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OZET

VAMP2 PROTEINININ KIRPILMIS iZOFORMUNUN NOROLOJIK
HASTALIKLARIN/BOZUKLUKLARIN TEDAVISINDE VE NOROMODULASYON
UYGULAMALARINDA KULLANIMI

Bulug, noromuskuler blokaj ve sinaptik modulasyonunu sadglayan, Cozinir N-
etilmaleimid Duyarli Faktor Baglayici Protein Reseptord (SNARE) kompleksinin
olusumunu duzenleyen ve norotransmiter salimini kontrol eden etki mekanizmasina
sahip vezikdl iligkili membran proteini 2'nin (VAMP2) kirpilmig izoformunun ndrolojik
hastaliklarin/bozukluklarin tedavisinde kullanimi ile ilgilidir. Bulusa konu VAMP2
kirpilmis izoformu, SNARE kompleksi olusumunu ve VAMP2 dimerlesmesini inhibe
ederek norotransmiter salimini module etmekte, ileti slreglerini hassas ve secici bir

sekilde kontrol etme olanagi saglamaktadir.
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ISTEMLER

1. Norolojik ve noéropsikiyatrik hastaliklarin/bozukluklarin, agrinin, sinir iletimi veya

kas aktivitesini azaltmayi amaclayan durumlarin tedavisinde kullanmak icin vezikdl
iliskili membran proteini 2 (VAMP2) dimerizasyonunu ve/veya Co6zinlr N-
etilmaleimid Duyarli Faktor Baglayici Protein Reseptori (SNARE) kompleksinin
olusumu inhibe ederek ndrotransmiter salimini modile eden DiZi NO:1 dizilimine
sahip vezikul iligkii membran proteini 2 (VAMP2) kirpilmig izoformu ve bu
izoformun DiZi NO:3 dizilimine sahip cDNA sekansi.

. Norolojik hastaliklarin/bozukluklarin tedavisinde kullanmak i¢in nérotransmiter

salimini geri donusumliu olarak engelleyerek, sinaptik iletim inhibisyonu ve/veya

néromuskiler blokaj saglayan istem 1’e gére VAMP2 kirpilmis izoformu.

. Norolojik hastaliklarin/bozukluklarin ve néropsikiyatrik bozukluklarin tedavisinde

kullanmak icin istem 1’e gére VAMP2 kirpiimis izoformu olup 6zelligi, bahsi gecen
norolojik hastaliklarin/bozukluklarin epilepsi, Parkinson hastali§i, néromuskiler
blokaj gerektiren hastaliklar, multipl skleroz, serebral palsi, kas spastisitesi,
strabismus, asiri aktif mesane, dizensiz sinaptik iletimle karakterize edilen
bozukluklar, nérodejeneratif hastaliklar, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi,
travmatik beyin hasari (TBI), felg, inme, nérorehabilitasyon gerektiren durumlar,

fibromiyalji veya noropatik agri olmasidir.

. Norolojik hastaliklarin/bozukluklarin ve ndéropsikiyatrik bozukluklarin tedavisinde

kullanmak igin istem 1’e gére VAMP2 kirpiimis izoformu olup 6zelligi, bahsi gecen
noropsikiyatrik bozukluklarin uyku bozukluklari, sizofreni, dikkat eksikligi ve
hiperaktivite bozuklugu (DEHB), kaygi bozuklugu, yeme bozukluklari, bipolar
bozukluk ve dizensiz sinaptik iletimle ve nérotransmiter salimindaki degisikliklerle

karakterize edilen bozukluklar olmasidir.

. Estetik operasyonlarda, sinir iletimini veya kas aktivitesini azaltmak amagli

durumlarin tedavisinde kullanmak icin norotransmiter salimini geri donisumli
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olarak engelleyerek, sinaptik iletim inhibisyonu ve/veya néromuskuiler blokaj
saglayan VAMP2 kisaltiimis izoformu (DiZi NO:1).

. Estetik operasyonlarda, sinir iletimini veya kas aktivitesini azaltmak amagli

durumlarin tedavisinde kullanmak igin istem 5’e gére VAMP2 kisaltiimig izoformu
olup 6zelligi, bahsi gecen durumlarin kirisiklik, glabella (kas ortasi) gizgileri, yiz
sekillendirme, gummy smile (dis eti gulusl), hiperhidroz (asir terleme), migren,
bruksizm (dis sikma), servikal distoni (boyun kas spazmlari), blefarospazm (g6z

cevresi kas spazmlari) veya agsiri tukuruk salgisi (sialore) olmasidir.

. Norolojik hastaliklarin/bozukluklarin ve ndropsikiyatrik bozukluklarin tanisinda,

genetik hedefleme ve isaretleme stratejileri amaciyla kullanmak icin vezikdl iligkili
membran proteini 2 (VAMP2) dimerizasyonunu ve/veya Co6zunur N-etilmaleimid
Duyarli Faktor Baglayici Protein Reseptori (SNARE) kompleksinin olusumu inhibe
eden DIiZi NO:1 dizilimine sahip vezikil iligkii membran proteini 2 (VAMP2)

kirpilmis izoformu ve bu izoformun DiZi NO:3 dizilimine sahip cDNA sekansi.
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TARIFNAME

VAMP2 PROTEINININ KIRPILMIS iZOFORMUNUN NOROLOJIK
HASTALIKLARIN/BOZUKLUKLARIN TEDAVISINDE VE NOROMODULASYON
UYGULAMALARINDA KULLANIMI

Bulusun ilgili Oldugu Teknik Alan

Bulus, noromuskiler blokaj ve sinaptik modulasyonunu saglayan, Cozinir N-
etilmaleimid Duyarli Faktér Baglayici Protein Reseptori (SNARE) kompleksinin
olusumunu duzenleyen ve norotransmiter salimini kontrol eden etki mekanizmasina
sahip vezikdl iligkili membran proteini 2'nin (VAMP2) kirpilmig izoformunun norolojik
hastaliklarin/bozukluklarin tedavisinde ve néromodulasyon uygulamalarinda kullanimi
ile ilgilidir. Bulusa konu VAMP2 kirpilmis izoformu sinaptik ileti streclerini hassas bir

sekilde kontrol etme olanagi saglamaktadir.

Teknigin Bilinen Durumu

Sinaptik iletim, bir nérondan digerine ya da bir nérondan hedef hicreye (6rnegin kas
hicresi ya da bez hiicresi) bilgi aktarimini saglar [1]. Bu stireg, viicudun hareket etmesi
ve hissetmesi gibi temel iglevler icin hayati 6nem tasimaktadir. Sinaptik iletim ve
norotransmiter salimi, merkezi sinir sisteminin saglkh igleyisi i¢cin hayati bir 6neme
sahiptir. Bu sureglerin temelinde, COzunur N-etiimaleimid Duyarli Faktér Baglayici
Protein Reseptori (SNARE) kompleksleri ve vezikll iligkili membran proteini 2
(VAMP2) gibi proteinlerin iglevleri yer almaktadir [2]. Bu sureglerdeki dengesizlikler
veya asiri aktiviteler birgok ndrolojik ve fiziksel bozuklugun temelinde yer alan énemli
bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir [3,4,5]. Fibromiyalji ve ndropatik agri gibi
kronik agri sendromlarinda, sinir uglarindan asiri miktarda norotransmiter salimi agri
algisini artirmakta ve tedaviyi zorlastirmaktadir [4]. Multipl skleroz ve serebral palsi gibi
durumlarda, néromuskuler sinyallerin kontrolstz bir gekilde iletiimesi kaslarin surekli
kasilmasina (spastisite) neden olmaktadir [5]. Epilepsi, Parkinson hastaligi gibi
hastaliklarda, duzensiz norotransmiter salimi sinaptik iletimde anormalliklere yol
acmakta ve hastaliklarin ilerlemesini tetiklemektedir [3,5]. Norotransmiter salimina
bagli asiri terleme ve yuz kaslarinin kontrolstz aktivitesi, estetik ve yasam kalitesini

dusuren sorunlara yol agmaktadir [5].
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SNARE proteinleri (VAMP2, Sintaksin, SNAP25) noérotransmiter dolu vezikillerin
sinaptik membrana flzyonunu saglamaktadir [2,6]. Bu fuzyonun kontrolstiz olmasi,
norotransmiterlerin asiri veya eksik salimina neden olur. Glinimuzde kullanilan
farmakolojik veya cerrahi tedaviler (6rnegin; Botulinum toksini), nérotransmiter salimini

gegici olarak baskilayabilmektedir.

Botulinum toksini enjeksiyonu, néromuskuler blokaj elde etmek i¢in tanimlanmig bir
yontemdir ve gesitli norolojik bozukluklarda belgelenmis uygulamalari bulunmaktadir
[7]. Botulinum toksininin etkinligi, esas olarak VAMP2 kesilerek SNARE kompleksi
olusumunu inhibe etme yetenegine dayanmaktadir [7]. Ancak, bu yaklagimin énemli
bir sinirlamasi bu etkinin gegici olmasi ve bu sebeple terapétik sonuglari stirdirebilmek
icin tekrar eden enjeksiyonlarin gerekliligidir. Ayrica bu enjeksiyonlarda, yetersiz
spesifiklik nedeniyle sadece hedef bdlge degil, ¢cevre dokular da etkilenebilmektedir.
Bu sebeple, nérotransmiter saliminin hedeflenmis modulasyonuna yonelik kritik bir

ihtiya¢c bulunmaktadir.

Teknigin bilinen durumunda botulinum toksininin néromdiskuler ve norolojik
tedavilerdeki uygulamalarin ve mekanizmalarin incelendigi birgcok patent/patent
basvurusu bulunmakta olup, bunlardan bazilari US10064921B2, JP6955491B2,
US9238061B2, US8747865B2, US9422344B2, US8420105B2, US20220154160A1,
US7811587B2’dir. Bu patentlerde acgiklanan gelismelere ragmen, uzun sureli ve daha
etkili tedavilere duyulan ihtiya¢ hala devam etmektedir. Bu sebeple, surdurilebilir
noromuskuler blokaj saglayabilen ve sik mudahalelere olan gereksinimi azaltabilen
daha etkili tedaviler geligtirilmesi gereklidir. Ayrica, minimal invaziv tip alaninda, estetik
tedaviler (6rnegin; kirigikliklarin giderilmesi) veya asin terleme (hiperhidroz) gibi
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan néromuskuler blokaj yontemleri de genellikle

sinirh etkinlik suresi, spesifiklik eksikligi ve yan etkiler gibi problemlerle karsi karsiyadir.

Mevcut teknikte, nérotransmiter salimindan bagimsiz olarak gesitli terapdtik amaclarla
kullanilmak Uzere farkli de novo peptitler de geligtirilmistir (6rnegin, TR2022/016617
ve TR2023/016596). Bunun yani sira, farkl kullanim alanlarina yénelik melez peptitler
de tasarlanmistir (TR2024/000662 ve TWI751157B). Ayrica, botulinum toksin tirevleri
dretilmistir (US7887810B2).

Mevcut tekniklerdeki ¢ozumlerin sinirli etkinlik suresi, spesifiklik eksikligi, sadece hedef

bolgenin degil gevre dokularin da etkilenebilmesi, etkin protein sekanslarinin genellikle
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bilinmemesi, genetik terapilerde uygun olmama, terapotik sonugclari surdurebilmek igin
tekrar eden enjeksiyonlarin gerekliligi, ilgili sinaptik mekanizmalarin genellikle dusuk
bilinirlikte olmasi, sinirli genis c¢apta uygulanabilirlik ve olumsuz yan etkiler gibi

sebepler dolayisiyla bu alanda bir gelistirme yapilmasi gerekli kilinmistir.

Bulusun Kisa Acgiklamasi ve Amaglari

Bulusta, vezikiil iliskili membran proteini 2 (VAMP2) proteininin kirpilmis izoformu (DiZi
NO:1) ile noérotransmiter saliminin segici bir sekilde inhibe edilmesiyle norolojik
hastaliklarin tedavisinde kullanimi agiklanmaktadir. Bulusa konu izoform, VAMP2
proteini (DiZi NO:2) dimerizasyonunu ve Coziinur N-etilmaleimid Duyarli Faktor
Baglayici Protein Reseptori (SNARE) kompleksinin olusumunu duzenlemektedir.
Bulus ile, sinaptik iletisim bozukluklari ve norotransmiter salimindaki duzensizlikler ile
ortaya ¢ikan ndorolojik ve néromuskuler hastaliklarin/bozukluklarin tedavisi ve yonetimi

saglanmaktadir.

Bu kirpilmis izoform (DiZI NO:1), kanonik (dogal) forma goére N-ucunda (protein
sekansi baglangici) 45 amino asit eksik, C-ucunda (protein sekansi bitigi) ise 3 amino
asit eksiktir (5 delesyon, 2 insersiyon). Kirpilmig izoformlar kanonik proteinin (VAMP2)
yapisindan kisa olup tum proteinin tam fonksiyonunu tasimazlar. Ancak kanonik
proteinlerle etkilesime girmesini saglayan amino asit kalintilarina sahiplerse onlarin

dogal oligomerlesmesini heteromerizasyon yoluyla engelleyebilirler [8,9].

Bulusun bir amaci, SNARE kompleksinin VAMP2 bilesenini hedeflenerek sinaptik
modulasyon ile norolojik tedavilerde hassas duzenlemeler yapilmasi ve mevcut noro-
inhibitor ilaglarin neden oldugu yan etkilerin azaltiimasidir. Yan etkilerin azalmasinin
nedenleri arasinda, kullanilan sekansin dogal olarak var olmasi, de novo bir peptit
olmamasi, immudn bir molekldl olmamasi (monoklonal antikorlar gibi) ve molekuler
dizeyde simule edilmig etkili etkilesimlerin saglanmasi yer almaktadir. Bulusa konu
VAMP2 proteinin kirpilmig izoformu ile, mevcut teknikteki tedavilere kiyasla daha
surdurdlebilir  terapttik etki elde edilmekte, néromdiskiler blokaj tedavilerini

iyilestirilerek daha iyi bir nérotransmiter salimi kontrolli saglanmaktadir.

Bulusun bir diger amaci, nérotransmiter saliminin daha hassas ve segici bir sekilde
kontrolind saglamaktir. Bulusa konu VAMP2 kirpilmis izoformu, SNARE kompleksi
olusumundaki tetramer etkilesimlerini (VAMP2 - Sintaksin 1A - SNAP25 - SNAP25)
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VAMP2 etkilesim noktalarina baglanarak inhibe eder. Bu mekanizma noérotransmiter
salimini hassas ve segici bir sekilde duzenlemektedir. Bdylece bulusa konu VAMP2
proteinin kirpilmis izoformu ile sinaptik iletimin etkili oldugu nérolojik durumlar igin yeni
bir terapotik yaklagim sunulmakta ve belirli sinaptik yollari hedefleyen tedavilere zemin

hazirlanmaktadir.

Bulusun bir diger amaci, uzun suireli agri yonetiminin saglanmasidir. Bulusa konu
VAMP2 proteinin kirpilmis izoformu ile agri yolaklarinda rol oynayan norotransmiter
salimi azaltilmasi yoluyla SNARE kompleksi inhibisyonuna bagh olarak etkili bir agr
tedavisi saglanmaktadir. Kirpilmis izoformun genetik terapi veya proteini ekspresse
eden hucre hatlari kullanimiyla surekli salimi, uzun sireli agri kontrolinde (kronik agr
sendromlari gibi) gok daha olumlu sonuglar elde edilmesini saglayabilir. SNARE iliskili
asetilkolin salinimini 6nleyerek noromuskuler kavsakta blokaj saglar ve kas

gevsemesine yol agar.

Bulugun bir diger amaci, sinaptik iletimin asirn veya yetersiz oldugu norolojik
durumlarda, sinaptik modulasyon i¢in hedefe yonelik tedavi saglamaktir. Bulusa konu
VAMP2 kirpilmig izoformu SNARE kompleksini inhibe ederek sinaptik vezikillerin
sinaptik bosluga acilmasini engeller. Bu vezikiller ¢esitli hastaliklarda etkili
norotransmiterleri tasiyabilir. Bu GABA gibi inhibitér (baskilayici) bir nérotransmiter ise
izoformun sinaptik vezikul islevini engellemesi sonucunda inhibitér fonksiyon azalir.
Glutamat gibi uyarici bir nérotransmiter ise bloklama sonucu uyarici etkinlik azalir.
Bircok antipsikotik ilag, sinaptik vezikul yapilarinin iglevinde dengesizlige yol acan
yapilari hedefler [3]. SNARE kompleksindeki anormalliklerin sizofreniyle iliskili oldugu
dusundlen dopaminerjik ve glutamaterjik nérotransmisyonun iglev bozukluklarinin
temelinde yattigi 6ne surilmektedir [3]. Ayni zamanda, SNARE iliskili nérotransmiter
salimindaki mekanizmalarin depresif bozukluklara katkida bulundugu ve bu nedenle

SNARE kompleksinin antidepresan tedavi igin hedef alinabilecegi disuntlmektedir [8].

Kirpilmis izoformlarin genetik sekanslarinin ve transkript (cDNA) sekanslarinin (DiZi
NO:3) dogal olarak organizmalarda bulunmasi, terap6tik uygulamalarda biyolojik
uyumluluk ve hedeflenmis yaklasimlar agisindan énemli bir avantaj saglamaktadir [9].
Kesilmis izoformlar, organizma tarafindan dogal olarak tanindiklari i¢cin bagisiklik

sisteminde beklenmedik reaksiyonlara yol agma riskleri disuktlr. Reaksiyon riskinin
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azalmasinda nedenleri arasinda immun bir molekll olmamasi (monoklonal antikorlar
gibi) ve molekuler dlizeyde simule edilmis etkili etkilesimlerin var olmasi da sayilabilir.
Ayrica, sentetik veya tamamen yeni bir proteinden (de novo) farkl olarak, kesilmis
izoformlar biyolojik sistemlerde daha kolay Uretilebilir ve genetik terapi Uretimini
kolaylastirir. Bulusa konu protein de VAMP2 kirpilmis izoformu oldugundan bagisiklik
sisteminde beklenmedik reaksiyonlara yol agma riski diguk olup, organizma tarafindan

dogal olarak taninmakta ve biyolojik sistemlerde kolaylikla Uretilebilmektedir.

Sekillerin Agiklamasi

Sekil 1. P63027 (VAMP2) ve K7ENK9 (kirpilmis izoform) sekans hizalamasi (Bu
hizalama, 116 amino asit kalintisini kapsar, P63027 referans sekansi olarak
gosterilirken, K7ENK9 ise altta gosterilmistir. Tireler (-), K7ENK9 sekansindaki
bogluklari veya eksik kalintilari gosterir. Hizalama, K7ENKS'un P63027'nin kirpiimis bir
versiyonu oldugunu, ilk 45 N-terminal kalintisini ve 3 C-terminal kalintisini kaybettigini,
ancak hizalanan bolgelerde vyuksek sekans benzerligi paylastigini ortaya

koymaktadir.)

Sekil 2. VAMP2 molekilinin dimerizasyonunun bulusa konu VAMP2 Kirpilmig
izoformu ile inhibisyonu (Sol panelde, iki VAMP2 molekultnin fonksiyonel bir dimer
olusturmak Uzere etkilegsime girdigi kanonik VAMP2 homodimer vyapisi
goOsteriimektedir. Sag panelde ise kirpilmis VAMP2 izoformunun VAMP2
dimerlesmesini nasil engelledigi, tam uzunlukta VAMP2'ye (baglanarak inhibe olmus
bir dimer yapisi olusturmasi goOsteriimektedir. Paneller arasindaki ok, normal
homodimerlesmeden inhibe olmus duruma gegcisi belirtmektedir. Protein yapilari, her

bilesen gri metin kutulari ile etiketlenerek gosterilmistir.)

Sekil 3. SNARE kompleksinin (PDB ID: 3HD7) [6] olusumunun bulusa konu VAMP2
kirpiimig izoformu ile inhibisyonu (Sol panelde, SNAP25 (C ve D zincirleri), VAMP2 (A
zinciri) ve STX1A (B zinciri) iceren tam formda SNARE kompleksi gosterilmektedir.
Sag panelde ise, VAMP2 izoformunun (K7ENK9) SNARE kompleksi olusumu
uzerindeki inhibe edici etkisi agiklanmaktadir. VAMP2 izoformu, kompleks bilesenleri
arasindaki dogru etkilesimi engelleyerek SNARE kompleksinin olusumunu
engellemektedir.)
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Sekil 4. VAMP2 ve SNARE kompleksinin farkli durumlarini gésteren yapisal modeller;
(a) VAMP2-Kirpilmig izoform Heterodimeri (VAMP2 ve izoformu K7ENK9 arasindaki
heterodimer, kirpilmanin neden oldugu yapisal farklari ve bunun VAMP2 fonksiyonunu
nasil engelleyebilecegdini vurgulamaktadir.), (b) VAMP2 Homodimeri (ki VAMP2
moleklltinin homodimer olusumu, izoform olmadan gergceklesen kanonik protein
dimerlesmesini gostermektedir.), (c) SNARE Kompleksi (VAMP2 (A zinciri), STX1A (B
zinciri) ve iki zincir SNAP25'ten (C ve D zincirleri) olusan SNARE kompleksinin tam
birlesimi gosteriimektedir, bu da vezikuler fizyon igin gerekli olan dizenli yapiyi
belirtmektedir.)

Bulusun Ayrintili Agiklamasi

Bulus, vezikul iligkili membran proteini 2 (VAMP2) proteininin kirpilmig bir izoformunun
nérotransmiter saliminin segici bir sekilde inhibe edilmesiyle noérolojik hastaliklarin
tedavisinde kullanimi ile ilgilidir. Bulus ile VAMP2 dimerlesmesi inhibe edilerek
nérotransmiter salimi module edilmektedir. Ayrica bulusa konu izoform Cdézunur N-
etilmaleimid Duyarh Faktér Baglayici Protein Reseptori (SNARE) kompleksinin
olusumunu duzenlemektedir. Bulus sayesinde mevcut norolojik tedavilere kiyasla

daha az yan etki ile surdurulebilir terapotik etki saglanmaktadir.

Bulusa konu izoform, kanonik (dogal) VAMP2 (DizZi NO:2) ile yiksek baglanma
afinitesi gosteren, 68 amino asitten olusan ve DiZi NO:1 dizilimine sahip VAMP2
kirpilmis izoformudur (UniProt ID: K7ENK9). Bu kirpilmis izoform, hicrelerin mRNA
dizenleme sirasinda kullandigi bir sure¢ olan alternatif ekleme (splicing)
mekanizmasiyla olusur. Alternatif ekleme, bir genin farkli bélimlerini (eksonlar ve
intronlar) birlestirerek mMRNA'nin farkli kombinasyonlarda duzenlenmesini saglar. Bu
mekanizma sayesinde ayni gen, farkh protein izoformlari Uretebilir. Bu kirpilmis
izoform transkriptinin pre-mRNA’s1 4 ekson ve 3 introndan olugur, ancak kanonik
(dogal) proteini ireten mRNA’da (kanonik mRNA) yer alan 1. ekson (Ensembl No:
ENSE00001888549) ve 4. eksonun (Ensembl No: ENSE00001483806) buyik bir
bolimu izoform mRNA’sinda yer almaz. Kanonik mRNA’da yer alan bu eksonlar
alternatif ekleme sonucu Uretilen izoform mRNA’sinda bulunmazlar. 2126 baz iftlik
uzunluga sahip kanonik transkripte kiyasla, kirpilmis izoformun 1479 baz ifti

uzunlugundaki transkriptinde (DiZi NO:3) bulunan 4 eksonundan 2’si ise protein kodlar
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(coding exon) ve 68 amino asitlik izoform proteinini (DiZi NO:1) tretir. Kirpilmis izoform
proteini, kanonik forma goére N-ucunda (protein sekansi baglangici) 45 amino asit
eksik, C-ucunda (protein sekansi bitisi) ise 3 amino asit eksiktir (5 delesyon, 2

insersiyon).

Bulus icin VAMP2'nin cesitli izoformlari, hesaplamali biyoinformatik yaklasimlarla
kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. Bulusa konu izoform, DiZi NO:2 dizilimine sahip
kanonik (dogal) VAMP2'nin (UniProt ID: P63027) hesaplamali olarak haritalanmig
izoformlarinin kapsamli bir analizinden segilmistir. Gen-merkezli analize gére Homo
sapiens’te VAMP2 proteinin 5 izoformu bulunmaktadir. Bu sireg, hesaplamali yapi
tahmini ve ardindan haritalanmig izoformlarin baglanma afinitelerini belirlemek igin
serbest enerji analizini igermektedir. Yapisi tahmin edilen izoform-VAMP2
komplekslerinin topoloji oryantasyonu ve uyumlulugu incelenmigtir. Topoloji
oryantasyonu, molekulin (6rnegin bir kanonik protein ve/veya izoform) uzaydaki
yonelimini veya yerlesimini ifade eder. Proteinin veya izoformun baglanma bdlgesi,
diger molekullerle (6rnedin SNARE kompleksleri veya VAMP2 dimerleri) hangi agidan
veya dogrultuda bir etkilesim kurdugu ve bu yerlesiminin hicre zarindaki yerlesimine
uygun olup olmadigi Onemlidir. "Topolojiye uyumlu" modeller, su kurallar
saglandiginda tanimlanir: i) Kompleksteki her proteinin oryantasyonu, tipik bir VAMP2
oryantasyonu ile tutarhdir; ii) Her proteinin transmembran bdlgelerinin konumu,
temelde mekansal olarak uyumludur [8]. Yapisal analizlerde diger izoformlarin topoloji
oryantasyonu uyumlu olmayanlari elenmis, kalan izoformlarin baglanma afiniteleri,
enerji bazli analizler ve molekuler modelleme kullanilarak tespit edilmistir. Bu da en
uygun izoformun hizli ve glvenilir bir sekilde secilmesini saglamistir. Topoloji uyumlu
modellerde kanonik (dogal) dimer igin 6n-test baglanma afinitesi ortalama -40
(kcal/mol) iken, secilmis kirpilmis izoformda ortalama -60 (kcal/mol)’'dir. En disuk
baglanma enerjisine sahip izoform, yani en yuksek afiniteyi gosteren izoform, daha ileri
degerlendirme icin segilmistir. Hesaplamali analizde secilen izoformun VAMP2 proteini
ile baglanma egilimi teorik modellerle belirlenmistir. Ancak bu baglanma egiliminin,
gercek biyolojik kosullarda sistemin stabilitesi ve dinamik ozelliklerini etkileyip
etkilemedigini anlamak icin molekuler dinamik (MD) simulasyonlari kullaniimigtir. Bu
etkilesimleri dogrulamak amaciyla, 50 nanosaniye MD simulasyonlari yapiimistir. MD

simulasyonlari, izoform ile VAMP2 arasindaki baglanma bolgesini ve molekuller
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arasindaki hidrojen baglari, Van der Waals etkilesimleri gibi kuvvetlerin zaman
icerisindeki degisimini analiz etmektedir. Bu yontem ile, izoform ile VAMP2 arasinda
olusan dimerin stabilitesi ve dinamigi dogrulamistir. Simulasyonlar sirasinda yapilan
RMSF (Kok-Ortalama-Kare Fluktuasyonu) ve gyrasyon yarigapi olgumleri, izoform ile
VAMP2 dimerinin dinamik stabilitesini ve kompaktligini degerlendirmek igin dnemli
veriler saglamistir. RMSF degerlerinin 3 A'nin altinda olmasi, molekdlin belirli
bolgelerinin 6zellikle baglanma bolgesinin zaman iginde stabil ve az hareketli oldugunu
gostermektedir. Bu durum, izoform ile VAMPZ2 arasindaki baglanma bolgesinin dinamik
kararlihgini desteklemektedir. Ayni sekilde, gyrasyon yaricapinin dustk degerlerde
kalmasi, molekulin simulasyon boyunca yapisal butinlagini korudugunu ve olusan
dimerin kompakt bir yapida oldugunu ifade etmektedir. Bu bulgular, dimerin kararli bir
etkilesim sergiledigini ve molekuler duzeyde etkili bir baglanma sagladigini
gostermektedir. Simulasyonlar sirasinda baglanma afinitesi surekli olarak yeniden
hesaplanarak, izoformun etkinligi ve dogrulugu gosterilmistir. Yeniden hesaplanan
afiniteler, kanonik (dogal) VAMP2 dimeri ve SNARE kompleksinin afinitesiyle
kargilasgtiriimis ve norotransmiter saliminin etkili bir sekilde module edilmesi potansiyeli
belirlenmistir. Sekans verileri UniProt veri bankasi ile elde edilebilir (UniProt, protein
dizisi ve fonksiyonel bilgilerini iceren, kapsamli ve Ucretsiz erisilebilir bir veri tabanidir;
birgok girdi, genom dizileme projelerinden elde edilmistir. SNARE proteinin X-ray kirimi
yapisi Protein Veri Bankalarn (PDB) kullanilarak elde edilebilir. Bu veriler, lUye
organizasyonlarin (PDBe, PDBj ve RCSB) web siteleri araciligiyla internet Gzerinden

Ucretsiz olarak erisilebilir durumdadir.)

Bulusa konu izoform (DizZi NO:1), VAMP2’nin (DiZi NO:2) baglanma cebine yerlesmis
ve VAMP2'nin konformasyonunda lokal degisikliklere neden olmustur. Bu degisiklikler,
VAMP2’nin diger SNARE proteinleriyle etkilesim igin uygun bir yapi olusturmasini
engellemigtir. Bu izoform, hedeflenmig enjeksiyonlar, ileri duzey ila¢g dagitim sistemleri
veya izoformu ifade etmek icin genetik olarak modifiye edilmis hlcreler dahil olmak
Uzere cesitli dagitim yontemleriyle etkilerini gosterebilir. Bu etkilesim, sadece VAMP2
dimerlesmesini inhibe etmekle kalmaz, ayni zamanda diger SNARE proteinleriyle
etkilesime girmesini de engeller ve nihayetinde norotransmiter salimini bozar.
Uygulama sonrasinda, izoform (DiZi NO:1), VAMP2'ye (DiZi NO:2) baglanarak
SNARE kompleksinin olusumu igin gerekli olan heterooligomerlerin olusumunu da

engellemektedir.
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Bulugsa konu rekombinant DNA teknolojisinin kirpilmis VAMPZ2 proteini buyuk
miktarlarda dretim igin uygundur. Bu da kapsamli arastirmalar ve terapotik kullanim
icin olanak tanir, klinik uygulamalar igin tutarli ve guvenilir Gretim yontemlerini garanti
eder. Ayrica, bulusa konu izoform (DiZi NO:1) ve izoform transkripti (DiZi NO:3),
CRISPR-Cas9 gibi ileri diuzey genetik muhendislik tekniklerini destekler, bu da
kirpilmis VAMP2 izoformunu (DiZi NO:1, DiZi NO:3) ifade eden hayvan modelleri ve
hucre hatlarinin olusturulmasina imkan tanir. Bu modeller, biyolojik etkilerini
arastirmak ve potansiyel terapotik uygulamalari kesfetmek igin 6nemli bir rol
oynamaktadir. SNARE kompleksi olusumunu inhibe etmesi sayesinde bulus,
norotransmiter salimi Uzerinde daha uzun sureli etkiler saglayabilir ve botulinum
toksinine kiyasla gerekli miudahalelerin sikligini dnemli 6l¢gide azaltir. Botulinum
toksininin kisa etkili olmasinin temel nedeni, proteinin dogasi ve hicresel
metabolizmadir. Botulinum toksini, sinaptik veziklllerin hiicre membranina
kaynagsmasinda rol oynayan SNARE proteinlerini hedef alarak ndrotransmiter salimini
engeller [7]. Ancak toksinin etkisi zamanla azalir. Botulinum toksini, hucre igine
alindiktan sonra VAMPZ2'yi keser. [7]. Ancak bu toksin, organizmada kalici degildir.
Organizmada bulunan igindeki proteazlar ve diger savunma mekanizmalari, toksini
zamanla yikar ve etkisini azaltir [10]. Ayni zamanda, htcreler, SNARE proteinlerini
surekli olarak sentezler. Botulinum toksini eski SNARE proteinlerini pargalayarak
calissa da yeni SNARE proteinleri sentezlenip membranlara yerlestiginde
norotransmiter salimi geri doner. Buna karsilik, kirpiimis izoform SNARE kompleksinin
bilesenleriyle baglanir, ancak tam kompleks olugumuna izin vermedigi igin
norotransmiter salimi uzun sure inhibe edilebilir. Bunun nedeni, izoformlarin SNARE
kompleksinin bir parcasi gibi davranip, negatif bir etki yaratmasidir. insan genetik
yapisinda bu kirpilmig izoformu kodlayan gen mevcut oldugu igin izoformun dretimi
hucresel gereksinimlere gore surekli devam edebilir. Bu, disaridan verilen bir toksin
veya ilacin zamanla metabolize edilerek etkisini kaybetmesine kiyasla daha uzun sureli
bir etki saglar. Bunun yaninda kesilmis izoformlari kodlayan mRNA’lar, hedef hlicrelere

tasinabilir ve burada protein sentezi saglanabilir.

S6z konusu izoform (DiZi NO:1), SNARE kompleksi olusumunu ve/veya VAMP2

dimerizasyonunu inhibe ederek nérotransmiter salimini module ederek;

9



10

15

20

25

30

multipl skleroz ve serebral palsi gibi norolojik durumlarla iligkili kas spastisitesini
hafifletir,

fibromiyalji ve néropatik agri gibi kronik agri sendromlarinin sinyal yollarinda rol
oynayan norotransmiter salimini azaltir,

epilepsi ve Parkinson hastaligi gibi norolojik bozukluklarin yonetimi igin
hedeflenmis nérotransmiter salimini module eder,

asiri terleme ve yuz estetik mudahaleleri gibi noromuskuler blokaj gerektiren
durumlar i¢in kalici néromuskuler blokaj sagdlar,

norotransmiter saliminda yer alan sinaptik yollari hedefleyerek agri yonetimi
saglar,

dlzensiz sinaptik iletimle karakterize edilen bozukluklara karsi mevcut
tedavilerinin sinirlamalarini giderir,

arastirma ve terapétik calismalar igin kirpilmis VAMP2 izoformunu (DiZi NO:1)
kalici olarak ifade eden genetigi degistiriimis hucre hatlarinin gelistiriimesini
kolaylastirir,

belirli sinaptik yollari hedefleyen yeni tedavi segeneklerinin arastirilmasina

olanak taniyarak arastirma icin yeni firsatlar sunar.

Sz konusu izoform (DiZi NO:1) kullanilarak terapétik etkilerin kalici hale getirilir ve

boylece migren veya kronik agri sendromlari gibi surekli tedavi gerektiren kronik

hastaliklarda, ylz genclestirme ve uzun slreli kirisikhk giderme gibi estetik

mudahalelerde tedavi etkinligi saglanir, surekli midahaleye gerek kalmaz. Ayrica

bulusa konu izoform (DiZi NO:1) hasta uyumunu artirarak gesitli durumlarda tedavi

sonuglarini da iyilestirmeye katkida bulunmaktadir.

VAMP?2 kirpilmig izoformu (DIiZi NO:1) hedefli uygulanmasi yoluyla nérotransmiter

saliminin geri donusumlu olarak inhibe etmekte, bu da sinaptik aktivitenin kontrollt

modulasyonuna olanak saglamaktadir. Boylece,

hasta 6zelinde doz ayarlamalari yapilarak optimal sonuglar elde edilmekte,
epilepsi gibi durumlarda akut nébetler sirasinda nérotransmiter saliminin gegici
modulasyonu saglanmakta,

akut agri epizotlarini yonetmek igin gegici norotransmiter dinamiklerinin kontrol

edilmesini saglanmaktadir.
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Terapétik ve arastirma uygulamalari igin kirpilmis VAMP2 izoformunu (DiZi NO:1)

surekli ifade eden genetigi degistiriimis htcre hatlari biyolojik sistemlerde kolayca

Uretilebilir. Bu sayede,

cesitli hastalik modellerinde bu izoformun nérotransmiter dinamikleri Gzerindeki
biyolojik etkilerini arastirmak i¢in bu hicre hatlar kullanilabilir,

norotransmiter salim mekanizmalarini hedefleyen yeni terapétik bilesiklerin
taranmasi ve ilag gelistirme sureglerine katki olmasi igin bir platform
saglanabilir,

agri yonetimi ve noéromuskuler bozukluklar igin bu izoformu igeren tedavi
secenekleri Uretmek Uzere bu hlcre hatlarinin kullanilabilir,

sinaptik plastisite ve sinir onarim mekanizmalari Uzerinde bu izoformun etkisini

incelemek icin bu htcre hatlarinin kullanilabilir.

VAMP2 kirpiimis izoformu (DiZi NO:1) oézelliklerinden yararlanarak geleneksel

noroinhibitor tedavilerle iligkili yan etkileri en aza indirerek tedavi etkinligini

artinlmaktadir. Tedavi etkinliginin artirlmasi sayesinde;

anksiyete bozukluklari, depresyon ve diger iligkili durumlarin yonetimi
saglanmakta,

ndrodejeneratif hastaliklarda, 6rnegin Alzheimer ve Huntington hastaliklarinda,
norotransmiter salimi stabilize edilerek tedavide iyilestirme saglanmakta,

daha dusuk ilag dozlarinin kullaniimasi mumkun olmakta, bu da kronik

durumlara sahip hastalarda yan etki riskini azaltmaktadir.

Nororehabilitasyon stratejilerinde VAMP2 kirpilmig izoformu (DiZI NO:1) kullanilarak

norotransmiter saliminin modulasyonu ile norolojik bozukluklarin da iyilesmesini

desteklemektedir. Dolayisiyla bulus ile nérotransmiter saliminin  modulasyonu

sayesinde;

etkilenen beyin bolgelerinde sinaptik plastisite ve iyilesme sonuglarini artirarak
biligsel iglev ve motor becerileri gelistirmekte,

felg hastalarinda noral rejenerasyon ve onarimi destekleyerek iyilesme surecini
kolaylastirmakta,

travmatik beyin hasarindan (TBI) iyilesen hastalarda rehabilitasyon sonuglarini

iyilestirmektedir.
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Sinaptik disfonksiyonla iligkili durumlar icin hedeflenmis tedaviler gelistirmek amaciyla
VAMP2 kirpiimis izoformu (DiZi NO:1) kullanilabilir. VAMP2 kirpilmis izoformu (DIZi
NO:1) kullanimi;
- anksiyete bozukluklari olan hastalar igin norotransmiter salimini segici olarak
module ederek tedavi sonuglarini iyilestirmekte,
- norodejeneratif hastaliklarda sinaptik asirn aktiviteyi azaltarak Alzheimer

hastalarina semptomatik rahatlama saglamaktadir.

Norotransmiter saliminda yer alan belirli protein-protein etkilesimlerini inhibe etmek igin
VAMP2 kirpilmis izoformuna (DiZi NO:1) dayali farmakolojik ajanlar elde edilebilir.
Buna bagl olarak;
- SNARE kompleksi olusumunu hedef alan farmakolojik ajanlar gelistirilebilir ve
kronik agri kosullarinin tedavisinde yeni bir yaklagsim sunulabilir,
- VAMP2 dimer olusumunu hedef alan farmakolojik ajanlar geligtirilebilir ve kronik
agri kosullarinin tedavisinde yeni bir yaklasim sunulabilir,
- sinaptik iletimin dizensiz oldugu durumlarda norotransmiter dinamiklerini

module eden farmakolojik ajanlar gelistirilebilir.

Belirli néronal yollarda ndrotransmiter salimini segici olarak inhibe etmek icin VAMP2
kirpiimis izoformundan (DiZi NO:1) tiretilmis terapétik peptitler gelistirilebilir ve bu
terapotik peptitler;

- multipl skleroz ile iligkili spastisite mudahalelerinde kullanilabilir,
- sinaptik aktiviteyi module ederek noromuskuler bozukluklarin iyilesmesini

desteklemek icin kullanilabilir.

VAMP2 kirpilmis izoformu (DiZi NO:1) ve izoform transkripti (DiZi NO:3)
norotransmiter salimini kalici olarak module etmek igin gen tedavisi uygulamalarinda

da kullanilabilir. Bu gen tedavisi yaklagimi;

- epilepsi gibi durumlar icin uzun vadeli bir ¢ézim sunarak ndébet sikhgini ve

siddetini azaltabilir,
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- beyin yaralanmalarindan iyilesmeyi destekleyerek stabil nérotransmiter sinyalini

tesvik edebilir.
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