve
tirostimulin i¢in bir reseptordiir ve etkinligi adenilat siklaz aracilidir. Bu gendeki
bozukluklar, ¢esitli hipertiroidi nedenlerinden biridir. Bu gen i¢in farkli izoformlar1
kodlayan {i¢ transkript varyant1 bulunmustur. G-protein bagl reseptor aktivitesi ve
tiroid uyarict hormon reseptorii aktivitesi bulunur. Bu genin 6nemli bir paralogu
LHCGR'dir. Tiroid hiicre metabolizmasinin kontroliinde merkezi bir rol oynar. Bu
reseptoriin aktivitesine, adenilat siklaz1 aktive eden G proteinleri aracilik etmektedir.

Tirostimulin (GPA2 + GPBY) i¢in bir reseptor gorevi gortr.
Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii 1 (VCAM1)

Bu gen, Ig siiper ailesinin bir iiyesidir ve sitokinle aktive edilmis endotel
tarafindan eksprese edilen bir hiicre yiizeyi sialoglikoproteini kodlar. Bu tip | zar
proteini, lokosit-endotel hiicre adezyonuna ve sinyal iletimine aracilik eder ve
arteroskleroz ve romatoid artritin gelisiminde rol oynayabilir. Integrin baglama ve
birincil amin oksidaz aktivitesini igerir. Bu genin 6nemli bir paralogu SIGLEC1'dir.
Hiicre hiicre tanimada 6nemlidir. Lokosit-endotel hiicresi yapismasinda islev goriir.
Lokositler tizerinde integrin alfa-4/beta-1 (ITGA4/ITGB1) ile etkilesir ve hem
yapisma hem de sinyal iletimine aracilik eder. VCAMI1/ITGA4/ITGBI etkilesimi
hem bagisiklik yanitlarinda hem de inflamasyon bdlgelerine 16kosit gdgiinde

patofizyolojik bir rol oynayabilir.
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii A (VEGFA)

Bu gen, PDGF/VEGF biiyiime faktorii ailesinin bir tiyesidir. Bir distilfid

baglantili homodimer olarak var olan bir heparin baglayic1 proteini kodlar. Bu
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biiyiime faktorii vaskiiler endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu
uyarir ve hem fizyolojik hem de patolojik anjiyogenez i¢in gereklidir. Bu gen bircok
bilinen tiimorde eksprestonu artar ve ekspresyonu timor evresi ve progresyon ile
korele edilir. Bu proteinin yiiksek seviyeleri, ayn1 zamanda Crow-Fukase sendromu
olarak da bilinen POEMS sendromlu hastalarda bulunur. Bu genin alelik varyantlar1,
diyabet 1'in (MVCDI1) mikrovaskiiler komplikasyonlar1 ve ateroskleroz ile
iliskilendirilmistir. Anjiogenezis, vaskiilogenezis ve endotel hiicre bliylimesinde aktif
olan biiylime faktoriidiir. Endotel hiicre proliferasyonunu indiikler, hiicre gociinii
arttirrr, apoptozu inhibe eder ve kan damarlarinin permeabilizasyonunu baglatir.
FLT1/VEGFR1 ve KDR/VEGFR2 reseptorlerini, heparan siilfat ve heparini birbirine
baglar. NRP1/Neuropilin-1 izoformlar1 VEGF-165 ve VEGF-145'e baglar. izoform
VEGF165B, KDR'ye baglanir ancak sinyal yollarmi etkinlestirmez, anjiyogenezi

etkinlestirmez ve tiimor bliylimesini inhibe eder.
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