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Histonlarin Asetilasyonu ve
Histon Deasetilaz Inhibitorleri

Acetylation of Histones and
Histone Deacetylase Inhibitors: Review

OZET Kromatin ve DNA modifikasyonlar ile transkripsiyonel diizeydeki gen ifadesinin kontrolii saglanmakta-
dir. Histon yapilarindaki amino kuyruklarinda olusan gesitli posttranslasyonel modifikasyonlar vasitasiyla birgok
biyolojik olay kontrol edilmektedir. Kimyasal kromatin modifikasyonlarinin en énemlilerinden biri histon ase-
tilasyonudur. Asetilasyon ile histonlarin amino ucunda bulunan lizin aminoasitlerine asetil grubu takilmakta ve
elektrostatik yiikii degisen histonun DNA’ya ilgisi azalmaktadir. Bu asetilasyon, diger proteinler i¢in baglanma bol-
geleri olusturarak protein-protein baglantilarina olanak saglamaktadir. Histon asetilasyonunun, lizin aminoasi-
dinin pozitif yiikiinii notralize ederek DNA’ya ilgisini azalttig1, boylece transkripsiyon faktérlerinin DNA’ya
baglanmasini kolaylastirdig1 ve transkripsiyonu aktive ettigi bilinmektedir. Histonlarin asetilasyon durumu, his-
ton asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzim aileleri arasindaki dinamik/geri déniisebilir bir
denge ile belirlenmektedir. HDAC enzimleri 6nemli hiicresel olaylari etkilemeleri nedeni ile potansiyel ilaglarin
hedefi olmus ve bu enzimleri inhibe edebilen bilegikler tanimlanmigtir. HDAC inhibitérleri olarak adlandirilan
bu bilesikler, s6z konusu enzimlerin aktif bolgelerine baglanirlar, boylece histonlar asetile formda kalir ve gen ifa-
deleri degisir. HDAC inhibitorleri hiicre béliinmesi, apoptoz ve farklilasma gibi temel hiicresel siirecler iizerinde
etkiye sahip olup, gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmak {izere arastirilmaktadir. HDAC inhibitorleri basta
kanser olmak iizere, spinal muskiiler atrofi, Alzheimer hastali1, diyabet, psikiyatrik hastaliklar ve paraziter en-
feksiyonlar gibi degisik hastalik gruplarinin tedavilerine yonelik caligmalarda 6n plana ¢ikmustir. Bu bilesiklerin
pan-HDAC inhibisyon aktivitelerinin arastirilmasinin yani sira son yillarda, tek bir HDAC enzimine etkili inhi-
bitérlerin gelistirilmesi hedeflenmis; béylece hem etkinligin arttirilmasi hem de diger HDAC enzimlerinin inhi-
bisyonu ile ortaya ¢ikan toksik etkilerin azaltilmasi amaglanmistir. Bu ¢alismada, 6zellikle son yillarda
yayimlanmis makaleler incelenmis ve HDAC enzimleri, inhibitorleri, inhibitérlerin mekanizmalari, kullanim
alanlar ve kimyasal yapilar ile ilgili bilgiler derlenmistir.

Anahtar Kelimeler: HDAC enzimleri; HDAC inhibitérleri; histon; asetilasyon

ABSTRACT The control of gene expression at the transcriptional level is provided via the modifications of chro-
matin and DNA. Many biological processes are controlled by a variety of posttranslational modifications formed
in amino tails of histone structures. One of the most important chemical modifications of chromatin is histone
acetylation. During acetylation process, an acetyl group is attached to the lysine amino acids in the amino termi-
nal of the histones, through which the affinity of histone to DNA decreases as a result of the change in its elec-
trostatic charge. This acetylation allows protein-protein links by creating binding sites for other proteins. Histone
acetylation, by neutralizing the positive charge of the lysine amino acid and decreased the interest for DNA, thus
it is known that binding of transcription factors to DNA facilitate and transcription activates. Acetylation state
of histones, is determined with a dynamic/recyclable balance in histone acetyl transferase (HAT) and histone
deacetylase (HDAC) enzyme families. Since HDAC enzymes affect significant cellular processes, they have be-
come targets for potential drugs and compounds that inhibit these enzymes have been defined. These compounds
called HDAC inhibitors bind to the active sites of these enzymes so histones remain acetylated forms and change
gene expression. HDAC inhibitors have control over basic cellular processes, such as proliferation, apoptosis and
differentiation and they have been investigated for using in treating various diseases. HDAC inhibitors came to
the fore for the studies in treatment of various disease groups particularly in cancer such as spinal muscular at-
rophy, Alzheimer’s disease, diabetes, pysciatric disorders and parasitic infections. Recently, besides the investi-
gation of pan-HDAC inhibition activities of these compounds; developing inhibitors that target a single HDAC
isoform, intend to develop for both increasing the efficiency and also decreasing the toxic effect resulting from
inhibition of many isoforms. In this study, scientific journals which have been published in recent years especially
has been examined and informations about HDAC enzymes, inhibitors, their mechanisms, using areas, and chem-
ical structures have been reviewed.
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HISTONLARIN POSTTRANSLASYONEL
MODIFIKASYONLARI

Histonlar, dkaryotik hiicrelerde, DNA ile iyonik bag
yapmak suretiyle birleserek niikleozom yapisini
olusturan basit bazik karakterde proteinlerdir."* Her
histon yapisal etki alani ve yapisal olmayan termi-
nal amino kuyrugundan olusmaktadir.? Niikleo-
zomlar ¢evreleyen bosluga dogru uzanan bu amino
kuyruklar asetilasyon, metilasyon ve fosforilasyon
gibi cesitli posttranslasyonel modifikasyonlar i¢in
uygun bir yoredir.? Modifikasyonlar sonucu histon-
larin elektrostatik yiikiiniin etkilendigi, bu sayede
kromatin yapisinin degistigi ve protein kompleks-
leri i¢in tanima bolgesi olustugu diistiniilmektedir.
Sonugta histon-DNA ve histon-histon iligkisi etki-
lenmekte, DNA paketlenmesi, replikasyonu, ona-
rimi ve gen ifadesinin kontrolii gibi bir¢ok biyolojik
olay kontrol edilebilmektedir. Modifikasyonlar tek
baglarina veya farkli kombinasyonlarda bulunarak
kromatine bazi anlamlar yiikleyebilir veya bu an-
lamlar degistirebilir.*”

Insan genomundaki protein kodlayan genlerin
hepsi ayni zamanda fonksiyonel degildir. Genlerin
bazilar gelisim siirecinin belli donemlerinde aktif
olarak caligirken, diger donemlerinde aktif degil-
dir. Bir genin ifade edilebilmesi i¢in kromatin ya-
pisinin gevsemesi ve transkripsiyon faktorlerinin
baglanmas: gerekmektedir. Gen ekspresyonunun
transkripsiyonel seviyede diizenlenmesi, kromati-
nin yeniden modellenmesi ve histon modifikas-
yonlari ile saglanmaktadar.?

DNA niikleotid dizisindeki bir degisimden
kaynaklanmayan, ancak fenotipte meydana gelen
kahtilabilir degisiklikler epigenetik degisimler ola-
rak adlandirilmaktadir. Posttranslasyonel histon
modifikasyonlar: kromatinin epigenetik diizenleyi-
cileridir. Bu modifikasyonlar histon-histon ve his-
ton-DNA arasindaki etkilesimlerde rol alarak
kromatin yapisimi degistirmektedir. Ozgiil histon
modifikasyonlari, genomun transkripsiyonel olarak
sessiz heterokromatin ve transkripsiyonel olarak
aktif 6kromatin bélgelerinin olusumuna katkida
bulunmaktadir.®!° Histon proteinlerinin amino ucu
kuyruklar: niikleozom disina dogru uzanmakta ve
protein-protein etkilesimine, dolayisiyla histon mo-
difikasyonlarina olanak saglamaktadir ($ekil 1).!!
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Histon modifikasyonlari, nitkleozom yapisinin
disinda kalan histon kuyruklarina (amino terminal
uglari) asetil, metil ve fosfor gruplarinin eklenme-
siyle gerceklesmektedir. Bugiine kadar histon ase-
tilasyonu ile ilgili ¢cok sayida arastirma yapilmais;
histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz
(HDAC) enzimlerinin asetilasyon olaylarinda
6nemli rol oynadig: gosterilmistir.'>!3

HAT enzimleri, histon kuyruklarinda bulunan
lizin aminoasitlerine negatif yiiklii asetil grubu ek-
leyerek histon ve DNA etkilesimini azaltmaktadur.
Transkripsiyonel koaktivator olarak fonksiyon
goren HAT enzimleri, transkripsiyon agsamasinda
RNA polimeraz ve transkripsiyon faktorlerinin
DNA'’ya baglanmasini ve gen aktivasyonunu sagla-
maktadir. HDAC enzimleri ise asetil gruplarini ¢i-
kartarak kromatin inaktivasyonuna neden olmak-
tadir. Korepresor olarak fonksiyon géren HDAC
enzimleri transkripsiyonu baskilamaktadir. Gen
ekspresyonunun agilmasinda ve baskilanmasinda
en 6nemli rolii bu iki enzim oynamaktadir. Aseti-
lasyonun bu iki enzim tarafindan diizenlenmesi ile
belli bir hiicre tipine 6zgii gen ekspresyonu ve hiic-
renin kaderine karar verilmesi epigenetik kontro-
liin merkezini olugturmaktadir.'*

HISTONLARIN ASETILASYONU

Negatif yiiklii asetil grubunun amino kuyruk bol-
gesine baglanmasiyla pozitif yiiklii lizin aminoasidi
ylikiinii kismen kaybetmekte, kromatinde gevseme
meydana gelmekte, transkripsiyon faktorlerinin
genlerin promotdr bolgelerine ulagmalari kolaylas-
makta ve bu sayede transkripsiyon gerceklesmek-
tedir. Asetilasyon geri doniisiimlii olarak gercekle-

SEKIL 1: Histon proteinleri amino ucu kuyruklari ve kor niikleozom yapist.'
(Renkli hali icin Bkz.
http://www.turkiyeklinikleri.com/journal/eczacilik-bilimleri-dergisi/2146-944X/)
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sen bir olaydir. Lizin aminoasidinden asetil grubu-
nun ¢ikartilmasiyla kromatin tekrar kondanse ol-
makta ve transkripsiyon baskilanmaktadir.’

Kromatinin belli bir bélgesinde histonlarin
asetile olmasi o bolgenin transkripsiyonel agidan
aktif oldugunu gosterirken, deasetile olmasi trans-
kripsiyonun baskilandigini gostermektedir. Histon
asetilasyonu transkripsiyonel diizenlenmenin ya-
ninda epigenetik kalitim ve DNA replikasyonu gibi
biyolojik olaylarda da gorev almaktadir.*!> Histon
kuyruklarinda asetile edilecek olan lizinin yaki-
nindaki aminoasit dizisinin, asetilasyon enzimleri-
nin 6zgiil baglanmasinda rolii vardir. Asetilasyon
her zaman ayni1 aminoasitlerden gerceklestirilmek-
tedir. Ornegin; H3 6zellikle 9, 14, 18 ve 23., H4 ise
5, 8, 12 ve 16. pozisyonlardaki lizin aminoasitle-

rinden asetillenmektedir.*!°

HAT ve HDAC enzimleri, histon olmayan
proteinleri asetilleyerek veya asetil gruplarini uzak-
lagtirarak hiicrede 6nemli etkilerde bulunmaktadir.
Protein kararliligi, protein-protein etkilesimi, pro-
tein yerlesimleri, DNA’ya baglanma yetenekleri bu
etkiler arasindadir."”

HISTON DEASETILAZ ENZIM AILESI

HDAC enzimleri, histonlarin amino kuyruklarin-
daki lizin aminoasitlerinden ve histon olmayan pro-
teinlerden asetil gruplarini ¢ikartan enzimlerdir.
Histonlarin deasetilasyonu kromatinin kondanse ol-
masini, boylece gen ifadesinin baskilanmasini sag-
larken, histon olmayan proteinlerin deasetilasyonu
DNA replikasyonu, hiicre dongiisii ve apoptozun
diizenlenmesinde gorevlidir (Sekil 2).18-20

HAT ve HDAC arasindaki denge; hiicrelerin
gen regiilasyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. HAT aktivitesinde azalma veya
HDAC aktivitesinde artig olmasi hiicrelerin malign
doniisiimiinde rol oynamaktadir. Ornegin; retinoik
reseptor-o (RAR«) ile promyelotik 16semi zinc fin-
ger (PLZF) veya promiyelotik l6semi protein
(PML) arasindaki kromozomal translokasyon akut
promiyelotik 16semi (APL)’ye neden olur. Bu kan-
serlerde HDAC enzimlerinin diizelmesiyle hasta-
likta iyilesme gozlemlenmektedir.”!

Bugiine kadar tanimlanmis 18 adet insan HDAC
enzimi vardir. Bunlar, dizi benzerlikleri ve kofaktor

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2013;2(2)

bagimliliklarina gére I, I1a, IIb, III, IV olmak iizere
bes simif altinda incelenmektedir (Sekil 3).222

|. SINIF HISTON DEASETILAZ ENZIMLERI

Maya Rpd3-a proteini ile homolog olan HDACI,
HDAC2, HDAC3 ve HDACS enzimleri bu sinif ice-
risinde yer almaktadir. Bu enzimlerin molekiiler

SEKIL 2: Histon proteini amino ucunda bulunan lizin aminoasidinin aseti-
lasyonu ve deasetilasyonu.'®

(Renkli hali igin Bkz.
http://www.turkiyeklinikleri.com/journal/eczacilik-bilimleri-dergisi/2146-944X/)

SEKIL 3: HDAC siniflandinimasinin sematik gosterimi.2
(Renkli hali iin Bkz.
http://www.turkiyeklinikleri.com/journal/eczacilik-bilimleri-dergisi/2146-944X/)
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agirliklar: 22-55 kDa’dur ve katalitik bolgeleri ho-
moloji gostermektedir. Enzimatik aktiviteleri ¢ok
yliksek olan bu grubun hiicre sagkalimi ve ¢ogal-
masinda rol oynadigi gosterilmistir.?#? Ornegin;
HDACY’in p53 regiilasyonunda gorev aldigi, ayrica
MyoD ile kompleks olusturarak miyoblastlarin bo-
linmesini baskiladigi, HDAC3’{in ise bagka bir
transkripsiyon faktorii olan TFII-1’in fonksiyonunu
diizenledigi bilinmektedir.?

Cekirdekte bulunan HDAC1 ve HDAC2 en-
zimleri ¢ekirdek yerlesme sinyali (nuclear localiza-
tion signal) icerirken, HDAC3 ¢ekirdek-sitoplazma
arasinda gecis yapabilmekte ve yapisinda ¢ekirdek
disina gonderim sinyali (nuclear export signal)’ni
de bulundurmaktadir. Bu simiftaki enzimlerin
DNA’ya baglanan proteinlerle kompleks yaparak
promotorleri etkilemeleri nedeni ile gene 6zgiil
etki gosterebildikleri bildirilmigtir.%° HDACS ise
kasa 6zgiil olarak ifade edilmekte ve bugiine kadar
herhangi bir proteinle kompleks olusturdugu bi-

linmemektedir.?>%”

II. SINIF HISTON DEASETILAZ ENZIMLERI

Maya Hdal proteinine homoloji gosteren ve HDAC4,
HDACS5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 ve HDAC10 en-
zimlerini kapsayan simiftir. Bu grup enzimler, I. simif
HDAC enzimlerine gore yapisal olarak daha biiyiik
olup, molekiiler agirliklar: 120-130 kDa’dur. Dag:-
Iimlarinin dokuya 6zgiil olmas1 ve cesitli hiicresel
sinyallere gore gekirdek ve sitoplazma arasinda gidip
gelmeleri, hiicresel gelisim ve farklilagmada degisik

gorevleri oldugunu gostermektedir.?3°

I. sinif HDAC enzimlerine yapisal olarak ben-
zerlik gosteren bu sinif iki alt sinifa ayrilmaktadir.
HDAC4, HDACS5, HDAC7 ve HDAC9 enzimleri ITa
sinifl iginde yer almakta ve bu enzimler dokuya
6zgiil olarak ifade edilmektedir. Diger HDAC simif-
larindan farkli olarak ifade diizeyleri dusiktiir.
HDAC5 ve HDAC9un yiiksek miktarda kas, kalp
ve beyinde, HDAC4’iin beyin ve iskeletin biiyiime
plaginda, HDAC7’nin ise endotel hiicreler ile len-
fositlerde bulundugu ifade edilmektedir.”** Ayrica,
HDAC4tin sadece embriyonik déonemde eksprese
olmas1 ve HDAC ekspresyonlarinin embriyonik ge-
lisim stiresince degisiklik gostermesi, bu enzimlerin
embriyogenezin degisik evrelerinde gorev aldigini
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distindiirmektedir.? IIb sinifi i¢inde ise HDAC6 ve
HDACI10 enzimleri yer almaktadir. Bu iki enzim,
iki adet katalitik bolge icerdigi i¢in ayr1 bir alt sinif
olarak degerlendirilmektedir. HDACS6, alisilmisin
disinda bagimsiz fonksiyon gosteren iki katalitik
bolge ve bir karboksil ucu Zn*? baglama bolgesi iger-
mektedir.?? Oncelikli olarak sitoplazmada bulun-
makla birlikte cekirdekte de gozlemlenmistir.
Sitoplazmik HDACS6, a-tiibiilini deasetile etmekte
ve mikrotiibil stabilitesini degistirmektedir.
HDAC10'un da HDACS6 gibi iki katalitik bolgesi ol-
masina ragmen C terminal katalitik bolgesi islevsel
degildir.223132

I ve II. sitmif HDAC enzimleri DNA ve histon-
lara direkt olarak baglanamazlar. Cogunlukla biiyiik
transkripsiyon faktor komplekslerinin bilegeni ola-
rak bulunurlar. Farkli proteinlerle kompleks olus-
turmalar1, fonksiyonlarinin da farkli oldugunu
gostermektedir. Ornegin; HDAC4, HDAC5 ve
HDAC7 MEF2’yi inhibe ederek kas hiicre farklilas-
masini baskilamakta, HDAC6 yanlis katlanmis pro-
teinlere kars1 stres cevabinin olugturulmasinda rol
oynamakta, HDACY7 ise timusta T- hiicre farklilag-

masiin diizenlenmesinde gérev almaktadar. 8192628

IIl. SINIF HISTON DEASETILAZ ENZIMLERI

NAD bagimli-Sirtuin enzim ailesini kapsamakta ve
maya Sir2 proteini ile homoloji gostermektedir. Sir-
tuinler I ve II. sinif HDAC enzimleriyle homoloji
gostermeyen 275 aminoasitlik korunmus bir kata-
litik bolge icermektedir. I ve II. sinif HDAC en-
zimlerinin yaklagik 390 aminoasitlik korunmus bir
katalitik bolgeleri bulunmaktadir. Sir 2 ailesiyle ya-
pilan arastirmalar, bu sinifin iiyelerinin primer
substratlarinin histonlar olmadigini gostermistir.*

IV. SINIF HISTON DEASETILAZ ENZIMLERI

Bu grup igerisinde yer alan tek enzim HDACI11’dir.
Yapisal olarak I. ve II. sinif HDAC enzimlerinden
farklidir. Beyin, kalp, bobrek, kas ve testislerde var-
Lig1 bilinmekle birlikte fonksiyonu tam olarak agik-

lanamamigtir.22%’

I HISTON DEASETILAZ INHIBITORLERI

HDAC inhibitorleri, histon asetilasyonunu sagla-
yarak baz1 genlerin ifadesini degistirebilmekte, ay-

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2013;2(2)
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rica transkripsiyon faktorleri ve tiimor baskilayici
proteinler gibi histon olmayan bazi proteinlerin
asetilasyonunu arttirarak biyolojik aktiviteleri et-
kilemektedir. HDAC inhibitorleri uygulanarak his-
tonlarin deasetilasyonu engellenmekte, histonlar
asetilli halde kalmakta ve transkripsiyonun stirek-

liligi saglanmaktadir.34%

Potansiyel ila¢ hedefi olmalar: nedeni ile, tibbi
acidan 6nemli olan HDAC enzimlerini inhibe ede-
bilen molekiiller gelistirilmistir. Bu molekiillere
hidroksamatlar, siklik tetrapeptidler ve kisa zincirli

yag asitlerini drnek olarak verebiliriz.3*3¢37

HDAC inhibitérleri, bir¢ok transforme ya da
kanser hiicre tipinde apoptozu ve diferensiyasyonu
tetikleyerek hiicre siklusunun G1 veya G2 fazinda
durmasina neden olur ve proliferasyonu inhibe
ederler.® HDAC inhibitorlerinin antitimor aktivi-
tesinde ilging bir durum da, histon asetilasyonunun
sadece belli genlerin transkripsiyonunu (eksprese
edilmis genlerin ~%?2’si) aktive etmesi ve ekspres-
yonun timor biiyiimesini inhibe etmesidir. En
¢ok uyarilmis genlerden biri hiicre siklusu kinaz
inhibitérii olan p21VAfgenidir.?* HDAC inhibi-
torlerinin kullanilmasi sonucu p21 promotor bol-
gesindeki H3 ve H4 histonlarin asetilasyonu
gerceklesir ve p21 geninin ekspresyonu artar.*04!
Normal hiicreler, DNA hasar1 veya DNA tamir ha-
talar1 gibi apoptotik sinyallere karsi duyarhdirlar.
HDAC inhibitdrleri, kanserde bloke edilmis veya
suprese edilmis apoptotik yollarin tekrar kazanil-
masin: saglayabilirler.*? HDAC inhibitori uygula-
nan hiicrelerde genlerin %2-5’inin ekspresyon
diizeyi degismektedir.>* Bu degisikligin nedenleri
kesin olarak agiklanamamakla birlikte, histon veya
transkripsiyon faktorii gibi histon olmayan prote-
inlerdeki asetilasyon artisindan ve/veya asetilasyo-
nun dolayh etkilerinden kaynaklandig diistniil-
mektedir. HDAC inhibitorleri, transkripsiyonel
etkilerinin yamni sira, kanser hiicrelerinde hiicre
dongiistiniin inaktif olan G2 kontrol noktasini aktif
hale getirerek hiicre boliinmesini durdurmakta ve
apoptozu uyarmaktadir.®*# Kanser hiicrelerinin
HDAC inhibitorleri tarafindan indiiklenen apop-
toza karsi daha duyarli olduklarn bildirilmistir
(Sekil 4).%%

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2013;2(2)

HDAC inhibitérleri ile yapilan in vivo galig-
malar, bu bilesiklerin tiimor biiylimesini ve metas-
tazi 6nemli oOl¢lide azalttiklarim1 gOstermistir.
Ornegin; kisa zincirli yag asitlerinden biitirik asit-
ler ve tiirevleri kolon ve prostat kanserleri ile en-
dometriyal ve servikal karsinomlarda ¢aligilmig, bu
maddelerin kanserli hastalarda hiicre siklusunu et-
kileyerek boliinmeyi durdurdugu, farklilasma ve
apoptozu uyardig: gosterilmistir.*

HDAC inhibitorlerinin ¢ekici taraflarindan
biri, diger terapétik yaklasimlari optimize etme ye-
tenekleridir. HDAC inhibitorleri, kanser modelle-
rindeki retinoik asitler, D vitamini analoglar ve
peroksizom proliferator aktive edilmis reseptor
gamma (PPAR-y) ligandlan gibi ilaglarin etkisini
artirabilirler. HDAC inhibitérlerinin hiicre ayrig-
masl, hiicre devir ilerlemesi, apoptozis, sitoskeletal
modifikasyonlar ve anjiyogenezi iceren genis ¢apta
hiicresel fonksiyonlar1 ayarlama yetenegi bulun-
maktadir. Tiimor proliferasyonunun bu anahtar bi-
lesenlerini hedefleyerek, HDAC inhibitorlerinin
sitostatik pazarda giiclii bir pozisyon elde etme po-
tansiyelleri bulunmaktadir. Bu ila¢g grubunun
boyle anahtar bir rol oynamasinin iki biiyiik ne-
deni, var-olan sitostatiklerin (retinoidler gibi) et-
kisini iyilestirme ve ayrica kanser terapisine
benzersiz terapotik pencereler acarak, hastaliga
neden olan belirli genlerin transkripsiyonunu he-

defleme yetenekleridir.*’*

A)
Histon proteinleri .
HDACi ' £ @
woww —
A Ak Az Ac
Transkripsiyon faktdren .
HDACi a2
—_—
B)

Histon proteinleri

A e
HDACI
i} m,,
Hip?0 Hsp¥0

SEKIL 4: HDAC inhibitorlerinin etki mekanizmasi 2
A) Transkripsiyonel etki
B) Transkripsiyonel olmayan etki
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Mutasyon ve/veya gesitli HDAC enzimlerinin
anormal ekspresyonunun o6nemli bir terapotik
hedef oldugu 6zellikle kanser ve diger hastaliklarda
gozlemlenmistir. HDAC aktivitesi tiimor fenotipi-
nin kurulmasinda kritik bir rol oynamaktadir.*
Tablo 1 ekspresyon seviyesinde ve birkag kanser ti-
pinde HDAC enzimlerinin roliinii 6zetlemekte-
dir.>® Kanser hiicreleri, lizin 16’da H4 asetilasyon
kaybina ugramaktadir (Sekil 5).4>!

Simdiye kadar iki HDAC inhibitérii Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi [Food and Drug Adnimistra-
tion (FDA)] tarafindan kanser tedavisi (kutanoz T-
hiicreli lenfoma (CTCL) hastalarinda) i¢in onay
almigtir. Bunlar; vorinostat (Suberoilanilithidro-
ksamik asit; SAHA) ve romidepsindir (FK228).#
Diger HDAC inhibitérlerinin pek ¢ogu Faz I ve 11
klinik deneylerde test edilmektedir.”>>* HDAC in-
hibitérlerinin bir¢cogu enzim 6zglinliigiine sahip ol-
madig: i¢in bazi yan etkiler gosterebilmektedir.
HDAC enzimleri bazi 16semilerde oldugu gibi fiiz-
yon proteinleriyle etkilesim yoluyla hedef genlerde
anormal bir bicimde toplanabilmektedir.*

HDAC inhibitorleri, farkli biyolojik fonksi-
yonlari etkilemeleri nedeni ile epigenetik hastalik-
lar simifina girmeyen, spinal muskiiler atrofi,
Huntington hastalig1, diyabet ve paraziter enfeksi-
yonlarin aragtirilmasinda, epigenomda degisiklik

yaratmak amaciyla kullanilmaktadir.>*¢ Ornegin;
cocukluk ¢aginin en sik goriilen kalitsal hastalikla-
rindan spinal muskiiler atrofiden sorumlu olan
“survival motor neuron (SMN)” geni {izerinde ya-
pilan caligmalarda, kisa zincirli yag asidi grubuna
giren HDAC inhibitérlerinin “splicing” hatasini
diizelttigi ve fonksiyonel protein diizeyini arttir-
dig1 bilinmektedir.>”>? Kalitsal bir poliglutamin tek-
rar hastaligi olan Huntington’da ise transkripsiyon
regiilasyon bozuklugu olabilecegi diisiiniilerek ya-
pilan fare caligmalarinda, SAHA nin kan beyin ba-
riyerini gecerek beyinde histon asetilasyonunu
arttirdig1 ve fare beyninde goriilen motor bozuk-
luklarini diizelttigi gosterilmigtir.®

HDAC inhibit6rlerinin antiinflamatuar etki-
leri de in vitro ve in vivo ortamlarda ¢alisilmakta,
diyabet, astim ve romatizma gibi hastaliklarin te-
davisindeki etkinlikleri aragtirilmaktadir.®! Diya-
bette goriilen inflamatuar siirecte rol alan genlerin
ifade diizeylerinin degismesinde HAT aracili aseti-
lasyon mekanizmalarinin etkisi oldugu gosteril-
mistir. Diyabetli hastalar {izerinde genomik
diizeyde gerceklestirilen aragtirmalarda diyabet ile
HDAC genleri arasinda baglanti bulunmustur. Bu
bulgu, epigenetik faktorlerin bu hastalikta rol al-
dig1 goriistinii desteklemis ve HDAC inhibitorleri
diyabet tedavisinde 6n plana ¢ikmigtir.®2

TABLO 1: HDAC enzimlerinin bazi kanserler tizerindeki rolleri.
Grup ekspresyonu Tiimorin roli Tiimor
Sinif |
HDAC1 Akciger ve meme kanserlerinde prognostik indikatér olabilir. Ayrica prostat kanseri, ++
gastrik ve kolorektal kanserlerde daha belirgindir
HDAC2 Kolorektal ve gastrik kanserlerde daha belirgindir. Ekspresyon siiresince kolorektal kanserlerde ++
HDAC2 verilmesi durumunda hiicrelerde antijen kaybi olmaktadir
HDAC3 Akciger kanseri ve birkac solid timérde daha belirgindir ++
HDAC8 Birkac insan timér hiicresinde hucresel gelisimi engeller ++
Sinif IV
HDAC11 Bilinmiyor
Sinif Il
HDAC4 Bilinmiyor ++
HDAC5 Kolon kanseri ve miyeloid I6semide dlizenleyici
HDAC6 Meme kanserinde
HDAC7 Bilinmiyor
HDAC9 Bilinmiyor
HDAC10 Bilinmiyor

++ TUmdr Uzerinde daha belirgin oldugunu gdsterir, -- Azaltiimis ekspresyonu gdsterir.
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HDACH s———
HDAC lar

|

Histon olmayan substratlar

Transkripsiyon o Tubulin
Faktdrleri Hsp0, Eu?0
(p53,E2FL,
STAT1, NF-kB)

Hiicre Dénglist

$EKiL 5: HDAC inhibitdrlerinin histon ve histon olmayan proteinler tizerindeki
etkisi.®'

(Renkli hali igin Bkz.
http://www.turkiyeklinikleri.com/journal/eczacilik-bilimleri-dergisi/2146-944X/)

HDAC enzimleri Trypanosoma brucei, Plas-
modium falciparum ve Leishmania spp. gibi para-
zitlerin yasam dongiisiinde rol alan Onemli
diizenleyicilerdir. Bu nedenle HDAC inhibitdrleri
uyku hastalig, sitma ve laysmanya gibi paraziter
hastaliklarin tedavisinde hedef molekiiller olarak
diistiniilmektedir %%

HDAC inhibitorleri nérolojik hastaliklarin te-
davisinde de yararli olmaktadir. HDAC inhibit6rii
olan valproik asit (VAP), sizofreni ve bipolar dii-
zensizlik icin halen tedavi amagli olarak kullanil-
maktadir.??%® Norodejeneratif hastaliklarda HDAC
inhibitorleri iki farkl sekilde etki gostermektedir.
Bunlardan birincisi spinal muskiiler atrofi ve an-
drenolokodistrofide oldugu gibi hastalik modifiye
edici genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu sag-
lamaktir. ikincisi ise iskemik fel¢, Huntington, Par-
kinson, Kennedy hastalif1 ve amiyotrofik lateral
skleroz (ALS)’da goriilen histon asetilasyon denge-
sindeki diizensizligin ortadan kaldirilmasidir.®

HDAC inhibitorlerinin histon asetilasyonunu
arttirarak 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda iler-
leme sagladig: gosterilmistir. Bu durum sinaptik es-
neklik kayb1 ve bilin¢ bozuklugu ile seyreden
Alzheimer hastaliginda HDAC inhibitorleri ile te-
daviyi giindeme getirmistir.®

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2013;2(2)

HISTON DEASETILAZ VE

INHIBITOR ETKILESIMI
HDAC inhibitorleri yapisal olarak ii¢ bolge icer-
mektedir (Sekil 6A). Fonksiyonel bolge metal bag-
layic1 kisim olup enzimin aktif bolgesine yani
tipiin u¢ kismina baglanmakta, alifatik zincir
enzim yapisindaki tlip boyunca uzanmakta, cap
bolgesi ise yiizey tanimadan sorumlu olup tiipiin

giris kismu ile etkilesmektedir.?366¢7

Bir memeli HDAC homologu olan ve Aquifex
aeolicus bakterisinden elde edilen HDAC benzeri
proteinin (Histone deacetylase-like protein; HDLP)
kristal yapisinin, trikostatin A (TSA) ve SAHA ile di-
rekt olarak etkilestigi gosterilmigtir (Sekil 6.B).66:6869
HDLP ile yapilan caligmanin ardindan insan
HDACS enzimi hidroksamat grubu inhibitérler ile
calisilmisg, boylece s6z konusu enzimin kristal yapisi
ortaya ¢ikartilarak katalitik bolgenin ¢ boyutlu ya-
p1s1 gosterilmistir (Sekil 6.C).% Her iki ¢aligmada da,
katalitik bolgede bulunan ¢inko atomu ile inhibit6-
riin dogrudan etkilestigi ve inhibisyonun gercekles-
mesi ic¢in ¢inko atomunun gerekliligi gosteril-
mistir.%0%86 HDLP ile TSA etkilesimi incelenerek,
TSA’nin alifatik zincirinin tiip yapisi igerisine dogru
uzandigl, hidroksamat grubunun ise aktif bolgedeki
¢inko ile etkilestigi gosterilmigtir (Sekil 7).26667.70

Kristal yap: diizeyinde agiklanabilen HDAC ve
inhibitor etkilesimlerinden yararlanilarak diger

SEKIL 6: HDAC ve inhibitor etkilesimi

A) HDAC inhibitérlerinin temel yapisi®

B) HDLP-TSA etkilesiminin ti¢ boyutlu gériintist®

C) HDAC8-TSA etkilesiminin ti¢ boyutlu gériintiisti®®
(Renkli hali icin Bkz.
http://www.turkiyeklinikleri.com/journal/eczacilik-bilimleri-dergisi/2146-944X/)
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SEKIL 7: HDAC inhibitor baglanma bélgesi.”
(Renkli hali iin Bkz.
http://www.turkiyeklinikleri.com/journal/eczacilik-bilimleri-dergisi/2146-944X/)

O

SEKIL 8: Bitiratin kimyasal formild.

HDAC enzimlerinin yapilarini aydinlatmaya yo-
nelik olarak aragtirmalar devam etmektedir.>*

HISTON DEASETILAZ iNHIBITORLERI
1. KISA ZINCIRLi YAG ASITLERI
Biitirat

Biitirat diyetsel bir HDAC inhibitoriidiir (Sekil 8).
Kisa zincirli bir yag asidi olup, diyetsel lifin bar-
sakta mikrobiyal fermantasyonu ile tiiretilmis-
tir.*07172 Biitirat, dzellikle hiicre proliferasyonunun
durdurulmasi ve gen ekspresyonunun segici olarak
degistirilmesi yoluyla hiicre farklilagmasinin uya-
rilmasi veya apoptozisin indiiklenmesi sayesinde
bircok sitoprotektif, kemoproventif ve kemotera-
potik aktiviteyi ortaya ¢ikarmigtir.”

Biitiratin farkl tiirevleri gelistirilmigtir. Bun-
lar, insan ¢aligmalarinda ve hayvan modellerinde
farkli kanserler, hemoglobinopati, kistik fibrozis ve
Huntington hastaligini tedavi etmek i¢in kullanil-
maktadir.” Diger taraftan, kardiyovaskiiler hasta-
liklarda biitiratin koruyucu roliinii gostermek
amaciyla ¢aligmalar yapilmaktadir. Biitiratin vas-
kiiler diiz kas hiicreleri (VSMC)’nin proliferasyo-
nunu durdurmasinda cgesitli genlerin ekspresyo-
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nunun degismesinin rol oynadigi cDNA dizisi ta-
rama caligmalarinda saptanmigtir.”

Farkli ¢caligmalarda lenfosit veya nétrofil apop-
tozisi {izerinde biitiratin etkileri gésterilmistir. Ya-
pilan bir c¢aligmada, 0,4 mM biitiratin noétrofil
apoptozisini geciktirdigi gortilmistiir.”” Bagka bir
calismada ise 1 mM biitiratin nétrofil apoptozisini
geciktirdigi belirlenirken, 5 mM biitiratin ise not-
rofil apoptozisini indiikledigi saptanmistir.”® Bu ¢a-
lismalar, konsantrasyona baglh olarak biitiratin
notrofil apoptozisini geciktirebilecegini veya in-
diikleyebilecegini akla getirmektedir. Ayrica, biiti-
ratin kaspaz-3 ekspresyonuyla nétrofil apoptozisini
ve Bcl-2 ailesi proteinlerini indiikledigi bildiril-
mistir.”® Ancak kaspazlar1 aktive etmek i¢in hassas
sinyalizasyon yolu aydinlatilmamstir.” Biitirat, pe-
riferal kan mono niikleer hiicrelerinde niikleer fak-
tor-xB aktivitesinin baskilanmasi ve ¢ekal delme
sonrasi sicanlarda yiiksek degisken grup olan box-
I’in inhibisyonu gibi bir¢ok antiinflamatuar etkide
rol oynamaktadir.”” Buna ek olarak, biitiratin niik-
leer faktor-xB aktivitesini baskilamasi; astim, kro-
nik obstriiktif akciger hastalig: ve akut solunum
distres sendromu gibi solunum sistemi inflamas-
yonlarinin diizelmesi iizerinde etkilidir.”® Kan do-
lasiminda biitiratin normal konsantrasyonu cesitli
mikromolar seviyelerde olmasina ragmen biitiratin
6n drogu olan tribiitirinin oral olarak verilmesin-
den sonra insanlarda plazma biitirat konsantrasyo-
nunun 0,45 mM artt1g1 gézlemlenmistir. Biitiratin
yiliksek konsantrasyonu sadece barsaklar1 degil,
ayni zamanda gesitli organlar da etkilemektedir.”

Kolon kanseri tedavisinde biitiratin mitokon-
driyal i¢ zar boglugundan sitokrom c’nin salimina
neden oldugu, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivasyonunu
saglayarak apoptozu indiikledigi bildirilmigtir.®

Ayrica bitirat, sistemik inflamasyon boyunca
noétrofil apoptozisinin inhibisyonu yoluyla organ
hasarini diizeltmektedir. Kisa zincirli yag asitleri-
nin mekanizmasini anlamada ve nétrofil apoptozi-
sinde bu yag asitlerinin etkilerini a¢iklamada
biitiratin 6nemi biytktiir.*

Sodyum Biitirat

Biitirik asidin sodyum tuzudur ($ekil 9). Kolonda
diyetsel lifin bakteriyel metabolizmasindan tiire-

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2013;2(2)



HISTONLARIN ASETILASYONU VE HiSTON DEASETILAZ INHIBITORLERI

Kaan KUCUKOGLU

O

ONa

SEKIL 9: Sodyum biitiratin kimyasal yapis!.

tilmigtir. Dort karbonlu bir yag asidi olup, mide-
barsak yoluna yerlesmis bakteriler de dahil olmak
tizere bir¢ok organizmada bulunan dogal bir me-
tabolittir. Hiicre farklilagsmasi, proliferasyonu, mo-
tilitesi, hiicre dongiisti indiiksiyonunu durdurma,
apoptozis ve hatta bellek olusumu gibi epigenetik
kontrolli bir dizi faaliyette rol oynamaktadir.®!

Kiiresel gen ekspresyon profillerinin mikroar-
ray deneylerinde, s1g1r bobrek epitelyum hiicrele-
rinde 450’den fazla gen ekspresyonunun sodyum
biitiratla diizenlendigi gosterilmistir.®? Bagka bir de-
neyde ise 10 000’in {izerinde genin, insan epitelyum
hiicrelerinde sodyum biitirat regiilasyonuna duyarh
oldugu saptanmugtir.®® Biitirat, histon deasetilasyon
ve fosforilasyon inhibisyonu ile sitozin kalintilari-
nin hipermetilasyonu sayesinde DNA ve niikleer
proteinler tizerinde denetleyici etki gostermekte-
dir.3* Son raporlar, histon asetilasyonu ve kromatin
fonksiyonu iligkisinin, deasetilasyon vasitasiyla
inaktive ve asetilasyon vasitasiyla aktive olmas sek-
lindeki basit diizenden daha kompleks olabilecegini
gostermektedir. Bu durum, biitirat tedavisinde mik-
roarray deneylerin sonuglarim agiklayabilmektedir.
Kalic1 histon asetilasyonu, birgok test edilmis genin
baskilanmasina sebep olmaktadir.®!

Sodyum biitiratin bir¢ok normal hiicrede,
insan kolon karsinoma hiicrelerinde ve neoplastik
hiicrelerde antiproliferatif ve farklilagma ile in-
diiklenen aktivitesi gozlenmistir. Yapilan bir ¢alis-
mada, sodyum biitiratin ekstraseliiler sinyal ile
ilgili kinaz bagimli bir mekanizma araciligiyla
insan multipotent mezenkimal kok hiicrelerinde
RANKL/OPG (NF-«B ligandinin reseptor aktiva-
torii/osteoprotogerin) orani ile adipojenik ve os-
teojenik farklilagmay: diizenledigi bildirilmistir.
Boylece, sodyum biitiratin multipotent mezenki-
mal kok hiicrelerin farklilagsmasinda 6nemli bir rol
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oynamasinin yani sira osteoklast farklilasmasinda
multipotent mezenkimal kok hiicrelerinin yetene-
gini kontrol etmekte oldugu da anlagilmigtir.®>

Sodyum biitirat; 16semi, kolon kanseri ve solid
tlimorli hastalarda hiicre siklusunu etkileyerek bo-
linmeyi durdurmakta, farklilasma ve apoptozisi
uyarmaktadir.8¥” Sodyum biitiratin -talasemi ve
orak hiicre anemisi tedavilerinde kullanildigs, fetal
globin gen ekspresyonunu arttirdig: da bilinmek-
tedir.888

Fenil Biitirat

Fenil biitirat, azotun {ireye parcalanamadif ve iire
halinde biriktigi tire siklus bozukluklarinda azotun
viicuttan atilmasini saglamaktadir (Sekil 10).% Kistik
fibroziste mutant sistik fibrozis transmembran ilet-
kenlik diizenleyici (CFTR) proteinin yikilmasini 6n-
leyerek saperon olarak gorev yapan fenil biitirat, X'e
bagl adrenolokodistrofide de beyindeki uzun zin-
cirli yag asitlerini oksitleyerek miktarlarinin azal-
masina neden olur.®%°! Spinal muskiiler atrofide
fenil biitiratin SMN2 geni “splicing” hatasini diizelt-
tigi ve 7. ekzonu da iceren mRNA olusturarak fonk-
siyonel protein diizeyini arttirdig: bildirilmigtir.>”

Fenil biitirat; 186semi, kolon kanseri ve solid tii-
morli hastalarda hiicre siklusunu etkileyerek bo-
linmeyi durdurmakta, farklilagsma ve apoptozisi
uyarmaktadir.®

Valproik Asit

VAP (Valproik asit; 2-propilpentanoik asit), anti-
konviilsan olarak kegfedilisinin ardindan ilk olarak
1964 yilinda Fransa’da klinikte kullanilmaya bas-
lanmis ve tiim epilepsi nobet tiplerine karsi genis
spektrumlu etkisiyle diinyada en ¢ok kullanilan an-
tiepileptik ilaglar arasina girmeyi bagsarmistir (Sekil
11). 2001 yilinda HDAC enzimlerini inhibe edebil-
digi anlagilan VAP, bu 6zelligi ile oldukea ilgi cekmis
ve farkli alanlarda da kullanilmaya baglanmgtir.??

o

A~

SEKIL 10: Fenil btiratin kimyasal formdld.
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SEKIL 11: VAP'In kimyasal formdild.

VAP, gen ekspresyonu, kromatin yapisinin de-
gisimi ve histon asetilasyonunun diizenlenmesinin
temelini olusturan HDAC enzimlerinin hepsini
giiclii bir sekilde inhibe etmez.”*% ITb simifi ve diger
siflar izerinde ¢ok az etkiye sahipken, Zn*? ba-
gimli 1. stmf (HDAC1, HDAC2, HDAC3 ve
HDACS) ve Ila simifi (HDAC4, HDAC5, HDAC7 ve
HDAC9) HDAC enzimlerini gii¢lii bir sekilde in-
hibe etmektedir. VAP, HDAC enzimlerini inhibe
etme yetenegi nedeni ile proliferasyonu baskilar ve
timor hiicrelerinin apoptozisini ve farklilagmasini
indiikler. Bunun sonucu olarak, VAP’ 1n bir anti-
kanser ajan olarak klinik ¢aligmalar1 devam etmek-
tedir. Ayrica, VAP’nin HDAC inhibisyonu yoluyla,
norodejeneratif hastaliklarin hayvan modellerinde
bir¢ok noroprotektif rol oynadig: saptanmistir.”
Ornegin; serebral graniil kiiltiir hiicrelerinin VAP
veya benzer maddelerle ve farkli HDAC inhibitor-
leriyle 6n tedavisi, glutamat kaynakli N-metil-d-
aspartat (NMDA) reseptor aracili eksitotoksisite
vasitastyla indiiklenmis apoptozisten ndronlar: ko-
rumaktadir.”**® Buna ek olarak noroprotektif etkisi,
siniiklein, 1s1 ok protein 70 (HSP70), beyin tirevli
norotrofik faktér (BDNF) ve glial hiicre hatt1 tii-
revli norotrofik faktér (GDNF) gibi norotrofinlerin
ve noroprotektif proteinlerin indiiksiyonuna ara-
cilik etmektedir. Yapilan bir calismada, VAP veya
ilgili HDAC inhibitorleri ile tedavinin inme, ami-
yotrofiklateral skleroz, spinal muskiiler atrofi ile
Huntington, Parkinson ve Alzheimer hastaliklari-
nin déhil oldugu norodejeneratif hastaliklar iize-
rinde yararh etkilerinin oldugu goézlemlenmistir.
Bu calisma, ndrodejeneratif hastalig1 olan kemir-
gen modelleri iizerinde yapilmigtir.”

HDAC inhibitérleri Hsp70 ve Bcl-2 gibi no-
roprotektif genlerin ekspresyonunu ve transkripsi-
yonunu aktive etmektedir. Bir ¢alismada, kalic1
fokal serebral iskemi hastasi fareler tizerindeki
VAP tedavisi, fokal sonucun gelistirilmesi ve beyin
hasarinin azalmasinin yani sira asetillenmis histon
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H3 ve Hsp70 diizeylerinin artmas: ile sonuglan-
mustir. Gegici fokal serebral iskemi hastasi farelerde
VAP’1n, asetillenmis H3 ve Hsp70 diizeyinde za-
mana bagli bir artisa, HDAC inhibisyonuna ve
Hsp70 indiiksiyonuna sebep oldugu gozlemlenmis-
tir. VAP’1n ayn1 zamanda antiapoptotik faktor Bcl-
2 ve Bcl-x(L) ve spinal muskiiler atrofide spinal
motor noronlarin dejenerasyonunda diizelmeye
neden oldugu saptanmistir. Hayvan modellerinde,
Hsp70 veya Bcl-2’'nin ekspresyonunun spinal bag
hasarlarina kars1 koruyucu etkisinin oldugu tespit
edilmisgtir.*?

Cocukluk ¢aginda en sik goriilen kalitsal has-
taliklardan biri olan spinal muskiiler atrofiden so-
rumlu SMN geni iizerinde yapilan ¢aligmalarda,
VAP 1n “splicing” hatasini diizelttigi ve fonksiyo-
nel protein diizeyini arttirdig: bildirilmigtir.>®>

VAP, genellikle giivenli ve iyi tolere edilen bir
ila¢ olmasina ragmen, 6zellikle karaciger ve terato-
jenite ile ilgili nadir ancak ciddi bazi yan etkileri
mevcuttur. Bu etkilerin altinda yatan mekanizma-
lar tam olarak tanimlanmis degildir. Su ana kadar
toplanan veriler, bu yan etkilerin HDAC inhibis-
yonu ile iligkili oldugunu gostermektedir.”” Yapi-
lan bir caligmada, VAP’ 1n ekstraseliiler sinyal ile
iligkili kinaz mekanizmasinin aktivasyonu ile ve
Gpllla gen bolgesinde histon asetilasyonu
sayesinde UT-7 hiicresi hattinda megakaryositik
farklilagmay: indiikledigi tespit edilmistir. Mega-
karyositik 16semiden tiiretilen UT-7 hiicreleri de-
gisik konsantras- yonlarda VAP uygulanmas ile
tedavi edilmistir. Ayrica bu ¢calismada VAP’1n doza
bagimli bir sekilde ilk megakaryositik isaretleyici-
ler olan GplIb/Illa ve GpIIIA (CD61) ekspresyo-
nunu indiikledigi saptanmistir. VAP ile tedavi
edilen hiicrelerde H3 ve H4 histonlarinin hipera-
setilasyonu gortilmiistiir. Histon asetilasyonunun
ozellikle CD61 ile iligkili oldugu tespit edilmistir.
Kromatin immiinopresipitasyon deneyi ile Gpllla
promotoriinde H4 hiperasetilasyonu gozlemlen-
mistir.!® Yapilan bagka bir ¢caligmada ise VAP’nin
insan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde melato-
nin MT; reseptor ekspresyonunu indiikledigi ve
melatoninle kombine halde uygulandiginda siner-
jistik antiproliferatif etki gosterdigi gozlemlenmis-

tir. 101
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SEKIL 12: SAHA'nIn agik formdld.

2. HIDROKSAMIK ASIT TUREVLERI
Suberoilanilithidroksamik Asit

SAHA giiclii bir HDAC inhibit6rii olup, bu enzim-
lerin katalitik bolgesini bloke etmektedir (Sekil 12).
Hiicresel proteinlerin biiyiik bir kismi, asetilasyon
ve degistirilmis fonksiyon ve/veya yapistyla postt-
ransyonel olarak modifiye edilmistir. Bu protein-
lerin ¢ogu, cekirdek niikleozomal histonlar ve
transkripsiyon faktorleri gibi anahtar hiicresel sii-
reclerde, hiicresel biiytime ile migrasyon ve farkli-
lasmay1 diizenleyen sinyal iletim yolaklarinda
gorev yapmaktadir. SAHA, normal ve transforme
hiicreler ile hayvan tiimér modellerinde hiicresel
asetilasyon modellerini 6nemli 6l¢iide degistirir ve
biiylimenin durmasina, sonugta 6liime neden olur.
Yapilan ¢aligmalarda, SAHA nin hastalara iyi tolere
edilebilir dozlarda verildiginde hematolojik ve solid
timorlere kars: imit verici klinik etkinlik goster-
digi saptanmgtir.'®

SAHA, I (HDAC1, HDAC2 ve HDAC3) ve II.
sinif (HDAC6) HDAC enzimleri iizerindeki inhibe
edici etkisi sayesinde, doku diizeyinde immiin
yanit modiilasyonu, anjiyogenez inhibisyonu, hiic-
resel seviyede farklilasma, agresome olusumu,
hiicre motilitesi, apoptozis ve hiicre siklusunun
progresyonu gibi biyolojik siirecler tizerinde ¢esitli
etkilere sahiptir (Sekil 13). Gii¢lii bir HDAC inhi-
bitorii olarak SAHA nin, radyasyon terapisinde ve
diger antineoplastik ajanlarla kombine sekilde kul-
lanimi uygun goriilmektedir. Her iki tedavi sek-
linde de normal hiicreler iizerinde toksisitenin az
oldugu saptanmigtir ve hiicresel siireclerde spesifik
biyolojik etkileri mevcuttur. Diger kanser terapi-
leri (radyasyon, kinaz inhibitorleri, sitotoksik mad-
deler ve ayirt edici maddeler dahil olmak tizere) ile
SAHA’nin kombinasyon hélinde aktivitesi {izerine
yapilan ¢aligmalarda, gesitli insan transforme kiil-
tiir hiicrelerinde sinerjistik ve katki aktivitesi goz-

lemlenmistir. Bu Tablo 2de
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caligmalar
goriilmektedir.
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SAHA'min antikanser potansiyeli ilk olarak
CWR22 insan prostat tiimorlerinin farelere nakle-
dilmesiyle gosterilmistir. SAHA nin kontrollii ve in-
traperitoneal olarak 50 mg/kg/gin dozunda
uygulanmasi sonucu timor hacminde ortalama %97
oraninda bir azalma gézlemlenirken, herhangi bir
toksisite saptanmamugtir.'® Daha sonra SAHA bir
dizi timor gelisimini inhibe etmek i¢in aragtiril-
migtir. Yapilan Faz [ caligmasinda, ileri evre kanser
hastalarinda SAHA’ nin oral olarak uygulanmasi so-
nucu maksimum tolere edilebilen doz giinde bir kez
400 mg, stirekli giinliik doz giinde iki kez 200 mg
ve haftalik doz i¢ ardisik giin i¢in giinde iki kez 300
mg olarak belirlenmistir. Farmakokinetiklerin dog-
rusal, oral biyoyararlanimin %43 oraninda oldugu
ve antikanser aktivitenin gozlendigi saptanmigtir.'™
Bir sonraki Faz II caligmasinda bir dizi doz ve prog-
ram aragtirilmigtir. Bu ¢alismada, en uygun giiven-
lik profilinin giinde bir kez 400 mg SAHA
uygulanmasi ile saglandig: ve yogun tedavi gormiis
CTCL hastalarinda ilacin aktivite gosterdigi goz-
lemlenmigtir.!® SAHA nin onaylanmasi, genel yanit
orani %29,7 olan CTCL hastalar1 {izerinde ¢ok

onemli bir Faz IIb ¢alismasina dayanmaktadar.'%

SAHA, distik nanomolar konsantrasyonlarda
(IC59<86 nM) I (HDAC1, HDAC2 ve HDAC3) ve II.
sinif (HDAC6) HDAC enzimlerinin katalitik bolge-
lerine dogrudan etki ederek bu enzimleri bloke et-
mektedir. Nonspesifik veya biitiin HDAC inhibitor-
leri, belirli bir HDAC enzimini etkileyen ¢ok spesi-
fik bir inhibitér ve SAHA gibi giiclii bir HDAC in-

SEKIL 13: SAHAIn degisik hiicresel fonksiyonlar tizerindeki etkisi.
(Renkii hali igin Bkz.http://www.turkiyeklinikleri.com/journal/eczacilik-bilimleri-dergisi/2146-944X/)
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TABLO 2: SAHA kombinasyon tedavilerinin preklinik aktiviteleri.

Kombinasyon

Déniistiiriilmis hiicre cizgileri

SAHA+5-Aza-20-deoksisitidin CTCL (HH)

SAHA+17-AAG Lésemi (U937, K562, LAMA84)

SAHA+ATRA APL (NB4)

SAHA+bortezomib Ber-Abl + 16semi (K562, LAMA84); miyelom; kiiglk hticreli olmayan
akciger kanseri; mantle hicreli lenfoma, hepatoma, pankreatik kanser

SAHA+sisplatin Meme (MCF7); skuaméz hiicre (HSC3)

SAHA+dosetaksel Meme (BT474, SKBR3)

SAHA+trastuzumab Meme (BT474, SKBR3)

SAHA+epirubisin Meme (MCF7)

SAHA+etoposid Meme (MCF7)

SAHA+lavopiridol Lésemi (U937), meme (MDA-MB231, MCF7)

SAHA+5-FU+irinotekan Hepatoseliler karsinom (HepG2, Hep1B)

SAHA+radyasyon Prostat (LNCaP), skuamdz karsinoma; melanom, NSCLC

SAHA+TRAIL Ldsemi, akeiger, prostat, meme karsinomu, melanom

SAHA+LY294002 Lésemi (U937, HLBO, K562, Jurkat)

SAHA+PD184352 Losemi (K562, LAMAS4)

SAHA+perifosin Lésemi (U937, HL60, Jurkat)

SAHA+bay 11-7082 Lésemi (U937, HL60, Raji, Jurkat)

SAHA+gemsitabin NSCLC (A549, H460), pankreatik (PANC1)

SAHA+bikalutamit Prostat (LNCaP)

SAHA+zoledronik asit Prostat (LNCaP, PC3)

SAHA+cis-retinoik asit Medullablastoma {D283)

SAHA+MK-0457 (VX-680) CML (K562, birincil), AML (HL60, OCI-AMLS, birincil)

SAHA+imatinib CML (K562, LAMA84)

SAHA+desatinib CML (K562, LAMA84, birincil), BaF3

SAHA+sorafenib CML (K562, LAMA84), pankreatik (MiaPaCa2, PANC1),

hepatik (HEPG2, HuH7, HEP3B) renal (A498, CAKI-1, UOK121LN)

Kombinasyonun aktivitesi
Sinerjistik

Sinerjistik

Katki

Sinerjistik

Gelistirilmis hiicre 8lima
Sinerjistik

Sinerjistik

Sinerjistik

Gelistirilmis hticre olimU
Sinerjistik

Gelistirilmis hiicre 6lima
Sinerjistik; gelismis hassasiyet
Sinerjistik

Sinerjistik

Sinerjistik

Sinerjistik

Sinerjistik

Sinerjistik

Sinerjistik

Sinerjistik

Sinerjistik

Sinerjistik

Sinerjik katki

Sinerjistik

Sinerjistik

SAHA+sulindak NSCLC (H460, A549)

Gelismis hassasiyet

- CTCL (HH): Bir tiir kutanéz T-hicreli lenfoma hiicre hatti

- 17-AAG: 17-Allilamino-17-demetoksigeldanamisin

- U937, K562, LAMAB84: Lésemi hiicre hatti tiirleri

- ATRA: Bitiin trans retinoik asit

- APL (NB4): NB4 tiiri akut promiyelositik Idsemi hiicre hatti

- Ber-Abl: Birgok kronik miyeloid I16semi hastasinda bulunan anormal bir gen
- MCF?7: insan meme adenokarsinomu hiicre hatti

- HSC3: Oral skuaméz karsinom hiicre hatti

- BT474: invaziv duktal meme karsinomu hiicre hatti

- SKBR3: Bir meme kanseri hiicre hatti tirl

- MDA-MB231: Bir meme kanseri hticre hatti tlrii

- 5-FU: 5-Florourasil

- HepG2: Bir tir hepatoseliler karsinom hiicre hatti

- Hep1B: Bir tiir hepatoseliiler karsinom hiicre hatti

- LNCaP: Androjene duyarli insan prostat adenokarsinomu hticreleri
- NSCLC: Kiiguk htcreli olmayan akciger karsinomu

- TRAIL: Tumdr nekrozis faktor-ilgili apoptozisi indikleyici ligand

- LY294002: Kuersetinin morfolin tlrevi bir bilesik

- HL60: insan promiyelositik [dsemi hiicreleri

- Jurkat: insan T-hiicreli lemfoblast benzeri hiicre hatti
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- PD184352: Mitojen ile aktive edilmis protein kinaz/ekstraseliler sinyal diizenleyici

kinaz inhibitrd

- Bay 11-7082: Selektif ve irreversibl NF-.kappa.B inhibitorii

- Raji: insan Burkitt lenfoma hiicre hatti

- A549: Bir tiir insan akciger adenokarsinomu epitelyal hiicre hatti
- H460: Bir tir insan akciger kanseri hiicre hatti

- PANC1: insan pankreatik karsinomu epitelyal benzeri hiicre hatti
- PC3: insan prostat kanseri hiicre hatti

- D283: Insan medullablastoma hiicre hatti

- MK-0457 (VX-680): Tozasertib

- CML: Kronik miyeloid [6semi

- AML: Akut miyeloid 16semi

- OCI-AML3: Bir tiir akut miyeloid I6semi hicre hatti

- BaF3: Sigan interlkin-3 bagli pro-B hiicre hatti

- MiaPaCa2: insan pankreatik adenokarsinoma hiicre hatti

- HuH7: Bir tir insan hepatoma hiicre hatti

- HEP3B: Bir tir insan hepatoma hiicre hatti

- A498: Bir tiir insan renal kanser hiicre hatti

- CAKI-1: Bir tir insan renal kanser hiicre hatti

- UOK121LN: Bir tiir renal karsinom hiicre hatti

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2013;2(2)
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hibitériiniin belirli bir HDAC inhibisyon profili ile
birlikte antikanser ajan olarak ¢ok yararli olabile-
cegi distinlilmektedir. Bunun tizerine gesitli ¢alis-
malar yapilmaktadir. Biytik olasilikla, farkl: timor
tiplerinde spesifik HDAC enzimlerinin inhibe edil-
mesiyle birlikte farkli biyolojik siireglerin bozul-
masi, gozlemlenen antikanser etkilere katkida bulu-
nacaktir. Bu goriis, antikanser terapotikler olarak
kiictik molekiillti protein kinaz inhibitérlerinin ge-
lisimine paraleldir. Ozel kiiciik molekiillii ilaglarin
spesifik protein kinaz inhibitor profili, insan kanser
hiicrelerinin spesifik tiplerine kars: dogrudan kendi
programlarini inhibe etmesi seklindedir.!”

SAHA’nin antitimor aktivitesi, HDAC enzim-
lerinin aktivitesini ve histonlarin birikimini inhibe
etmesine ve farklilasma veya apoptozisin indiiksi-
yonuna neden olan genleri aktive etmesine bagli-
dir. Boylece tiimoriin biiyiimesini inhibe eder. Bu
model, tiimdr hiicrelerinin SAHA’ya maruz kalma-
sindan sonra diizenlenmis genlerin nispeten az bir
miktarinin (ifade edilen genlerin %2-10"u) ekspres-
yonu bulgusuna dayanmaktadir. Uyarilmis genler-
den en yaygin olani sikline bagimh kinaz inhibitorii
olan p21WVAf’dir. Ancak tiimér hiicrelerinde apop-
tozisin ilerlemesinden ziyade, sitoprotektif bir
hiicre dongtistinii indiikleyen p21W4™’in SAHA ile
inditkklenmis ekspresyonu meydana ¢ikmaktadir.
Losemik hiicrelerde, p21WAf’in SAHA kullanilarak
indiiklenmis ekspresyonu, p21WAf! fonksiyonunu
bloke ederek apoptozisi azaltmaktadir.!?

Kromatinize DNA’da asetillenmig histon biri-
kimi DNA hasar olarak kabul edilir ve bagimsiz bir
p53 tiirtinde hiicre siklusunun durmasina sebep olur.
Transkripsiyon fakt6rlerinin sinyal déntistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatorleri (STAT) ailesi, SAHA ile
indiiklenmis apoptoziste rol oynamaktadir. STAT
transkripsiyonel faktorler, antiapoptotik genlerin
diizenlenmesi ve HDAC enzimleri ile iligkilidir.!81%°
Yapilan bir ¢aligmada, 16semi ve lenfoma hiicre di-
zilerinde (CTCL iceren) SAHA ile tedavinin koti
sonug vermesinde hiicre hatlarina daha duyarh ve
aktive edilmis STAT1, STAT3 ve STAT5’in yiiksek
bazal seviyelerinin etkili oldugu tespit edilmistir. Te-
davi 6ncesinde Sézary sendromu veya mikozis fun-
goidesli cevap vermeyen CTCL hastalarindan alinan
deri biyopsilerinde STAT1 ve STAT3’iin daha yiik-
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sek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. CTCL hasta-
larinda STAT3’iin yapisal aktivitesi gozlenirken, son
sonuglar, aktive edilmis STAT3 protein diizeylerinde
hastadan hastaya degisen énemli farkliliklarin mev-
cut oldugunu ve bu durumun HDAC inhibit6r teda-
visinde hasta duyarhiligy ile iliskili oldugunu
belirtmektedir. Bir Janus kinaz 2 (JAK2) inhibit6rin
CTCL hiicre hatlarin tedavi etmesiyle STAT fonk-
siyonunun inhibisyonu hiicre biiyiimesi inhibisyo-
nunda SAHA ile sinerjistiktir.!"® Aktive edilmis
STAT3tin hiicresel lokalizasyonu, HDAC inhibis-
yonundan etkilenir ve tedavi i¢in hiicresel tepkiye
katkida bulunabilir. Tedavi edilemeyen CTCL has-
talarinda aktive edilmis STAT3, agirlikli olarak mi-
kozis fungoides hiicrelerinin (lenfosit ve kerotino-
sitlerin ikisi de dahil) cekirdeklerinde lokalize ol-
mustur.'® SAHA kullanilarak dort hafta boyunca 16
hastanin tedavisinden sonra, aktive edilmis STAT3,
klinik diizelme goriilen 11 hastadan dokuzunda 6n-
celikle sitoplazmada tespit edilmistir. Fakat 16 has-
tanin ti¢inde hicbir klinik diizelme goriilmemistir.
CTCL hiicre hatlar1 ve CTCL hastalarinin dolagan
malign T-hiicreleri, STAT6 proteinlerinde ve STAT6
fosforilasyonunda azalma olmasi ve apoptozisin in-
diiksiyonu i¢in in vitro ortamda SAHA’ya maruz bi-
rakilmigtir."! SAHA nin transkripsiyonel etkilerine
ek olarak, gelismis histon asetilasyonu sayesinde p53
gibi transkripsiyon faktérlerinin asetilasyonunu ar-

tirma etkisi de mevcuttur.!?

HIF-1a, E2F, a-tubulin, kortaktin ve HSP90 gibi
sitoplazmik proteinlerin asetilasyonlarinin artmasi da
hiicre biiylimesinin inhibisyonu, hiicre dliimiiniin
indiiksiyonu ve SAHA ile indiiklenmis hiicre siklu-
sunun durdurulmasina katkida bulunmaktadir.!®14
Bu histon olmayan asetillenmis proteinler, birkag
hiicresel siirece katilmaktadir. Bunlar, in vivo or-
tamda tiimorlerin ve in vitro ortamda transforme
hiicre hatlarinin biiyiimesi i¢in gereklidir (Sekil 13).
SAHA ile bu hiicresel stireglerin bozulmas, 6zellikle
partikiiler tiimor tiplerinde etkili olmaktadir. SAHA,
diisiik mikromolar konsantrasyonlarda, gesitli trans-
forme hiicre kiilttirlerinde hiicre biiytimesinin dur-
durulmasi veya apoptozis ve farklilasmanin uyarl-
masinda etkilidir. Transforme hiicrelerin biiytime-
sini durdurmay: ve apoptozisini veya farklilagmasini
indiiklemek i¢in gereken SAHA konsantrasyonu,
asetillenmis histonlarin birikimine neden olan kon-
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santrasyonla iligkilidir. SAHA nin antikanser aktivi-
tesi insan karsinomlarinda cesitli ksenogreft model-
lerde kanitlanmigtir. SAHA nin intraperitoneal uy-
gulanmas! insan prostat, meme ve kolon kanserinde
timor biiytimesini biiyiik 6l¢tide 6nlemektedir. Pro-
stat timor modelinde regresyon gozlenmistir. SA-
HA’nin oral uygulanmasiyla farelerde meme tiimor-
lerinin biiytimesi inhibe edilmistir. Ayrica, sicanlarda
kanser tedavisi i¢in oral SAHA uygulanmasinin
timdr latansini artirdig1 ve meme tiimoriiniin insi-
dansini, ¢oklugunu ve hacmini azalttig1 yapilan ca-
lismalarda saptanmigtir. Sicanlarda oral SAHA
uygulamasi, akciger timorii ¢oklugunu azaltmigtir.'®”

Kalitsal bir poliglutamin tekrar hastali1 olan
Huntington hastaliginin molekiiler patogenez nede-
ninin transkripsiyon regiilasyon bozuklugu olabile-
cegi diistiniilerek yapilan fare ¢aligmalarinda, SAHA’
nin kan-beyin bariyerini gecerek beyinde histon
asetilasyonunu arttirdig1 ve fare beyninde goriilen
motor bozukluklarim diizelttigi gosterilmigtir.0

Trikostatin

TSA’nin, 16semi vakalari i¢in transkripsiyonel bir
regresyona neden oldugu kamitlanmistir ($ekil
14). Fakat toksisitesi nedeni ile, TSA'nin 16semi
tedavisinde kullanimi kesin olarak sinirlandiril-
mistir. TSA'nin ayn1 zamanda skuamoz hiicre pro-
liferasyonu ve keratinosit gelisimini ex vivo
ortamda etkili bir sekilde inhibe ettigi gosteril-
mistir. TSA aracili arrestin degistirilemez oldugu
bulunmustur.'™ Bu nedenle, toksik yan etkilerin-
den bazilar1 simirlandirilarak, cilt kanserinde
TSA’min lokal uygulamas: digtiniilebilir.!

TSA’nin siklin bagiml kinaz (CDK) inhibit6rii
olan p21 geninin promotoriinii aktive ederek tii-
morli hiicrenin bitylimesini durdurdugu, hiicre
dongtisiinii etkiledigi, hiicresel ve mitokondriyel
yolaklar tizerinden apoptozu indiikledigi bilin-

mektedir.!17118

Tiibasin

Tiibasin ilk kesfedilen secici HDAC inhibitoriidiir
(Sekil 15). Bilesik, histon asetilasyonunu etkileme-
den memeli hiicrelerinde o-tiibiilin asetilasyonuna
yol agarak HDAC6’y1 inhibe eder.* Hiicrelerin tii-
basin tedavisi, NIH-3T3 fibroblastlardaki degistiril-
mis hiicre tutunmasi nedeni ile yayilmanin inhibis-
yonuyla sonuglanir.'”® Meme kanseri hiicrelerinde,
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SEKIL 14: Trikostatin A'nin kimyasal formuilii.

SEKIL 15: Tiibasinin acik formdl.

estradiol uyarihi hiicre migrasyonunu engeller.'®
Ayrica tiibasin, tiimor hiicrelerinin epitelyal-me-
zenkimal gecisini, hiicre hareketlilii ve invazyo-
nunu (yayilmasini) kolaylagtiran bir siireci inhibe
eder. Bu etkinin molekiiler temeli, TGF-SMAD3
sinyalini verme yolu ile engellemeyi icermektedir.'*
Tiibasin ayrica, proteasomal yola benzeyen, ortaya
¢ikan ya da yanlis bir sekilde bastirilan ubikutin ek-
lenmis proteinleri ayristirmak icin HDACG6 aktifli-
gine bagh olan “aggresome” fonksiyonunu bloke
eder.'”? Coklu/bir¢ok miyelom (ilik uru) hiicrele-
rinde, tiibasin ubikutin proteinlerinin belirgin akii-
miilasyonlarina neden olur ve sinerjik olarak c-Jun
NH2-sonlu kinaz/kaspaz aktivasyonu tarafindan
bortezomib nedenli sitotoksisiteyi artirir.!?

HDACS segici inhibitorlere benzer olarak,
HDACS6 segici inhibitorleri histon asetilasyonunu
degistirmekten bagimsiz olarak davranirlar. Segici
olmayan HDAC inhibitérlerinin aksine, HDAC6 se-
¢ici inhibisyonu, mikrodizi analizinde gen ifade isa-
retlerini 6nemli 6l¢tide degistirmemekte, hiicre
progresyon donemini degistirmekte ve anormal mi-
totik ig formasyonuna neden olmamaktadir.”* Bu
durum, HDACS6 inhibitérlerinin hiicre biyolojisi
tzerindeki nispeten secici etkisini acik¢a goster-
mektedir. Ilgin(;tir ki, klinik ortamlardaki HDAC6
inhibisyonu diger HDAC enzimlerinin inhibisyo-

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2013;2(2)



HISTONLARIN ASETILASYONU VE HiSTON DEASETILAZ INHIBITORLERI

Kaan KUCUKOGLU

nunun aksine biiyiik yan etkilere sebep olmamakta
ve normal gelisim ya da esas organ fonksiyonlarini
bozmamaktadir. Boylelikle, tiibasin ve diger
HDACS segici inhibitdrler, tiimor hiicrelerinin mig-
rasyon ve metastaz inhibisyonuyla ve kanser hiicre-
lerindeki baski cevap yollarina neden olan ilaglarin
birlesmesiyle kanser tedavisinde faydali olabilir. Bu
bilesikler, a-tiibiilin ve 1s1 soklu proteinler gibi si-
toplazmik proteinlerin asetilasyonuyla histon aseti-
lasyonuna bagl epigenetik siiregleri degistirmeden

hiicreler tizerinde etkilerini ortaya koyarlar.'®

3. SIKLIK TETRAPEPTIDLER

Depsipeptit (Romidepsin)

Bir HDAC inhibitéri olarak romidepsin
(FR901228, FK228, depsipeptid), hiicre dongiisiinii
durduran, farklilagmay: inhibe eden ve ¢esitli kan-
ser hiicrelerinde apoptozise neden olan bir madde-
dir (Sekil 16). 2004 yilinda FDA tarafindan T-hiicre
lenfoma hastalarinin monoterapisinde kullanilan
romidepsin i¢in en hizh ve dolaysiz bir sekilde he-
defe yonelen bir ila¢ tanimi yapilmistir. Romidep-
sin 2009 yilinda onaylanip 2010 yilinda piyasaya
stiriilmiistiir. Romidepsin baglangicta Chromobac-
terium violaceum 968in fermantasyonu ile kegfe-
dilip izole edilmistir. Ras sinyalizasyon yolu kanser
gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir. Romidep-
sin, rasonkojen-transforme hiicrelerinin morfolo-
jik fenotipini segici olarak geri ceviren yeni

ajanlarin aragtirilmasi sonucu tanimlanmigtir.'?

$EKiL 16: Depsipeptidin (Romidepsin) kimyasal formili.
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Romidepsin, ozellikle HDAC1’e ve daha az
olmak tizere HDAC2’ye karg1 aktiftir.'”” Daha yiik-
sek konsantrasyonlarda HDAC4'ii de inhibe ettigi
saptanmistir. Depsipeptid pek ¢ok kanser hiicre

modelinde aktiftir.!?®

Depsipeptid, gelecek vaat eden bir antikanser
ve antiproliferatif ajandir. Farkli hiicre hatlarinda
cesitli kanser risklerini azalttig1 rapor edilmistir.
Klinik ¢aligmalarda kullanilmasina ragmen etki me-
kanizmas1 biiyiik 6lciide bilinmemektedir. Gen
transkripsiyonunu diizenledigi diisiiniilmektedir.
Depsipeptid, habis lenfomali hastalarin Faz I de-
neylerinde terapotik etkinlik gostermistir. Yapilan
bir ¢aligmada, kanser hiicrelerindeki metastaz-spe-
sifik matris metalloproteinazlarin (MMP-2 ve
MMP-9) inhibisyonunun, depsipeptidin antikanser
fonksiyonu i¢in hedeflerden biri olabilecegi saptan-
mistir. Bu durum, metastatik akciger kanseri i¢in
yeni bir kimyasal koruyucu ajan olan depsipeptidin
gelisiminin molekiiler temelini olusturmaktadar.'?

Depsipeptidin, diizensiz histon asetilasyonu,
kromatin yapisi, apoptozis, farklilasma ve hiicre
dongiisiintin kontroliinde rol oynayan genlerin
transkripsiyonunu degistirerek solid tiimorlerin
yani sira hematolojik patogenezinde 6nemli bir rol
oynadig: distiniilmektedir. Romidepsin, histonla-
rin hiperasetilasyonuna ve daha sonra genlerin
transkripsiyonuna neden olmaktadir. Boylece
timor biiylimesini inhibe ederek antitimor akti-
vite gostermektedir. Romidepsinin antiproliferatif
etkisi, insan tiimor hiicrelerinde apoptozisin in-
diiksiyonuna ve hiicre boliinme oraninin baski-
lanmasina dayandirilmaktadir. Son veriler,
romidepsinin pleiotropik etkisinin, histon asetilas-
yon modifikasyonu sayesinde gen ekspresyon mo-
diilasyonunu icerebilecegini gostermektedir.'®

4. BENZAMIDLER

MS-275

MS-275, kanser tedavisi i¢in klinik ajan olarak ge-
listirilmeye ¢aligilan bir bilesiktir (Sekil 17). Bircok
timor hiicresine karsi in vivo ve in vitro ortamda
etkinlik gostermektedir. Bilesigin su anda Faz I/II
klinik caligsmalar: siirdiiriilmektedir.'3!

MS-275’in inhibitor profili in vitro ortamda
farkl bir dizi HDAC enzimi kullanilarak test edil-
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SEKIL 17: MS-275'in agik formiilii.

mistir. Nikotinamid, sodyum biitirat ve TSA’nin in-
hibitor profilleri ile kargilagtirilmistir. Bu kargilag-
tirma sonucunda MS-275’in I. ssmif HDAC enzim in-
hibitorii oldugu saptanmis, ayni zamanda HDAC1
ve HDAC3'e yiiksek afinite gosterdigi tespit edil-
mistir. Fakat HDACS8 tizerinde zay1f inhibisyon gos-
termistir (Tablo 3).%132 Yeni yapilan bir ¢aligmada
ise MS-275’in HDAC2 aktivitesini de inhibe ettigi
saptanmigtir. TSA ve sodyum biitirat I ve II. simif
HDAC enzimlerinin inhibitorii iken nikotinamidin
sadece SIR1’i inhibe ettigi saptanmgtir (Tablo 3).'®

MS-275 meme, kolon, akciger, miyelom, yu-
murtalik, pankreas, prostat ve 16semi gibi ¢esitli
insan kanser hiicrelerinde in vitro ortamda antip-
roliferatif aktivite gostermistir.'®* 1% Ayrica, oral
kullanimi takiben insan erigkin ve pediatrik timor
modellerinin bir¢ogunda in vivo ortamda antitii-
mor aktivite gostermistir. Kolon ve akciger kse-
nogreft modellerinde, MS-275’'in giinliikk oral
kullaniminin tiimoér bilyiimesini sirasiyla %70 ve
%75 oraninda inhibe ettigi gozlemlenmistir. Gelis-

TABLO 3: Nikotinamid (NAM), sodyum btirat (NaBu),
trikostatin A (TSA) ve MS-275'in HDAC selektivitelerinin
karsilastiriimas).%-1%

IC50 degerleri (in vitro)

MS-275  TSA NaBu NAM
Izoenzim (pM) (nM) (mM) (mM)
|
HDACH 0,368 3,87 0,216 >10
HDAC3 0,501 2,17 0,475 Test edilmemis
HDAC8 63,4 420 0,231 Test edilmemis
Il
HDAC4 10,7 9,68 1,29 Test edilmemis
HDAC6 >100 13,9 79,4 Test edilmemis
HDAC10 50,1 11,5 1,69 Test edilmemis
1l
SIRT1 >100 >1000 >100 0,169

SIRT1: Hiicresel reglilasyona katilan proteinleri deasetile eden bir enzim.

70

tirilmis caligmalar, cilt nakli ve prostat modelle-
rinde MS-275’in ¢esitli tiimor hatlarinin oranim
azaltmadigini, fakat tiimor regresyonu veya bii-
ylime inhibisyonunu indiikledigini ortaya koy-
mugtur.'3* MS-275 ayni1 zamanda bir dizi pediatrik
solid tiimor modelinde de analiz edilmigtir. MS-
275’in, biitiin hiicre hatlarinda doza bagimh [*H]
timidin yiikselmesinin inhibisyonuyla belirlenen
DNA sentezini kesintiye ugrattig1 gosterilmistir.
Mikroskobik incelemeler, biitlin hiicre hatlarinda
hiicre sayisinda bir azalmanin ve hiicre morfoloji-
sinde degisikliklerin oldugunu ortaya ¢ikarmigtir.
Ksenogreft modeller, farklilagmis sarkom, Ewing
sarkomu ve noroblastomun in vivo ortamda biiyii-
mesinde MS-275’in etkilerini degerlen- dirmek i¢in
kullanilmigtir. Farklilagmis sarkom ve Ewing sar-
komunun her ikisi de MS-275 ile tedaviye yanit
vermistir. Dort haftalik tedaviden sonra Ewing sar-
komunun tiimdr hacminde artis goriilmemis iken,
yliksek dozda ise %60 oraninda biiyiime inhibis-
yonu goriilmiistiir. Néroblastom modelinde, bir ay
boyunca plasebo veya MS-275 ile tedaviyi takiben,
plasebo grubundaki tiim hayvanlarda tiimor sap-
tanmig, MS-275 ile tedavi edilen hayvanlarin
%050’sinde tiimor saptanmig ve bunlarin hacminin
kontrol gruplarina gore daha diisiik oldugu tespit
edilmistir.’® Yeni bir yayinda, bu sinifin yeni sen-
tezlenmis bilesikleri ile MS-275’in antitiimor etki-
leri karsilagtirilmistir. Bu karsilagtirma sonunda,
bazi durumlarda MS-275’e gore yeni sentezlenen
bilesiklerin daha tistiin olduklar: saptanmistir. Bu
caligmanin yani sira MS-275’e maruz kalan hiicre-
lerin i¢inde meydana gelen molekiiler olaylarin or-
taya cikarildigi caligmalar da yapilmistir. Ayrica
calismalar, MS-275 ve diger HDAC inhibitorleri-
nin pleiotropik etkilerinin oldugunu ortaya ¢ikar-
mistir. Yiksek konsantrasyonlarda apoptozise
neden olmakla birlikte MS-275, insan l6semi ve
lenfoma hiicre dizilerinde doza bagiml olarak etki
gostermistir.'¥” Cogalan hiicrelerde MS- 275’in
apoptotik etkisinin reaktif oksijen tiirlerinin olu-
sumundan kaynaklandigina inanilmaktadir.!31%
Kronik lenfositik 16semi hiicreleri {izerinde yapi-
lan bir ¢caligmada, reaktif oksijen tiirlerinin tireti-
minin apoptozis baglantisindan 6nce meydana
gelmedigi saptanmigtir. Aksine, MS-275’in kaspaz-
bagiml apoptozisi indiikledigi goralmustir.'*
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HDAC enzim ailesinin hiicre dongiisii diizenlen-
mesi, hiicre ¢ogalmasi, sagkalim, farklilagma, me-
tabolizma, DNA tamiri gibi bir¢ok biyolojik olayla
iligkili olmasi nedeni ile ila¢ hedefi olma kapasitesi
yliksektir. HDAC inhibitorleri; HDAC enzimleri-
nin aktif bolgelerine baglanmak suretiyle bu en-
zimlerin substratla iligki kurmasini engelleyerek
histonlarin asetilli formda kalmasini saglayan, gen
ifadelerini degistirebilen ve bir¢ok biyolojik faali-
yete etki edebilen molekiillerdir. Bu nedenle
HDAC enzimlerini inhibe edebilen ¢ok sayida bi-
lesigin klinik aragtirmalar: yapilmaktadir. Son yal-
larda yapilan ¢aligmalar, HDAC enzimlerini inhibe
edebilen bilegiklerin hiicre boliinmesinin durdu-
rulmasi, apoptoz ve farklilagmanin indiiklenmesi
gibi biyolojik olaylarda etkili oldugunu goéstermis-
tir. Bu antikarsinojenik etkiler transkripsiyonel
baskilanma ve/veya cesitli proapoptotik ya da anti-
apoptotik genlerin aktivasyonu ile baglantilidir.

HDAC inhibitérleri, farkli biyolojik fonksiyonlar
etkilemeleri nedeni ile bagta kanser olmak tizere,
spinal muskiiler atrofi, Alzheimer hastaligi, diya-
bet, psikiyatrik hastaliklar, inflamasyon, astim, ro-
matizma ve paraziter enfeksiyonlar gibi degisik
hastalik gruplarinin tedavilerine yonelik caligma-
larda 6n plana ¢ikmagtir.

Bugiin HDAC inhibitérii olarak ruhsat almig
ve klinikte kullanilan sadece iki ila¢ (SAHA ve ro-
midepsin) bulunmakla birlikte, pek ¢ok HDAC in-
hibitorii bilesik klinik deneylerde test edilmektedir.
Bu nedenle, 6niimiizdeki yillarda degisik kimyasal
yapilara sahip HDAC enzim inhibit6rlerinin gelisti-
rilmesi ve bu gelistirilen inhibitdrlerin kanserin yani
sira farkli hastaliklarin tedavisinde klinikte kullanil-
maya baslanmasi siirpriz olmayacaktir.
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