ERCIYES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi GENETIiK ANABILiM DALI

miR-124’iin GROWTH HORMON-INSULIN LIKE
GROWTH FACTOR-1(GH-IGF-1) YOLAGI UZERINDEKI
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

TIPTA UZMANLIK TEZI

Dr. Neslihan KILIC KARADUMAN

KAYSERI - 2019



T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi GENETIiK ANABILIM DALI

miR-124’iin GROWTH HORMON-INSULIN LIKE
GROWTH FACTOR-1(GH-IGF-1) YOLAGI UZERINDEKIi
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

TIPTA UZMANLIK TEZI

Dr. Neslihan KILIC KARADUMAN

Tez Damismam

Prof. Dr. Yusuf OZKUL

Bu tez, Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan TTU-2018-8330 kodlu proje ile desteklenmistir.

KAYSERI - 2019



TESEKKUR

Tipta Uzmanlik egitimim boyunca ilminden faydalandigim, insani ve ahlaki degerleri
ile de ornek edindigim degerli hocalarim 6zellikle tez danigmanim Prof. Dr. Yusuf

OZKUL, Prof. Dr. Munis DUNDAR ve Prof. Dr. Cetin SAATCI"ye,

Tez calismam ve laboratuvar ¢alismalarimdaki destekleri i¢in Dog. Dr. Serpil TAHERI,
Uzm. Bio. Kezban Korkmaz BAYRAM ve Molekiiler Biyolog Zeynep YILMAZ’a,

Ayrica tez siirecindeki yardimlarindan dolayr Dr.Ogr.Uyesi Muhammet Ensar

DOGAN’a, Dr. Hilal AKALIN’a ve hemsiremiz canim ablam Selma USTUNELe,

Beraber calisma firsat1 buldugum sevgili calisma arkadaslarim Uzm. Dr. Meltem, Uzm.

Dr. Nefise, Dr. Ulviyya, Dr. Saide Betiil, Dr. Ozlem ve Dr. Kiibra’ya,
Beni bu kariyer yolunda yonlendiren kiymetli 6gretmenlerime,

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi uzmanlik egitimim ve tez calismam boyunca
destegini benden esirgemeyen, iyi insan olmanmn Onemini asilayan, bugiiniime
gelmemde en biiylik emege sahip olan cannom ANNEM ve BABAM’a ve ¢ok sevdigim
KARDESIM’e,

Tiim bu siireclerdeki destegi ve sabri igin sevgili esim Uzm. Dr. Muhsin
KARADUMAN’a, bu tempoda en c¢ok ihmal ettigim, nese kaynagim, bitanecik

balkizima sonsuz tesekkiir ederim.

Neslihan KILIC KARADUMAN



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ot i
ICINDEKILER ...........oooomimiiiiioioeeeeeeeeeeeeeeeee e, ii
KISALTMALAR .......ooooimimiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee et v
TABLOLAR LISTEST ......coooooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e, vii
SEKILLER LISTEST ......oooiiiiiiiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, viii
OZET ...ttt X
ABSTRACT ...ttt e e e e e e v Xii
1. GIRIS VE AMAGC ..ottt 1
2. GENELBILGILER.............cocooviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 4
2.1. EPIGENETIK .....ooiiiiteteeeeeeiece et 4
2.1.1. EPIGENETIK MEKANIZMALAR ........cooooiiieiiieceeeeeeeeeeeeeeeeveeennnn 5
2.1.1.1. DNA MEtIaSYONU .....cceeriiiiiiiiiiiieeeniiiiee ettt e e e 7

2.1.1.2. HiSton DegISIMIETI .....cccovvriiiiniiiiiiiniiiiee et 7

2113 MIRNATIAL L.t 7

2.2 MIR-124-3D oot 10
2.3. GH-IGF-1 YOLAGI......cocooviiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
2.4. ASIRI BUYUME DURUMLARI...........ccooviiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 16
2.4.1. GIGANTIZM VE AKROMEGALI........c.ccooviviiiiiieeceeeeeeeeeeeeeeeans 19
2.4.1.1. Gigantizmin EtyOpatOZeNeZI ........cccovvuviiiirriiiiieiniieee e 21

2.4.1.2. KInik Bul@ular ..........cooiiiiiiiiiic e 27

R T T ¥ 1§ WP 27

2414 TEAAVE oo 28

2.4.2. Trizomi X (47, XXX Kadin) ....cccovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 28
2.4.3. Klinefelter Sendromu (47, XXY) .oooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee, 29
244, 47, XYY EIKEK ..o 29
2.4.5. Frajil X Sendromu .........ccueeiiiiiiiiiniiiieeeniiice e 29
2.4.6. Kromozom 22q13.3 Delesyon Sendromu............ccceeevviieieinniieeeinniieeeenns 30
2.4.7. Asir1 Beslenme (ODEZIL) ....ceevvuuiiviiiiieieieiiiiiiiieee et 30

i1



2.4.8. IGF-1 ReseptOriniin TriZOMIST ....evevereeeeeeriniiiiiiieeeeeeeeeiiiieeeee e e e e e 30

2.4.9. Bozulmus FGFR3 - CATSHL Sendromu.............ccooovviiiiiiiiiiiiiiieeeee, 31
2.4.10. LIPOAIStIOfi.ccceeiieiiiiiiiiiiieee ettt e e e e e 31
2.4.11. Prepubertal Seks Hormonu Fazlalig1 .............ccceeeiiiiniiiiiiiiiiiiinieeee, 32
2.4.12. Cinsiyet Hormonu Eksikligi veya Direnci..........ccceeevviiiiiiiieeiiiinnniiiinee. 32
2.4.13. Aromataz Eksikligi - Ostrojen Direnci ...........cocooveveveeereveeereveeeenenennns 32
2.4.14. Ailesel Glukokortikoid EKSIKIIZi......cccuveeruiiiriiiiiiiiiiieieieceieceeece 32
2.4.15. Marfan Sendromu tip 1 ve tip 2 (MFS1, MFES2) ....ccooiiiiiiiiiiiiiiie, 33
2.4.16. Beals Sendromu (Dogumsal Kontraktiirel Araknodaktili)........................ 33
2.4.17. HomOSIStINUIT tIP 1 ..evviiiiiiieeiiiiiiiiiieeee et 33
2.4.18. Beckwith-Wiedemann Sendromu..........c.cceeeeeriiieieiniiieeeinniieee e 34
2.4.19. Simpson-Golabi-Behmel Sendromu, tip 1 ve 2 ......cccoevviiiiiiiiiiiiiininnnnnn, 34
2.4.20. SOtOS SENATOIMU ......eeiiriiiiiieiniiiiee ettt e ettt e e st e e e sirreeeesirreeeesineeeeenaes 34
2.4.21. Weaver SENArOMU........c..ueiiiriiieeieriiieee et e et e e e ee e eeeseneeee e 35
2.4.22. NeVO SEeNAIOMU ......cccoriiiiiiiiiiiiieieniiie et e et e et e e e sinaeee e 35
2.5.GENLER ..ottt e 35
2.5.1. GHI (Growth hormomne 1).......cccoeeeiiiiiiiiiiiiiieeeiieeiiiiiie e, 35
2.5.2. IGFI (Insulin Like Growth Factor 1) .......cccccoooviiiiiiiiiiieeiiiiiiiiiiiciee e, 36
2.5.3. GHRH (Growth Hormone Releasing Hormone)................ccccceeeeiinninnnneee. 37
2.5.4. IGFBPS5 (Insulin Like Growth Factor Binding Protein 5)............ccccuueeeee. 38
2.5.5. GHR (Growth Hormone Receptor) .........ccoevuviiiiiiiieiiiiiiiiiiieceeee e 39
2.5.6. IGFIR (Insulin Like Growth Factor 1 Receptor)..........cccuvvveeeiiiiinnninnnnen. 39
2.5.7. IGFBPI (Insulin Like Growth Factor Binding Protein 1)............cccueueeeee. 41
2.5.8. GHRL (Ghrelin And Obestatin Prepropeptide) ..........cocecuuveiieeeieeinnnninneneen. 42

3. YONTEM Ve FARELER ............cccc.cooomiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee e, 45
3.1. VERI TOPLAMA ARACLARI ........cocooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 45
3.2. FARELER ve YASAM KOSULLARI .....ccccoeiiiiiiiiiieiieeeeeceeeeee e 46
3.3 YONTEM ....coouiiiiiice ittt 47
3.3.1. MikroenjeKsiyon YONIEMI «..ceeeeuurrireieeeeeeeiiiiiiieeeee e e et ee e e e e e e 47
3.3.2. KO TaKIDi..ceeueieieiiieieiieeeiiec et 49
3.3.3. Hipotalamus ve Hipofiz Dokularindan RNA izolasyonu ........................... 49

11



3.3.4. Kan Dokusundan RNA 1Z0lasyonu .............ccecoeiveveeeierieeecseeeeeenenennns 50

3.3.5. CDNA EIAESI....eeeiiiiieiiieieiiecetee et 51

3.3.6. GEn EKSPI@SYONU......ueiiiiiiiieeeiiiiiiiieteee et e ettt e e e e e e e 52
3.3.7. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ) yontemi ile GH ve IGF-1
Diizeylerinin OICUIMESi...........cvoveveeeveeeeeeeeeeeee e, 53

3.3.8. IStatiksel ANALIZIET ..........c.oveveeieiiiiereseeeeereeeeeeeeeee e 54

4. BULGULAR ...ttt et 55
4.1. Farelerde Fenotipik Bulgular.............ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 55
4.2. Kilo Takibi BulUIATT ......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiei e 55
4.3. mRNA Ekspresyon Analizi Bulgulari.............cccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeen 67
B30 GH oo e e 67
A.3.2  IGF T ittt e 70
A.3.3. GHRH ..ottt ettt 72
B34 IGFBPS ..ot 75
A.3.5. GHR ..ot 77
A.3.0. IGF IR ..ottt ettt 80
A3 T IGFBPI ..ot 82
A.3.8. GHRL ...ttt 85

4.4. ELISA ile GH ve IGF-1 Protein Konsantrasyon Bulgulari................ccceeeeeenn. 87

S. TARTISMA VE SONUC ..ottt 94
6. KAYNAKILAR ..ottt et 105

v



ALS
CBS
CCA
cDNA
Cyp19
dk.
DNA
ELISA
FBN1
FBN2
FGFR-3
GCY
GH
GHR
GHRH
GHRL
GPC3
IGF-1
IGFBP
JAK
LOH
MAPK
MEN1
ml
mRNA
NF1

KISALTMALAR

: asit labil subunit

: sistatyonin beta sentaz

: konjenital kontrakturel araknodaktili
: komplementer DNA

: sitokrom p450,19,aromataz

: dakika

: deoksiriboniikleik asit

: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
: fibrilin 1 geni

: fibrilin 2 geni

: fibroblast growth faktor reseptor 3

: ekstra Y spesifik kontrol geni

: bilylime Hormonu (Growth hormon)
: bilylime hormon reseptorii

: biilyiime hormonu salgilatict hormon
: ghrelin

: glipikan 3

: insiilin benzeri biiytime faktorii 1

: IGF baglayici protein

: janus kinaz

: heterozigosite kaybi

: mitogen-activated protein kinase

: multiple endokrin neoplazi tip 1

: mililitre

: mesajc1 riboniikleik asit

: norofibramatozis tip 1



NFW
NSD1

PBS
PCR
PTTG
qPCR
Real-Time PCR
RNA
SAM
SHOX
sn.
SOCS
STAT
TGFBR2

: nuclease-free water

: nuclear receptor binding su(var), enhancer-of-zeste and trithorax

domain protein 1
: phosphate buffered saline
: polymerase chain reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
: pituiter timor transforming geni
: kantitatif PCR
: gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
: ribontikleik asit
: S-adenosil metiyonin
: short stature homeobox containing gene
: saniye
: suppressor of cytokine signaling
:signal transducer and activator of transcription

: transforming growth factor-beta receptor 2

vi



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1. miR-124-5p ve miR124-3p nin diZiS1. «.coovvveeeiniiiiieiiiieeeeeiieeeeeeee e 11
Tablo 2. Asir1 biiylimenin molekiiler temeli ve etyopatogenezi..........ccceeeeevvvvvvveeeeeennnn. 18
Tablo 3. Growth hormon fazlaliginin etiyolojisi.......cc.uuveeeeiiiiriiiiiiiiiiiiiieiiiieeeee, 21
Tablo 4. Gigantism ve akromegali ile iliskili genetik sendromlar............cc.ccoceeevnneiee. 22
Tablo 5. Dokulardan RNA izole edilen drnekler i¢in karigim miktarlari....................... 51
Tablo 6. cDNA sentezi igin PCR Programi ...........oooouuiiiiiiiiieiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiieeeeee e 51
Tablo 7. Gen ekspresyon ¢alismasi i¢in gerekli malzemeler ve miktarlart. ................... 52
Tablo 8. Ekspresyonu arastirilan genlere ait bilgiler ...........cccoovviiiiiniiiiiiiniiieciineeee. 53

vii



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.

Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.
Sekil 20.
Sekil 21.
Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.

SEKILLER LISTESI

Uc ana epigenetik modifikasyon meKanizmast..............cc.cocvevevererevereeenenennns 6
MikroRNA biyogenezi ve etki meKanizmasl. ........ccoccvveeenniieeeenniieeeennnneeen. 10
GH / IGF-1 QKSItuuttiiiiiieiiieeetee ettt 13
Insan kas ve yag dokusunda bugiine kadar arastirilan GH sinyal proteinlerinin
sematik ve basitlestirilmis gOSErTM ...eeeeeeerrrriiiiiiiiieeeeeieiiieeeeee e 16
Biiyiime fazlalig1 olan hastalarda klinik yaklasim ..........ccccoccceoniiiinnnnen. 17
Gigantizm ve akromegali ile iligkili genetik mutasyonlar...............cccceeeeeeee. 23
Embriyolarin farkl giinlerde alinmis fotograflart. ..........ccoccceeeniiiiennnnen. 55

Giinlere gore kontrol ve miR-124* erkek ve disiler arasindaki agirlik

KIYaSIaAMAST. ..vveeeeiiiiee e 56
Giinlere gore kontrol ve miR-124* erkekler aras1 agirlik kiyaslamasi........... 57
Giinlere gore Kontrol ve miR-124* disiler aras1 agirlik kiyaslamast............. 57
Tiim farelerin haftalara gore tarttlart. ..........oooooeviiiiiiiiiinniieeeee, 58
Fareler 12 haftalikken gruplar arasi agirligi kiyaslanmasi........................... 59
Fareler 16 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasi........................... 60
Fareler 20 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasi........................... 61
Fareler 24 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasi.......................... 62
Fareler 28 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasi.......................... 64
Fareler 31 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasi........................... 65
Fareler 36 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasi.......................... 66
Hipotalamus, hipofiz ve kanda GH geni ekspresyon kiyaslanmasi................ 69
Hipotalamus, hipofiz ve kanda IGFI geni ekspresyon kiyaslanmast ............ 72
Hipotalamus, hipofiz ve kanda GHRH geni ekspresyon kiyaslanmasi.......... 74
Hipotalamus, hipofiz ve kanda IGFBP5 geni ekspresyon kiyaslanmasi........ 77
Hipotalamus, hipofiz ve kanda GHR geni ekspresyon kiyaslanmasi............. 79
Hipotalamus, hipofiz ve kanda IGFIR geni ekspresyon kiyaslanmasi.......... 82

Hipotalamus, hipofiz ve kanda IGFBPI geni ekspresyon kiyaslanmasi........ 84
Hipotalamus, hipofiz ve kanda GHRL geni ekspresyon kiyaslanmasi........... 86
Kontrol ve FO miR-124* disiler arasindaki GH diizeylerinin

Karstlastirmast .......ooooiiiiiiiie 87

viil



Sekil 28.

Sekil 29.

Sekil 30.

Sekil 31.

Sekil 32.

Sekil 33.

Sekil 34.

Sekil 35.
Sekil 36.

Kontrol ve FO miR-124* erkekler arasindaki GH diizeylerinin

Karstlastirmast ........oeeiiiiiiiee e, 88
Kontrol ve F1 miR-124* disiler arasindaki GH diizeylerinin

Karstlastirmast ........ooeiiiiiiiie e 88
Kontrol ve F1 miR-124* erkekler arasindaki GH diizeylerinin

Karstlastirmast .......oooeiiiiiiiie e 89
Kontrol ve FO miR-124* disiler arasindaki IGF-1 diizeylerinin

Karstlastirmast ........oeeeiiiiiiii e 89
Kontrol ve FO miR-124* erkekler arasindaki IGF-1 diizeylerinin
Karstlastirmast ........coeeiiiiiiie e 90
Kontrol ve F1 miR-124* disiler arasindaki IGF-1 diizeylerinin

Karstlastirmast .......oooeeeiiiiiiii e 90
Kontrol ve F1 miR-124* erkekler arasindaki IGF-1 diizeylerinin

Karstlastirmast ........oooeiiiiiiiii e, 91
Tiim gruplardaki GH diizeylerinin karsilastirtlmasi.........c.cccceeeeviieeeennnnneee. 92
Tiim gruplardaki IGF-1 diizeylerinin karsilagtirilmast. .......ccccceovvvveeeennnnnee.. 93

iX



miR-124’iin GH/IGF-1 YOLAGI UZERINDEKI ETKiSiNiN ARASTIRILMASI

OZET

Genel popiilasyonda biiyiime, genetik ve epigenetik faktorler arasindaki karmasik bir
etkilesimle belirlenir. miR-124, yetiskin beyninde ©zel olarak ifade edilen en iyi
karakterize edilmis ve en bol bulunan miRNA’lardan biri olup, bazi genlerin ifadesini

dogrudan etkileyebilen epigenetik bir faktordiir.

Bu calismada miR-124’{in anabolik bir sistem olan GH-IGF-1 aksi iizerine etkisi
aragtirildi. {1k olarak Balb/c wki fare embriyolarma miR-124-3p mikroenjeksiyonu
yapildi. Mikroenjeksiyon sonrasi dogan (paramutant/miR-124*) 5 erkek, 1disi fare (FO)
caligma grubu olarak kullanildi.Kontrol grubu olarak da 4 erkek, 4 disi 8 fare kullanild1.
Kilo takibi yapilan bu farelerden, miR-124* lar kendi aralarinda kontrol fareler de kendi
aralarinda ciftlestirilerek F1 nesli elde edilmistir.3 erkek 2 disi olmak iizere 5 tane F1
miR-124* fare ve 4 erkek 10 disi olmak iizere 14 tane kontrol fare kullanilmistir. F1
nesli i¢cin de kilo takipleri yapilmistir. Agirlik ve viicut biiyiikliigii acisindan farelerin
cok farklandiklar: tespit edilmistir. Daha sonra bu farelere ait hipotalamus, hipofiz ve
kan orneklerinde GH-IGF-1 yolaginda gorevli olan GH, IGF1, GHRH, IGFBP5, GHR,
IGFIR, IGFBPI, GHRL genlerinin ekspresyonlar1 Real Time PCR ile, GH ve IGF-1
genlerinin ekspresyonlari ayrica ELISA metodu ile de tespit edilmistir.

FO miR-124*erkekler ve F1 miR-124*erkeklerin, kontrol erkeklere kiyasla agirlik
artiglar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). FO miR-124*erkeklerin, F1
miR-124*erkeklere kiyasla daha agir olduklar1 da istatistiksel olarak belirlenmistir
(p<0,05).IGFBP1 in hipotalamustaki ekspresyon bulgularinda F1 paramutant erkeklerin
FO paramutant erkeklere kiyasla istatistiksel olarak anlamli ekspresyon artisi
goriilmiistiir (p<0,05). FO paramutant erkek grubundaki GH diizeyleri kontrolleriyle
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmistir (p<0, 05). FO
paramutant disinin de kontrollerine gére artmus GH diizeyi izlenmistir. Istatistiksel
olarak anlamli bulunamasa da her iki cinsiyette de FO>F1>kontrol seklindeki GH
diizeyleri ve bununla korele GH kan ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir. IGFBPS
geni icin istatistiksel olarak ispatlanamasa da tiim dokularda FO ve F1 paramutant

erkeklerde kontrollerine gore belirgin ekspresyon artisi izlenmistir. /GFIR kan



ekspresyon bulgularinda F1 paramutant erkegin kontrol erkek ve F1 paramutant disilere
gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da bariz artmus ekpresyonu
saptanmustir.Disilerde de birer Ornek olmalarmma ragmen her iki jenerasyonda da
kontrollerine gore artmus bir ekspresyon gozlenmistir.

Sonu¢ olarak miR-124 enjeksiyonu farelerde kilo artis1 ve iri fenotipe neden
olmaktadir.Bu etkinin bir sonraki kusakta azalarak ta olsa devam ettigi belirlenmistir.
Bu kiigiilmenin IGFBP1 ekspresyonundaki artis nedeni ile olabilecegi
kanisindayiz.Diger taraftan GH ekspresyonundaki artis ile kilo artig1 arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu diger bir bulgumuzdur .IGFBP5 ve IGFIR genlerinin ise biiylimeye
katki sagladiklarim1 diisiindiirecek sayisal olarak ekspresyon bulgularimiz olmakla
birlikte,istatistiksel olarak anlamlandirilamamistir.Bu durumun temel nedeninin de
ornek sayisindaki yetersizlik oldugunu diisiinmekteyiz. Bu mekanizmanin net olarak
aydinlatilabilmesi ve bu calismanin desteklenmesi icin daha fazla Ornek sayisiyla

benzer calismalar yapilmaldir.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MIR-124 ON THE GH /IGF-1 ROAD

ABSTRACT

Growth in the general population is determined by a complex interaction between
genetic and epigenetic factors. miR-124 is an epigenetic factor that can now influence
the expression of genes, whether one of the best expressed and most abundant miRNAs

is specifically expressed in the adult brain

In this study, miR-124-3p microinjection was performed on Balb / ¢ breed mouse
embryos to investigate the effect of miR-124 on an anabolic system GH-IGF-1 axis. 5
male, 1 female mice (FO) born after microinjection (paramutant / miR-124 *) were used
as study group. As a control group, 4 males and 4 females, 8 mice were used.These
mice were then weight-tracked, miR-124 * s were mated among themselves and control
mice were mated among each other to obtain F1 generation. 5 F1 miR-124 * mice (3
male and 2 female) and 14 control mice (4 male and 10 female) were used in our study.
Weight tracing was performed for F1 generation. Mice were found to be very different
in weight and body size. The expressions of GH, IGF1, GHRH, IGFBP5, GHR, IGFIR,
IGFBPI, GHRL genes which were involved in the GH-IGF-1 pathway in the
hypothalamus, pituitary and blood samples of these mice were also analyzed by Real
Time PCR. Expression of GH and IGF-1 gene has also been determined with ELISA
method.

Weight increases of FO miR-124 * males and F1 miR-124 * males were found
statistically significant compared to control males (p <0.05). FO miR-124 * males were
statistically more heavy than F1 miR-124 * males (p <0.05). In the expression findings
of IGFBPI in the hypothalamus, a statistically significant increase was observed in F1
paramutant males compared to FO paramutant males (p <0.05). GH levels in the FO
paramutant male group were significantly increased compared to controls (p <0, 05).
Increased GH levels were also observed in FO paramutant female compared to controls.
Although not statistically significant, GH levels of FO> F1> control and correlated with
GH blood expression levels were determined in both sexes. Although there was no
statistical evidence for IGFBP5 gene, FO and F1 paramutant in all tissues showed

significant increase in expression compared to controls. In the /GFIR blood expression
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findings, an increased expression of F1 paramutant male compared to control male and
F1 paramutant females was found, although not statistically significant. Although they
were also one example in females, increased expression was observed in both
generations.

As a result, miR-124 injection causes weight gain and large phenotype in mice. This
effect is reduced in the next generation, but is nevertheless determined to continue. We
think that this decrease may be due to the increase in /IGFBPI expression. On the other
hand our other findings that there is a positive correlation between weight gain and an
increase in the expression of GH. Although the /IGFBP5 and IGFIR genes are thought
to contribute to growth, we have numerical expression findings, but they were not
statistically significant. We think that the main reason of this situation is the inadequacy
in the number of samples. Similar studies should be carried out with more number of

samples in order to clarify this mechanism and support this study.
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1. GIRIS VE AMAC

Epigenetik, DNA dizisinde degisiklik olmadigi halde kaltsal fenotipte olusan
degisiklikleri ifade eden bir terimdir [1]. Bugiin en ¢ok kullanilan ve de kabul goren
tanimu ise sOyledir: Epigenetik; DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen
ekspresyonundaki farkliliklar1 inceleyen bilim dalhidir [2], [3]. Epigenetik mekanizmalar,
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel ve/veya translasyonel ve post-translasyonel
modifikasyonlarla gen aktivitesini etkileyebilirler [4].  Post-transkripsiyonel
mekanizmalarda etkili olan faktorlerden biri olan mikro RNA’lar (miRNA), kiiciik,
kodlayic1 olmayan RNAlardir [S]. DNA’dan transkribe olup, translasyona ugramazlar
ve proteine kodlanan diger genlerin ifadesini diizenlerler [6]. Noral kok hiicre cogalmasi

ve farklilagsmas1 dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik siirecte islev goriirler [7].

miR-124, yetiskin beyninde 6zel olarak ifade edilen en iyi karakterize edilmis ve en bol
bulunan miRNA’lardan biridir. [8] Her ne kadar miR-124 ailesi omurgalilarin yetigkin
beyninde yiiksek oranda ifade edilse de, norojenezdeki rolii tam olarak bilinmemektedir
[9]. Mikro RNA’lar kullanilarak yapilan mikroenjeksiyon deneylerinde, yapilan
mikroenjeksiyonun bir sekilde metabolizmay1 etkileyebildigi ve mikro RNA’nin
ebeveyndeki etkileri yeni nesile tasiyabilecegine dair 6nemli veriler elde edilmistir [10].
Minoo ve arkadaslar1 yaklagik 21-22 niikleotidlik kiigiik bir RNA molekiilii olan miR-
124’iin mikroenjeksiyonu sonucunda hem prenatal hem de postnatal donemde daha iri
fenotipe sahip farelerin olustugunu gozlemlemislerdir [11]. Bu ¢aligmadan yola ¢ikarak

biz de miR-124 mikroenjeksiyonunun iri fenotip olusturma mekanizmasini



aydinlatabilmek amaciyla anabolik bir aks olan Growth hormone-Insulin like growth

factor 1 (GH/IGF-1) aks1 tizerindeki etkisini incelemeyi planladik.

GH / IGF-1, birkag¢ iiye iceren anabolik bir akstir. Bu iiyeler baslica GH salgilayan
hormon (GHRH), biiyiime hormonu (GH), GH reseptorii (GHR), Insulin Like Growth
Factor 1 (IGF-1) ve IGF-1 reseptorii (IGF-1R)diir. GH reseptiiniin asag1 akis
mediyatorleri olan STATS, JAK2 ve SOCS1-3 de siklikla bu aksa dahil edilir. Ayrica
IGF baglayici proteinler (IGFBP’ler) ve dolasimda IGF-1"1 tagiyan, yar1 omriinii uzatan
ve biyoyararlanimini diizenleyen asit labil subunit (ALS)de bu yolakta gorevlidir [12].
GH, cesitli gen dizilerini uyararak merkezi bir metabolik role sahiptir [13]. Direk etkisi
ve IGF-1 iizerinden olan etkileriyle biiylimeyi diizenler. GH hemen hemen tiim
hiicrelerde bulunan reseptorii araciligiyla davranir ve kas Kkiitlesini, yag lipolizini,
dogrusal ve radyal kemik biiyiimesini ve kemik mineralizasyonunu arttirir [12]. GH /
IGF-1’in anabolik bir aks olmasi sebebiyle, GH / IGF-1 fazlaliginin biiylimenin

artmasina yol agmasi beklenmektedir.

Genel popiilasyonda biiyiime, genetik ve epigenetik faktorler arasindaki karmasik bir
etkilesimle belirlenir. Gigantism, epifizyal biiyiime plaklar1 agikken asir1 miktarda
biiylime hormonu (GH) ve insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1) salinimi ile
karakterize bir sendromdur [14]. Bu durum, tamimlanabilir ve klinik olarak tedavi
edilebilir bir nedeni oldugundan, nadir fakat cok 6nemli bir hastalik grubudur [15].
Gigantizm, asir1 fiziksel boyut ve boy ile karakterize bir durumu ifade eder. Bu biiytime,
epifiz biiylime plaklar1 acikken, bebeklik, cocukluk veya ergenlik doneminde ortaya
cikmaktadir. Biiylime hormonu fazlaligini belirtmek i¢in kullanilmasina ragmen,
gigantizm terimi aslinda hormonal olmayan asir1 biiyiime durumlari i¢cin de kullanilir
[16]. Asir1 biiyiimenin olasi nedenleri arasinda GH fazlaligmma bagh gigantizm ve
akromegali disinda kromozomal, hormonal, sendromik, ya da obezite gibi ¢ok cesitli
durumlar sayilabilir. Tiim asir1 bilyiime durumlar1 olduk¢a nadir olup, karmasik bir

patofizyolojik kdkene ve bazi ortak klinik belirtilere sahiptir [17].

Bu c¢alismada miR-124’iin GH-IGF-1 aksi iizerine etkisini arastirilmistir.Fare
embriyolarma miR-124 mikroenjeksiyonu yapildiktan sonra FO ve F1 soylar1 elde

edilmistir.Daha sonra da bu farelere ait hipotalamus, hipofiz ve kan dokular1 elde



edilerek bu dokular tizerinde GH-IGF-1 yolaginda goérevli olan genlerden olan GH,
IGF1, GHRH, IGFBP5, GHR, IGFIR, IGFBPI, GHRL genlerinin ekspresyonlar1 Real
Time PCR ile ,ayrica GH ve IGF1 genlerinin serum seviyeleri ELISA metodu ile
calisilmistir. Bu c¢alismada jenerasyon takipleri sonucunda elde edilen veriler
dogrultusunda miR-124 mikroenjeksiyonu yapilan farelerde(paramutant/miR-124%)
miR-124’tin GH-IGF-1 aks1 {lzerine etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. EPIGENETIK

2 (131 2 13

Eski Yunancada “epi” On eki, “listiinde”, “iizerinde”, “Otesinde” anlamina gelmektedir.

Gilinlinmiizde epigenetik “genler iistii genetik” anlaminda kullanilmaktadir [18].

Epigenetik sozciigii 1942°de, bilimsel anlamuiyla ilk kez, Conrad Waddington tarafindan
kullanilmigtir. Waddington’a gore epigenetik; gelisim esnasinda genotipin fenotipi nasil
olusturdugunu inceleyen bilim dalidir [19]. Bugiin en ¢ok kullanilan ve de kabul goren
tanim1 ise soyledir: Epigenetik; genotipik degisikliklerden kaynaklanmayan gen
ekspresyonundaki farkliliklar1 inceleyen bilim dalidir [2], [3]. Bu farkliliklar hiicreyi ya
da organizmayi dogrudan etkilemektedir ancak, DNA dizisinde hi¢cbir degisiklik
gerceklesmemektedir [20]. Bir organizmanin tiim somatik hiicrelerinde ayn1 DNA dizisi
var olmasma ragmen genin ifadesi farkli hiicre tiirleri arasinda biiyiik farkliliklar
gostermektedir. DNA dizilimindeki degisimlerle a¢iklanamayan genin fonksiyonundaki
mitotik ve/veya mayotik kalitsal degisiklikler epigenetigin tanimini olusturmaktadir.
[21]. Epigenetik mekanizmalar, transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel ve/veya

translasyonel ve post-translasyonel modifikasyonlarla gen aktivitesini etkileyebilirler

[4].

Epigenetigin molekiiler temeli karmasiktir ve belli genlerin aktivasyonunun ne zaman

ve nasil olacagm belirler. Bu siire¢ icerisinde eriskinlerde hiicre yenilenmesi, gen



imprintingi, X kromozom inaktivasyonu gibi olaylar gerceklesmektedir [22], [23].
Diger taraftan siirecin bozulmasi kanser, otoimmiin ve norolojik hastaliklar gibi

problemlerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [24], [25], [26].

Potansiyel olarak genis bir sonu¢ yelpazesine sahip olan bu tiir epigenetik
mekanizmalar, hem genetik hem de cevresel faktorlerden etkilenebilmektedir.
Embriyonel donemden baslayan ve yasamin her evresinde devam eden epigenetik
degisimler, geri dondiiriilebilir ve sonraki nesillere aktarilabilir 6zelliktedir [27]. Bazi
epigenetik isaretlerin geri doniisiimlii olmas1 gercegi bircok arastirmaciyr epigenetik

tedaviye odaklanmaya tesvik etmistir [28].

‘Epigenetik’ terimi, genomik damgalama ve paramutasyon gibi bircok fenomeni
kapsamaktadir [1]. ik olarak bitkilerde tamimlanan ve bir genin bir allelinde meydana
gelen genetik degisikligin normal alleli kalitimsal olarak etkilemesi olarak tanimlanan
‘Paramutasyon’ yani susturma islemi bitkilerde bildirilenden farkli olarak, farelerde
lokus transkripsiyonunun epigenetik artis1 olarak tanimlanmistir [11], [29]. Burada
dikkat ceken durum ise paramutant allel ve iliskili fenotipin, sonraki nesillere

aktarilabilmesidir ki bu durum epigenetik kalitim olarak adlandirilmaktadir [4].

2.1.1. EPIGENETIK MEKANIiZMALAR

Epigenetik degisiklikler, ¢ok hiicreli bir organizmada, her hiicre tipinin mevcudiyeti i¢in
gerekli olan spesifik genleri eksprese etmesine ve bilgilerin yeni hiicrelere aktarimasina
izin verir. Epigenetik modifikasyonlar siklikla bir organizmanm Omrii boyunca
olur; ayrica, germ hiicrelerinde meydana gelirlerse, bu degisiklikler yeni nesillere
aktarilabilir [30]. Paramutasyon, imprinting, gen susturma, kanserojen islemler,
teratojenik etkiler, X kromozom inaktivasyonu, yeniden programlama, maternal
ozellikler, histon modifikasyonlarinin diizenlenmesi ve klonlamanm epigenetik
islemleri icerdigi bilinmektedir. Epigenetik kontrol baslica; DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve mikroRNA lar ile olmaktadir. U¢ ana epigenetik modifikasyon

mekanizmasi sekil:1 de gosterilmistir [4].



(A) Heterochsomatia Reduced budung of

wanscniption factors
-
. L1 il
Inactuve gene » Gene expression
Cell chromatin g / - P .
DNMTs g N
) - é g‘%ﬁt
} <3 =
o . - : Inactive gene U Gene expression
u..‘-(»..!, —— g £
" e ,L Bindig of methyl-CpG bundmg proteins,
l‘ .\t ] H Which recrust HDACS and co-repressors
g (T bl
AN 3 HWN—Cate I;I—o: Wy "
b > | | 1"y
¥ e, N y =
) d ’|>~ N N ™y
= 1 - Qy < ) \
| | e |
S-acenontmethicame (SAND s "
N ~o
O “
Block by follate. v2taman B, - 5-Medni.
a0 visumin Bo deSciency N o eytoune
S-adenosylhomocystetse (SAH)
B ‘ Unedninted eviosioe No methylaton Histon acetylation
( ) Hx'ume Tn.l
W N Acenl
‘ / Trasscrptaoa factors complex
HATS

é ﬁ_ ) - $  Active gene ! Gene expression

Transcription factors can bmd
Cell chwomatin

Euchromatin

©)

Cytosol

Pri-miRNA

oIS LEX
Drocha (PNaze) RISC COMPLEX

@ Reducing gene expression

RISC
g ShenPSA ; 8
4 Q =
. SENA
Dicer®ew A ot
Naxcleus

T Topet mRNA

Sekil 1. U¢ ana epigenetik modifikasyon mekanizmasi [4]

( A-metilasyon, B-histon modifikasyonu, C-mikroRNA )



2.1.1.1. DNA Metilasyonu

DNA diizeyindeki modifikasyonlarin en bilinen ve en islevsel olani DNA
metilasyonudur [31]. Omurgalilarda tipik olarak CpG bolgelerine DN A metiltransferaz
enzimi ile bir metil grubunun baglanmasi neticesinde gergeklesir. Metil grubu DNA’ nin
sitozin bazmin pirimidin halkasinin 5 numarali karbonuna eklenir. Metil vericisi olarak
S-Adenozil Metiyonin (SAM) gorev yapar. Eriskin somatik dokularda DNA
metilasyonu tipik olarak CG diniikleotit dizilerinde meydana gelir. CpG dis1 metilasyon
embriyonik kok hiicrelerde hakimdir. Metilasyon genlerin inaktive olmasina neden

olarak ekspresyonu engelleyen bir mekanizmadir [23], [31].

2.1.1.2. Histon Degisimleri

Histon modifikasyonlari, kromatin ile iliskili proteinler ile de etkileserek, genin
transkripsiyon asamasmin diizenlenmesini saglayan faktorlerdir. Kromatin yap1 ve
fonksiyonunu degistirerek genin ifadesini degistirirler. Asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, s-nitrosilasyon, ubikitinasyon ve de sumolasyon histon modifikasyonlar1
grubunda yer alan mekanizmalardir. Bu mekanizmalar sonucunda kromatinin yapisini
transkripsiyonel olarak aktif (Okromatin) ya da inaktif (heterokromatin) olarak
degistirmektedirler [32].

2.1.1.3. miRNA’lar

MikroRNA’lar (miRNA’lar), mRNA’larin stabilitesini ve translasyonunu etkileyerek
cok hiicreli organizmalarda gen ekspresyonu sonrasi transkripsiyonel diizenlemede islev
goren, yaklasik 21-22 niikleotidlik, kisa, kodlayict olmayan RNAlardir. Noral kok hiicre
cogalmasi ve farklilasmasi dahil olmak iizere bircok biyolojik siirecte islev goriirler [5],
[7]. MiRNA’larin translasyon siirecinin baslangic adimini bastirdiklar1 ve bununla
mRNA degredasyonunu tetikledigi diistiniilmektedir [33], [34]. miRNA’lar bir ya da
daha fazla mRNA’nin genelde 3’UTR bolgesine komplementer olarak genin ifadesini
baskilarlar [10].

Bir miRNA yiizlerce farkli mRNA hedeflerine sahip olabilir ve belirli bir hedef coklu
miRNA’lar tarafindan diizenlenebilir [35], [36]. MiRNA’nin disregiilasyonunun, hiicre



farklilagmasi, proliferasyon, apoptoz, go¢ ve metastaz gibi c¢esitli biyolojik
fonksiyonlar1 diizenleyerek, bircok hastalikla baglantili oldugu gosterilmistir [37]. Son
zamanlarda, artan caligmalar, miRNA’larin noral kok hiicre kendini yenileme, gelisme,
cogalma ve farklilasma durumlarina farkli kok hiicre diizenleyicilerin kontrolii ile dahil
edilmesine dikkat cekmistir [38], [39], [40]. Timorogenezde gen aglarmin ana
diizenleyicileri olarak onemli bir rol oynarlar. Bu nedenle, ekspresyon profilleri bir¢ok
insan kanserinde prognoz ve tedavi sonuclari ile iliskilidir [41]. miRNA’lar, cok sayida
hedef genin koordineli bir sekilde baskilanma kapasiteleri nedeniyle tiimor metastazini
diizenlemeye ¢ok uygundur, bdylece invazyon -metastaz kademesinin c¢oklu

asamalarinda miidahalelerini saglarlar [42].

Hali hazirda tanimlanmis tiim miRNA’larin yaklasik yarisi intrageniktir ve cogunlukla
intronlardan ve nispeten az sayida protein kodlayan gen ekzonundan islenirken,
digerleri intergeniktir, bir konak¢i geninden bagimsiz olarak kopyalanir ve kendi

promotorleri tarafindan diizenlenir [43] [44]

miRNA, cekirdekte transkribe olur ve olgunlasmadan Once birka¢ degisiklige ugrar
[45]. miRNAlar olusum siireclerinde, DNA’dan RNA polimeraz II / III aracilig: ile
transkribe olurlar [45]. Cogu miRNA, DNA dizilerinden primer miRNA’lara (pri-
miRNA’lara) kopyalanir ve onciil miRNA’lara (pre-miRNA’lar) ve olgun miRNA’lara
islenir. Cogu durumda, miRNA’lar ekspresyonu baskilamak icin hedef mRNA’larin
3 " UTR’si ile etkilesime girer [46]. Bununla birlikte, miRNA’larin 5 ' UTR, kodlama

dizisi ve gen promotorleri dahil diger bolgelerle etkilesimi de rapor edilmistir [47].

miRNA biyogenezindeki ilk adim miRNA’larin RNA polimeraz II tarafindan DNA’dan
primer miRNA’ya (pri-miRNA) transkribe olmasidir. Drosha benzeri endoniikleazlar ve
Drosha mikroislemci kompleksi (DGCRS8) ve /veya splaysozomal bilesenler tarafindan,
prekiirsor-miRNA (pre-miRNA) itiretmek i¢cin pri-miRNA pargalanir [48]. Pre-miRNA,
bir reseptor olan Exportin-5 ve RanGTP’ye bagh bir sekilde ¢ekirdekten sitoplazmaya
salmir [49], [50]. Sitoplazmada Dicer benzeri endoniikleazlar miRNA dupleksi
olusturmak icin pre-miRNA’y1 iki iplige ayirir. Bu iki iplikten yalnizca biri(dncii iplik
ya da kilavuz iplik) miRNA’dir. Diger iplige ise yolcu iplik denir. Olgun miRNA hedef

mrna’nin translasyonunu bloke edebilir. Son olarak, olgun miRNA dupleksinin



iplikcikleri, miRNA ile indiiklenen bir susturma kompleksi (miRISC) olusturmak icin
RISC kompleksi icindeki proteinlerden biri olan Argonate(AGO) protein ailesine
yiiklenir [51]. Argonat proteinleri miRNA larin kilavuzlugunda transkriptleri hedef alip
destabilize ve/veya translasyonel baskilamaya aracilik ederler [52]. miRNA’lar bazi
genleri regiile ederek RNA’nin susturulmasiyla ilgili kendi mekanizmalar1 da dahil

olmak iizere negatif geri bildirimi kendinden kontrollii bir sekilde diizenler [46], [53].

MikroRNA’larin olgunlasma siirecinde bu standart yoldan bagka standart dis1 yolaklar
da vardir. Standart dis1 yollarda, sShRNA(short hairpin RNA) baslangicta mikroislemci
kompleksi tarafindan boliiniir ve ExportinS / RanGTP yoluyla sitoplazmaya verilir.
AGO2’ye bagimh fakat Dicer’den bagimsiz, boliinme yoluyla daha da islenirler.
(m7G)-pre-miRNA sitoplazmik olgunlagmalarini tamamlamak i¢in Dicer’a baghdir,
ancak niikleositoplazmik mekiklerinde farkliliklar gdosterir. (m7G)-pre-miRNA
Exportinl ile sitoplazmaya tasinmaktadir. Tiim yollar sonucta islevsel bir miRISC
kompleksine yol agar. Cogu durumda, miRISC, muhtemelen eIF4F kompleksine
miidahale ederek, translasyon inhibisyonunu indiiklemek i¢cin mRNA’lar1 hedef alir.
Daha sonra Argonaute’ye bagli GW182 familyas: proteinleri, PAN2 / 3( poli (A) -
deadenilaz ) ve CCR4-NOT devreye girer. PAN2 / 3 deadenilasyonu baglatirken CCR4-
NOT kompleksi islemi tamamlar ve hedef mRNA iizerindeki m7G kapagini uzaklastirir.
Daha sonra ekzoriboniikleaz XRN1 iizerinden mrna degradasyonu olur. Hayder ve ark.

[54](sekil 2).
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2.2. MiR-124-3p

miR-124 ilk 6nce faredeki klonlama caligmalar: ile tanimlanmistir [55]. Ekspresyonu
daha sonra insan embriyonik kok hiicrelerinde dogrulanmustir [56]. miR-124 ailesi
metazoada  yiiksek oranda  korunmustur ve genellikle sinir  sisteminde

zenginlestirilmistir [57].
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Insan ve farede, bu miRNA, ii¢ ayr1 gen tarafindan kodlanir. Farede miR-124 genleri
olan miR-124-1 (MI0000176), miR -124-2 (MI0000717) ve miR -124-3 (MI0000150)
sirastyla 14, 3 ve 2 numarali kromozomlar {izerinde bulunur [58]. Birbiriyle yakindan

iliskili olan insan homologlar1 mevcuttur. (MI10000443, MI0000444 ve M10000445).

miR-124, yetiskin beyninde 6zel olarak ifade edilen en iyi karakterize edilmis ve en bol
bulunan miRNA’lardan biridir [8]. Her ne kadar miR-124 ailesi omurgalilarin yetigkin
beyninde yiiksek oranda ifade edilse de, yetigkin norojenezindeki rolii tam olarak
bilinmemektedir [9]. miR-124’lin, hem dogum ©Oncesi hem de dogum sonrast noronal
farklilasmada asir1 eksprese edildigi kesfedildi [59]. Bununla birlikte, miR-124’iin
noronal kok hiicrelerin cogalmasi ve farklilagsmasi ile iliskili molekiiler mekanizmalari

hala bilinmemektedir [60].

Tablo 1. miR-124-5p ve miR124-3p’nin dizisi.

miRNA Adi Sekansi MIMAT Kodu

mmu-miR-124-3p | UAAGGCACGCGGUGAAUGCC MIMATO0000134

2.3. GH-IGF-1 YOLAGI

GH / IGF-1, birkag¢ iiye iceren anabolik bir akstir. Bu iiyeler baslica GH salgilayan
hormon (GHRH), biiyiime hormonu (GH), GH reseptorii (GHR), Insulin Like Growth
Factor 1 (IGF-1) ve IGF-1 reseptorii (IGF-1R)diir. GH reseptiiniin asagi akis
mediyatorleri olan STATS, JAK2 ve SOCS1-3 de siklikla bu aksa dahil edilir. Ayrica
IGF baglayici proteinler (IGFBP’ler) ve dolasimda IGF-1"1 tagiyan, yar1 dmriinii uzatan
ve biyoyararlanimini diizenleyen asit labil subunit (ALS)de bu yolakta gorevlidir [12].

On hipofizden GH sekresyonu GH salgilayan hormon (GHRH), somatostatin (GH
sekresyon inhibe edici hormon) ve GH sekretagoginler denilen diger hipotalamik
peptidler tarafindan diizenlenir [61], [62]. Bunlardan biri de Ghrelin dir. [63]GH’ nin
hipofizden salgilanmasi ve sentezi GHRH tarafindan desteklenirken, GH
salgilanmasiin engellenmesi biiyiik 6lciide somatostatin tarafindan gerceklestirilir [64].
Insanlarda, GH, 6n hipofiz tarafindan pulsatil bir sekilde salgilanir. Bu salmim uyku,

egzersiz ve serbest yag asitleri gibi bir dizi fizyolojik uyarici ile diizenlenmektedir.
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GH’nin hipofizden salgilanma sekli, gece patlamalar1 ile metabolizmada sirkadiyen
salmimlara yol acar [13]. GH, hipofiz bezinden, yavas dalga uykusu baslangicinda
biiyiik bir dalgalanma ile ve yemeklerden birka¢ saat sonra daha az goze ¢arpan salgi
donemleri ile epizodik olarak salgilanir [65]. Aclik ve belirli fiziksel stres kosullari
sirasinda, GH salmimu artarken, glukoz ve lipid gibi yakit fazlaligi, saglikli bir insanda
GH salimini engeller [65]. GH salgilanmas1 pubertede maksimumdur ve bu dolagimdaki
yilksek IGF-I1 seviyeleriyle birliktedir [66]. Yetiskinlik, GH sekresyonunda ve
dolasimdaki IGF-I seviyelerinde kademeli bir diisiis ile iliskilidir [67]. Ayrica, GH
salgilama diizenlerindeki cinsel dimorfizm iyi tantmlanmistir, burada erkekler pulsatil

sekresyona sahiptir, ancak disiler daha siirekli bir sekresyon sergiler [68].

Biiyiime hormonu (GH) ©0n hipofizin somatotrof hiicreleri tarafindan yapilan ve
salgilanan, 191 amino asitli bir polipeptid hormondur. GH’1n primer fonksiyonu lineer
biiylimeyi saglamaktir [69]. Etkilerini insulin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1)
aracilig1 ile gerceklestirir. GH, amino asit alimini uyararak ve direkt olarak mRNA
transkripsiyonunu ve translasyonunu hizlandirarak protein yapimini artirir. Enerji
kaynagi olarak yag kullanimini artirarak protein yikimini azaltir. GH yag dokusundan
serbest yag asitlerinin serbestlesmesini ve asetil koenzim A’ya dOniistimiinii artirir.
Bundan da enerji saglanir. Protein koruyucu etkisi biiylimeyi ve gelismeyi saglayan
onemli bir mekanizmadir. Karbonhidrat metabolizmasi {izerine hiperglisemik ve

diyabetojenik etkisi vardir. Hiicrelere glukoz alimini azaltir [69].

Hipofizden salgilanan GH, karacigerde IGF-1 geninin primer diizenleyicisidir ve serum
IGF-1’in ~%75’ine katkida bulunur. Kas kiitlesini, yag lipolizini, lineer ve radyal kemik
biiylimesini ve kemik mineralizasyonunu artiran GH hemen hemen tiim hiicrelerde
bulunan reseptorii ile etki eder. IGF-1 serumda IGFBP ler ve ALS ile bagh halde
bulunur. Bu kompleks ile yar1 dmrii diizenlenir ve ayni zamanda ilgili dokulara iletimi
yapilarak kas kiitlesi ve kemik mineral igeriginin artist ve lipoliz artis1 olur. Serum IGF-
1 ayrica hipofizden GH sekresyonunun negatif regiilatorii olarak da gorev yapar. IGF-1,

tiim dokular tarafindan iiretilir ve otokrin / parakrin tarzda davranir [12](sekil 3).
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Sekil 3. GH / IGF-1 aks1 [12]

Karaciger, dolasimdaki IGF-1 havuzuna ~%75 katkida bulunurken, yag ve kas gibi
diger dokular ~%?25’ine katkida bulunurlar. Dolasimda IGF-1, serum ve dokulardaki
IGF-1 yar1 Omriinii uzatan ve biyoyararlanimini belirleyen IGFBP’lere ve ALS’e
baglanir. IGF-1 serumda en fazla bulunan IGFBP olan IGFBP-3, IGFBP-5 ve ALS ile ~
16 saat yar1 Omiirleri olan iiclii kompleksler olusturur. IGFBP’lerin ve IGF-1in ikili
kompleksleri ~ 90 dakika yar1 6mre sahipken, serumdaki serbest IGF-1’in yar1 omrii
sadece ~ 10 dakikadwr. Serumdaki IGF-1 endokrin bir sekilde etki eder ve GH
salgilanmasmi onlemek icin hipofiz seviyesinde negatif geri besleme saglar. Hemen
hemen tiim dokular tarafindan iretilen IGF-1, ayni zamanda farkli yerel iiretim
bolgelerinde otokrin / parakrin tarzda da etki etmektedir. IGF-1, tirozin kinaz
reseptoriine, yani IGF-1R’ne baglanir. Reseptoriine baglandiktan sonra IGF-1, reseptor
otofosforilasyonunu ve insiilin reseptor substrat (IRS) ailesi ve adaptor hiicresi

proliferasyonunu, farklilagsmasin1 ve organ fonksiyonunu aktiflestirmek icin proto-

13



onkogen tirozin kinaz Src gibi adaptor proteinlerinin alimmni aktive eder. GH 1
karaciger iizerindeki ve ayrica kas, yag, kikirdak ve kemik gibi diger organlar
tizerindeki etkilerine, hemen hemen tiim dokularda bulunan ve sitokin benzeri bir
reseptor olan GHR aracilik eder. GH’in GHR’ne baglanmasi iizerine, reseptoriin hiicre
ici bolgesinde bir konformasyonel degisiklik meydana gelir [70], [71]. Sonrasinda
JAK2 proteinlerinin fosforilasyonu ve sinyalin gen transkripsiyonunu aktive eden
STATS proteinlerine transdiiksiyonu gerceklesir. Bu sinyalleme kaskadinin bastirilmasi,
reseptoriin  proteozomal bozulmasi, JAK2 proteinlerinin fosforilasyonu ve SOCS

proteinleri tarafindan proteozomal bozulmasina tegviki ile gerceklesir [72], [73].

Dolasan IGF-I agirlikli olarak GH tarafindan uyarilir ve karacigerde yeterli besin alimi
ve yiiksek portal insiilin seviyeleri varliginda iiretilir [74] ve IGF-I, GH m anabolik
etkilerini tesvik etmek icin kritik ©neme sahiptir [75]. Dolasimdaki IGF-I
konsantrasyonlar1 aclik sirasinda azalir ve GH salgilamasi ¢cogalirken, IGF-I infiizyonu
GH salgilanmasini baskilar [76]. Bu gozlemler, GH nin IGF-I’den bagimsiz etkilerinin
esas olarak aclik veya uzun siireli egzersiz gibi nispi yakit azlig1 durumlar1 sirasinda
yapildigini ve buna bagl olarak bu durumlarin GH’nin dogrudan eylemleri i¢in 6nemli
alanlar olarak goriindiigiinii gostermektedir [77]. GH’nin akut ve kronik metabolik
etkileri vardir. Akut eylemler, kanda lipolizin uyarilmasini ve artan serbest yag asidi
seviyelerini icerir. Sistemik ve portal insiilin seviyelerinde yeterli besin temini ve daha
sonra yiikselmelerin varliginda tekrarlayan GH darbeleri gibi daha uzun siireli GH
maruziyeti hepatik IGF-I iiretimine neden olur [74]. GH’nin IGF-I iiretimi ve etkisi
tizerindeki uyarici etkisi, pozitif bir enerji dengesine ve insiilinin yiikselmesine neden

olan daha kronik bir siirectir.

Karaciger, dolasimdaki IGF-1’in ana kaynag1 oldugu i¢in, GH 1n etkisi i¢in ana hedef
organdir [78], [79]. GH’nin biiyiime ve metabolizma iizerindeki IGF’ye bagimli ve
IGF’ye bagimsiz etkilerini ayirt etmek zordur, ¢iinkii iki hormon normal fizyolojide i¢
icedir [80]. Ozellikle, asit kararsiz alt birim, transkripsiyonel seviyede GH tarafindan
uyarilir [81] ve Igfals geninin susturulmasi karacigere 6zgii IGF-1 eksikligi olan fare
modelinde serum IGF-1 ve uzun kemik uzunlugunu azaltir [79]. Biiylimenin yan1 sira,
GH karaciger metabolizmasi iizerinde 6nemli etkiye sahiptir [82]. GH, hem glikojenoliz

hem de glukoneogenez yoluyla hepatik glukoz iiretimini artirarak, hipoglisemi

14



ortamindaki glikoz seviyelerini arttrmak i¢in diizenleyici bir hormon gorevi
gormektedir. Bu ikisinden hangisinin hepatik glukoz iiretimi iizerindeki baskin etkiyi

gosterdigi acik degildir [83].

Kronik olarak yiiksek GH seviyelerine sahip hayvanlara 6zgii oldugu goriilen anatomik
ve biyokimyasal degisiklikler, bobrek ve karaciger biiyiimesini, glomeriilosklerozu, cilt

anormalliklerini ve insiilin ve kolesterol yiikselmelerini icermektedir [84].

Dolasimda, GH’nin cesitli molekiiler formlar1 mevcuttur. Bunlarin ¢ogu GH
reseptOriiniin hiicre dis1 alanina karsilik gelen tasiyici proteinlere baglidir. Serbest
GH’nin plazmada toplam immiinoreaktivitenin yaklasik %20’sini olusturdugu tahmin
edilmektedir [85]. GHR’ler kas, yag, karaciger, kalp, bobrek, beyin ve pankreas dahil
bircok dokuda tanimlanmustir [86]. Reseptorle iligkili Janus kinazin (JAK 2)
aktivasyonu, GH sinyalini baslatmanin kritik adimi olarak kabul edilir [87]. GH
baglanmasindan sonra, GHR dimerinin hiicre i¢i alanlari, her biri bir JAK2 molekiiliinii
baglayan iki hiicre i¢i alan1 bir araya getirdigi diisiiniilen doniisiime ugrar. Bu da, her
JAK2 molekiiliiniin kinaz alanmdaki tirozin kalintilarinin ¢apraz fosforilasyonunu ve
ardindan GHR’nin tirozin fosforilasyonunu indiikler. GHR ve JAK?2 iizerindeki
fosforlanmis kalintilar, STAT1, -3, -5a ve -5b, MAPK yolu ve fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3-kinaz) yolu dahil olmak iizere farkli sinyal molekiilleri i¢cin yerlestirme alanlari
olusturur [87]. Aktive edilmis GHR-JAK2 kompleksine bagli STAT lar daha sonra
JAK?2 tarafindan tek bir tirozin {izerinde fosforile edilir, daha sonra DNA’ya
baglandiklar1 ve hedef genler i¢in transkripsiyon faktorleri olarak islev gordiikleri
cekirdege dimerize olurlar ve yer degistirirler. [88] JAK?2 ile iliskili GH sinyallemesinin
asag1 regiilasyonu veya zayiflatilmasi, sekiz {iyesi bulunan sitokin tarafindan
indiiklenebilen baskilayicilar1 (SOCS) ailesinin etkilerine aracilik eder [89]. SOCS
proteinleri, GHR veya JAK2 iizerindeki fosfotirozin kalintilarina baglanir ve JAK2
aktivitesini inhibe ederek ve GHR’ye baglanma icin STAT ile rekabet ederek veya
GHR kompleksinin proteazomal bozulmasini indiikleyerek GH sinyalini bastirir

[77](sekil 4).

JAK?2 / STATSb sinyal yolu, insan modellerinde GH tarafindan aktive edilir ve GH’ nin

cocukluk caginda lineer biiyiime iizerindeki etkileri konusunda kritik 6neme sahiptir.
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GH’nin insan fibroblastlarinda in vitro olarak MAPK yolunu aktive edebilecegine dair
kanitlar da vardir. Bununla birlikte, GH nin insanlardaki insiilin antagonistik etkilerini
destekleyen sinyal mekanizmalar1 heniiz aciklanmamustir. Insanlarda bulunan veriler,

GH’nin bazal veya insiilinle uyarilmig PI-kinaz aktivitesi lizerinde 6nemli etkilerini

gosterememistir.
GHR-GH-GHR
"i"‘ ."“. r---------------a r-----n-n-n--t
e ¥ P13-kinase 3>t PKB/AKt
} Src #” JAK2 e
Imsmnnnd ".,.... assssssssmseny
1 Tt peenseneenne ¥t ERK1/2.4
STATSb .."é MAPK :.::.::. FEssmEmEEEEEES
TTIIII I s Yeay, womEEEERR
& JNK &
SOCS IGF-I

Sekil 4. Insan kas ve yag dokusunda bugiine kadar arastirilan GH sinyal proteinlerinin
sematik ve basitlestirilmis gosterimi [77]. (Kesintisiz ¢izgiler ve kutular, GH tarafindan
etkinlestirildigi gosterilen yollar1 belirtir; Taranmis ¢izgiler ve kutular, GH tarafindan

aktivasyonun belgelenmedigi sinyal proteinlerini temsil eder.)

2.4. ASIRI BUYUME DURUMLARI

Son yillarda, asir1 biiylimeye olan ilgi artmis, yeni bozukluklar tanimlanmis ve bir takim
sorumlu genler ve genotip-fenotip korelasyonlar1 tanimlanmistir. Asir1 bilyiimenin
taninmasi; tibbi tedavi, genetik danisma ve olas1 timor gelisimi i¢in 6nemlidir [90].
Tiim asir1 bilyiime durumlarr olduk¢a nadirdir ve ortak bir karmagsik patofizyolojik
kokene ve klinik belirtilere sahiptir [17].

Bir dizi asir1 biiylime bozuklugunun klinik belirtileri iist iiste gelebilir, tan1 zor olabilir
ve DNA caligmalar1 ile onaylanmasi gerekebilir. Biiyiime fazlaligi olan bir hastanin

tanisal degerlendirmesinde yardimci olacak bir algoritma, Sekil 5’de gosterilmektedir.
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Sekil 5. Biiyiime fazlalig1 olan hastalarda klinik yaklagim[90]

Boy, insan topluluklar1 arasinda temel bir degiskendir. Cocuklarin biiyiime oranlar1 ve
yetiskinlikte ulasilan son yiikseklik, kalitsal birgok 0zellik ile etkilesime giren ¢evresel
faktorlere tabidir [91], [92]. Cinsiyet ve ebeveyn boyu, bir bireyin boyuna ¢ok dnemli
katkida bulunur. Genom capinda iliskilendirme caligmalari, genis insan
popiilasyonlarinda boy tayini iizerinde kombine bir etkiye sahip olan cesitli genleri ve
yolaklar1 (IGFBP4, SHOX?2 gibi) vurgulamistir [93], [94].Tablo 2 ‘de asir1 biiylimeden

sorumlu faktorler listelenmistir.
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Tablo 2. Asir1 bilyiimenin molekiiler temeli ve etyopatogenezi [90], [17].

Asir1 GH sekresyonu (gigantizm/akromegali)

1.Sporadik
a) Hipotalamik/hipofizer GH fazlalig:

b) Ektopik GH fazlalig:

2.Ailesel/sendromik

a) Norofibramatozis 1

b) McCune-Albright sendromu

¢) Multipl endokrin neoplazi tip 1 ve tip 4
d) Carney kompleksi

e) 3PA (pituiter adenom asosiasyonu
f) FIPA (familyal izole pituiter adenomlar)

g) X-LAG (X linked akromegali sendromu)

-Konjenital GHRH fazlalii

-Hipofizer hiperplazi

-Hipofizer somatotrof / mamosomatotrof adenom
-Hipotalamik gangliostoma/ndrostoma

-GHRH veya GH salgilayan bronsiyal karsinoid
veya pankreatik neoplazi
-Ektopik hipofiz adenomu

-Somatostatinerjik yolaklara tiimor infiltrasyonu
-Gs alfa mutasyonu

-Menin ve CDKNI gen mutasyonu

-2p16 da anormallik

-17q22-24 PRKARIA mutasyonu

-stiksinat dehidrogenaz defektleri

-11q13.3 te AIP geninde mutasyon

-2p12.6 da anormallik

-Xq26.3 duplikasyonu

Asir biiyiime genleri

a) Klinefelter (47, XXY)

Ekstra biiyiime geni SHOX

b) Trisomy X (47, XXX)

Ekstra biiyiime geni SHOX

¢) 47, XYY

Ekstra Y spesifik biiytime kontrol geni(GCY)

Ekstra biiyiime faktorleri

1. IGF-II

a) Beckwith-Wiedemann IGF?2 overekspresyonu 11p15.5
b) H19-susmasi IGF2 overekspresyonu 11p15.5
¢)Simpson-Golabi-Behmel, tip1l Glipikan-3 - GPC3 geni eksikligi Xq26
d)Simpson-Golabi-Behmel, tip2 CXORFS5 gen mutasyonu Xp22

2. IGF-I-Insulin

a) Obezite Hiperinsiilinizm—serbest IGF-I
b) Lipodistrofi Hiperinsiilinizm
c)Diyabetik anne bebegi Hiperinsiilinizm
d)Neonatal hiperglisemili gigant bebekler | Hiperinsiilinizm
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Tablo 2’nin devama...

Biiyiime faktorleri — reseptorler

a) IGF-1R’nin Trisomisi Ekstra IGF-IR 15q
duplikasyonu
b) CATSHL sendromu FGFR3’iin aktif olmayan mutasyonu 4p16.3

Biiyiimeyi durduracak faktorlerin eksikligi

a) Aromataz eksikligi Ostrojen eksikligi - Mutasyonlar - Cyp19 geni 15921.1

b) Ostrojen reseptor | Ostrojen eksikligi - Mutasyonlar — dstrojen reseptor | 6q25.1
eksikligi o geni

c)Hipogonadizm Ostrojen eksikligi(sekonder)

Kemiklerin uzamasim onleyici faktorlerin eksikligi

a) Marfan I (MFS1) Defektif fibrillin geni (FBN1) 15921.1
b) Marfan II (MFS2) TGFBR2 mutasyonlar1 3p24.1
¢) Fibrillinopatiler Fibrillin gen mutasyonu (FBN1) 15921.1
d) Beals (CCA) FBN2 mutasyonu 5q23-31
e) Homosistiniiri tip 1 CBS gen mutasyonu 21923

Hiicre dongiisii, biiyiime ve tiimor baskilanmasimin diizenlenmesinde rol oynayan gen
degisiklikleri

a) PTEN hamartom PTEN gene mutasyonlar1 10923
sendromu

b) Bannayan-Riley- PTEN gene mutasyonlari 10923
Ruvalcaba

¢) Cowden hastalig1 PTEN gene mutasyonlari 10923
d) Lhermitte-Duclos PTEN gene mutasyonlari 10923
hastalig

e) Sotos sendromu NSDI gen mutasyonlari 5935

2.4.1. GIGANTIZM VE AKROMEGALI

Gigantizm, epifizyal biiyiime plaklar1 acikken asir1 miktarda biiyiime hormonu (GH) ve
insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1) salinimi ile karakterize bir sendromdur.
Akromegali ise bu durumun eriskin donemde, epifizyal biiyiime plaklar1 kapandiktan

sonra olmasi durumudur [14]. Aswr1 GH iretimi, santral olarak hipofiz adenomu,
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hipotalamik tiimorlerden(gangliositomlar); periferik olarak pankreas, bronsiyal,
karsinoid tiimorler tarafindan, ya da GHRH’in ektopik salgilanmasmdan

kaynaklanabilir [95].

Gigantizm, pediatrik bir hastada asir1 biiylimeyi belirten spesifik olmayan bir terimdir.
Bu nadiren hipofizer gigantizm olarak adlandirilan agir1 biiyiime hormonu (GH)
tiretiminden veya asir1 biiyime ile igili bir sendromdan kaynaklanabilir. Hipofizer
gigantizm dogustan veya kazanilmis olabilir. Aymi sekilde, sporadik bir durum olarak
veya GH’nin asir1 salgilanmasmin potansiyel bir 6zellik oldugu iyi tanimlanmis bir
sendrom baglaminda da ortaya c¢ikabilir. GH fazlaliginin meydana geldigi durumlar
arasinda Norofibromatozis Tip 1, McCune-Albright sendromu, Multipl Endokrin
Neoplazi Tip 1, Carney Kompleksi, izole Familial Somatotropinomlar ve X’e Baglh
Akrogigantizm bulunur [17](tablo 4),(sekil 6).

Ayrica acromegaloidism denen, ¢ocuklar1 ve yetiskinleri etkileyen nadir heterojen bir
bozukluk grubu vardir. Bu durum asir1 GH veya IGF-I iiretimi olmadan ve hipofiz
adenomu veya hiperplazisi olmadan yiiksek boy, asir1 bilyiime ve akromegali dzellikleri
ile karakterize edilir. Klinik bulgular, hipofizer gigantizm ve akromegali hastalarindaki
asir1 GH salgilanmasina benzer. Belirtiler, cocuklarda uzun boy ve hizli biiylimenin yan
sira, akral genisleme, akromegalik yiiz goOriiniimii, bas agrisi, yorgunluk, hiperhidroz,
eklem agrilar1 ve hipertansiyonu vakalarin% 50’sinden daha fazlasim icerir. GH
fazlalig1 olmayan ve akromegaloidizmli olan bu hasta grubunun heterojenligini gosteren

cok sayida hasta tanimlanmistir [96], [97].

Gigantism, acik epifizyal biiylime plaklarinin asir1 lineer biiylimeye izin verdigi
durumlarda c¢ocuklukta ortaya ¢ikan GH fazlaligi anlamima gelir, oysa akromegali
eriskinlikte meydana gelen ayni olay1 gosterir. [98] Bu iki durum arasindaki diger bir
ayrim, bu bozukluklarin genel goriilme sikliklar ile ilgilidir. Akromegali nadir goriilen
bir durum olup, prevalansi 100.000 kisi basma 2.8 ila 13.7 vaka ve yillik insidans
oranlar1 0.2 ila 1.1 vaka / 100.000 kisi arasinda degismektedir [99]. Cocukluk ve
ergenlik doneminde GH fazlalig1 son derece nadirdir, gigantizmin insidans: yaklagik 8
milyonda birdir ve simdiye kadar bildirilen toplam vaka sayis1 yiizlii rakamlarla ifade

edilecek kadar azdwr [100]. Akromegali, yasamin besinci on yilinda sporadik olarak
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ortaya ¢ikar ve kadinlarda erkeklerden biraz daha sik goriiliir [101], [102], [103]. Buna
karsilik, hipofizer gigantizm agirlikli olarak erkekleri etkilemektedir.(%78) [104]. Bu

belirgin farkin sebebi bilinmemektedir [15].

2.4.1.1. Gigantizmin Etyopatogenezi

Gigantizme neden olan GH fazlaliginin etyolojisi tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Growth hormon fazlaliginin etiyolojisi [17]

Sporadic Syndromic/Familial
Disorder Source of GH Disorder Source or Genetic
Mutation
Hypothalamic/Pituit | Congenital GHRH Neurofibromatosis-1 Tumor infiltration
ary GH excess excess(postulated) into
somatostatinergic
pathways(postulated)
Pituitary somatotroph or |McCune-Albright Activatingmutation
mammosomatotroph syndrome of Gsa
adenoma
Pituitary hyperplasia Multiple endocrine Defect in tumor
neoplasia Type-1 and suppression from
Multiple endocrine mutations in menin
neoplasia Type-4 and CDKN1 genes
Hypothalamic Carney complex * Abnormality at2p16

gangliocytoma/neurocyt
oma

e Mutations in
PRKARIA at 17q22-
24

3PA association

Succinate
dehydrogenase
defects

Ectopic GH excess

* GHRH or GH
production by bronchial,
carcinoid or pancreatic
neoplasm

Ectopic pituitary
adenoma

*Familialsomatotrophino
mas

* X-LAG syndrome

* Mutation in
acylhydrocarbonrece
ptor gene at 11q13.3
* Abnormality at
2p12-6

* Xq26.3

* duplications

GH-growth hormone,
Aregulatory subunit 1

GHRH-growth hormone-releasing hormone, PRKARIA-protein kinase
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Tablo 4. Gigantism ve akromegali ile iligkili genetik sendromlar [105]

Syndrome Gene Chromosome | Function Inheritance
Familial isolated pituitary AIP 11q13.3 Tumor sul |pressor | Autosomal
adenoma (FIPA) dominant or
sporadic
X-linked acrogigantism (X- | GPRI0OI |Xq26.3 Putative oncogene | X-linked
LAG) dominant or
sporadic
Carney complex (CNC) PRKARIA | 17q24.2 Tumor suppressor | Autosomal
dominant
Multiple endocrine neoplasia | MEN1 11q13.1 Tumor suppressor | Autosomal
type 1 (MEN1) dominant or
sporadic
Multiple endocrine neoplasia | CDKNIB | 12p13.1 Tumor suppressor | Autosomal
type 4 (MEN4) dominant
McCune-Albright Syndrome | GNAS1 20q13.32 Oncogene Sporadic
(MAS)
Paraganglioma, SDHA 5p15.33 Tumor suppressor | Autosomal
pheochromocytoma, and SDHB 1p36.13 dominant or
pituitary adenoma SDHC 1g23.3 sporadic
association (3PA) SDHD* 11g23.1
*SDHD with
genomic
imprinting
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Gene Function/Mode

AlP Tumor suppressor/inactivating
GPR101 Putative oncogene/Activating
PRKARIA Tumor suppressor/inactivating
MEN! Tumor suppressor/inactivating
CDKN18B Cyclin-depandent kinase inhibitor/
Inactivating, epigenetic siencing
GNAST Oncogene/Activating, imprinting
SDHx Tumeor suppressot/inactivating

Sekil 6. Gigantizm ve akromegali ile iligkili genetik mutasyonlar [105]

2.4.1.1.1.Biiyiime hormonu fazlahgnin sporadik formlar:

2.4.1.1.1.a.Hipotalamik-Hipofizer Biiyiime Hormonu fazlahg::

Hastalarin  cogunlugunda, hipofiz adenomlarinin mevcut oldugu akromegalik
eriskinlerin aksine, c¢ocukluk c¢agi hipersekresyonunun altinda yatan cesitli farkh
histopatolojik mekanizmalar Onerilmis veya gozlenmistir [106]. Bunlar, ¢ocukluk
cagindaki GH fazlaliginin, hipofiz morfolojisi ve islevi acisindan farkli ozelliklere
sahip, ayr1 bir varlig1 temsil ettigi kavramu ile ilgilidir. Bu goriisii destekleyen konjenital
gigantizmin ortaya ¢ikmasinda yaygin hipofizer hiperplazi raporlar1 olmustur, burada
konjenital GHRH fazlalig1 tesvik edici neden olarak ileri siiriilmistiir [107]. GH
hipersekresyonunda yiiksek GHRH’nin rolii, insan GHRH’sini asir1 eksprese eden
transgenik farelerde hipofiz hiperplazisi ve adenomlarinin, artan somatik biiyiimenin ve
yiikksek plazma GH seviyelerinin bulunmasiyla gosterilmistir [108]. Ek olarak, erken
cocukluk donemindeki gigantizmin hemen hemen tiim vakalarinda, kombine prolaktin
ve GH asir1 salg1 bulgusu, ayr1 bir patolojik siirecin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
cift hormonal salgi, yetiskinlikte nadir goriilen fakat fetal yasamda baskin olan
mammosomatotroflarin varligina baglanmistir [109]. Buna karsilik, prolaktin seviyeleri

genellikle ergenlik doneminde ortaya c¢ikan GH salgilayan hipofizer adenomlarda
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normaldir ve yetiskin GH hipersekresyonunun spektrumu i¢cinde oldugu diisiiniilebilir.
Ilging bir sekilde, hipofiz somatotroflarinin GHRH 1 ektopik asir1 iiretimi etkisi altinda
bihormonal mammosomatotroflara reversibl bir doniisiimii gézlenmistir, hipotalamik
GHRH fazlahiginin erken baslangicli gigantizmin ortaya c¢ikmasinda 6nemli bir rol
oynayabilecegi kavramima ek destek vermistir [110]. Sporadik gigantizm etiyolojisi
siklikla bilinmemekle birlikte, hipofiz gigantizmi olan c¢ocuklarda ve ergenlerde
sendromik ve ailesel GH hipersekresyonuyla iligkili genlerde bazi germline ve somatik

mutasyonlar bildirilmistir [110], [111].

Santral sinir sistemi patolojisine bagli sporadik GH fazlaliginin diger bir nedeni de
hipotalamik gangliositoma veya norositomun ortaya ¢ikmasidir. Ganglion hiicrelerinden
olusan bu nadir tiimorlerin, GHRH iirettigi ve hipofiz biiyiime hormonu salgilayan
adenomlara yakin oldugu goriilmiistiir [112], [113], [114]. Baz1 hastalarda hipotalamik
tiimoriin rezeksiyonunu takiben serum biiylime hormonu seviyelerinin normallesmesi,
bu vakalarda gigantizm veya akromegali gelisiminde anormal GHRH salgilanmasi i¢in

merkezi bir rolii desteklemistir [115].
2.4.1.1.1.b.Ektopik Biiyiime Hormonu fazlahg:

Ektopik GH hipersekresyonu, tiim vakalarin %1’inden daha azim temsil ettigi
diistiniilen, yetiskinlerde nadir fakat 6nemli bir akromegali nedenidir [116], [117]. Bu
durumda, GHRH veya nadiren GH’nin paraneoplastik bir incelemesi ortaya ¢ikar,
noroendokrin tiimorler en yaygin kaynaktir [118], [119]. Buna sebep oldugu bilinen
spesifik lezyonlar brongiyal karsinoid ve pankreas neoplazmalarimi icerir [120], [121].
Ayrica sphenoid siniis veya klivus i¢inde bulunan ve bos bir sella ile birlikte bulunan

ektopik bir hipofiz adenomu seklinde ektopik GH fazlalig1 da bildirilmistir [122], [123].
2.4.1.1.2.Biiyiime hormonu fazlahginin sendromik ve ailesel formlari:
2.4.1.1.2.a.Norofibramatozis tip 1:

Norofibramatozis tip 1, NFI geninin, hiicre farklilagsmasi ve ¢ogalmasinin
diizenlenmesinde rol oynayan bir protein olan norofibromini kodlayan 17ql11.2

kromozomu iizerindeki mutasyonlardan kaynaklanir. Norofibromin, bazi hiicre
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tiplerinde mikrotiibiillerle iligkilidir ve diger hiicre tiplerinde, bir¢ok hiicre ici sinyal
yolunda kritik bir molekiil olan ve hem biiyiimeyi tesvik eden hem de biiyiimeyi
durduran sinyalleri ileten proto-onkojen RAS’ m negatif bir regiilatorii olarak islev goriir
[124]. Baz1 hastalar (% 2 ila% 4) asir1 derecede uzundurlar ve fazla biiylimesi olan
hastalarda norofibromatozis olasilig1 g6z Oniinde bulundurulmalidir. Bazi durumlarda
gigantizm, optik sinir glioma veya hipotalamik tiimoérden asir1 GH salgilanmasinin
sonucu olabilir. Asir1 GH iiretimi, hipotalamik noronlar tizerine timor yerlesimi yoluyla

GH salgilanmasinin somatostatinerjik inhibisyonunun kaybi1 yoluyla olabilir [90].

2.4.1.1.2.b.McCune-Albright sendromu (MAS)

MAS, GH fazlaliginin ilave endokrinopatiler ve diger anormallikler ile birlikte ortaya
cikabilecegi karmasik ve heterojen bir hastaliktir. Klasik formdaki MAS’da, puberte
prekoks, cafe-au-lait lekeleri ve kemigin fibroz displazisi goriiliir. Bununla birlikte,
MAS’l1 bireylerin, asir1 biiylime hormonu salgilanmasindan kaynaklanan gigantizm
veya akromegali dahil olmak tizere bir dizi endokrin problemi gelistirme egiliminde

olduklar1 bilinmektedir [125].

Hiicre i¢i sinyallemede yer alan heterotrimerik G-protein kompleksinin uyarict alt
birimi olan Gs alfa’nm aktive edici mutasyonlarinin, MAS’m hemen hemen tiim klinik
belirtilerine temel olusturdugu gosterilmistir [126]. Klasik MAS’ta GH fazlaliginin
goriilme sikligmin genellikle% 15-21 oldugu ve erkeklerde daha yaygim olabilecegi
bildirilmistir [127]. MAS’taki biiyiime hormonu fazlaligma tipik olarak kafa tabani
fibroz displazisi eslik eder ve artmis kraniyofasiyal morbidite ve makrosefali ile

iligkilendirilmigtir [128].

2.4.1.1.2.c.Multipl Endokrin Neoplazi Tip I (MEN-1):

MEN-1, otozomal dominant kalitim gosteren ve c¢oklu endokrin bez tutulumu ile
karakterize bircok ailesel kanser sendromundan biridir. Spesifik tiimér kombinasyonlar1
acisindan ©6nemli klinik heterojenite olmasina ragmen, MEN-1’in en sik goriilen
belirtileri paratiroid, pankreas ve hipofiz adenomlaridir [129]. Daha 6nce kromozomal
lokus 11q13 de haritalanmis olan MEN-1 geninin, menini kodladig1 gosterilmistir [130].
Menin geni i¢indeki bircok farkli molekiiler genetik anormallik MEN-1 Ii ailelerde

25



tanimlanmugtir [131]. Somatik biallelik MEN-I mutasyonlarinin, somatotrof tiimérleri
iceren sporadik hipofiz adenomlarinin en az %15’inde mevcut oldugu gosterilmistir
[132]. MEN-1 oldugu bilinen bireylerde 6n hipofiz adenomlarinin %10-60 oraninda
bildirilmis prevalansa sahip oldugu ve sporadik vakalarin %?25’inde hastaligin ilk klinik

belirtisini temsil ettigi diistiniilmektedir [133].
2.4.1.1.2.d.Multipl Endokrin Neoplazi-Tip IV (MEN-4):

MEN-4, varsayilan timor baskilayic1 p27Kipl’i kodlayan CDKNIB genindeki germ
hatti mutasyonlarmin neden oldugu yakmn zamanda tanman bir durumdur [134].
Etkilenen hastalar tipik olarak CDKNIB’deki mutasyonlar i¢in heterozigottur ve MEN-

1’de goriilene benzer bir fenotip sergilerler [135].
2.4.1.1.2.e.Carney Complex (CNC):

[k olarak 1985 ‘de tarif edilen CNC, kardinal 6zelliklerin coklu endokrin tiimorleri, cilt
lezyonlarini, kardiyak miksomlar1 ve sinir kilif1 tiimorlerini icerdigi nadir bir otozomal
dominant hastaliktir. CNC’nin klinik sunumu, tan1 yasi gibi oldukg¢a heterojendir. GH
fazlahiginin gelisimi nadir goriiliir, genellikle yasamin 3. ve 4. yillarinda goriiliir ve

hastalarin sadece %10’unda bulunur [136].
2.4.1.1.2.£.3PA Asosiasyonu:

Paraganglioma, feokromositoma ve hipofiz adenomunun birlikteligi 3PA asosiasyonu
olarak adlandirilir ve c¢esitli siiksinat dehidrojenaz alt birimlerindeki germ hatti
mutasyonlarina bagl oldugu gosterilmistir [137]. Biiylime hormonu fazlalhigi tipik

olarak yasamin 3. ve 4.dekatinda goriiliir [138].
2.4.1.1.2.g.Ailesel Somatotropinomlar:

“Ailesel Izole Hipofiz Adenomlar1” (FIPA) olarak adlandirilan bu fenomende GH
fazlaligi, yasamin olduk¢ca erken yaslarinda ortaya c¢ikma egilimindedir [139].
11q13.3’te AIP(aril hidrokarbon reseptorii ile etkilesime giren protein)geni vakalarin

cogundan sorumlu tutulmaktadir [140], [141], [142].
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2.4.1.1.2.h.X’e Bagh Akrogigantizm:

X(q26.3 mikroduplikasyonu barindiran hastalar, ortalama 12 aylik baslangic yasi ile
dikkat cekici bir sekilde erken gigantizm ile karakterize belirgin bir fenotip sergiler.
GH’nin asin1 salgilanmasina ek olarak, dolasimdaki yiiksek GHRH ve prolaktin de
kaydedilmistir [143].

2.4.1.2. Gigantizmde Klinik Bulgular

Tahmin edilebilecegi gibi, dogrusal biiylime ivmesi asir1 GH iiretiminin temel
ozelligidir. Bununla birlikte, cok sayida vaka raporuna dayanarak, gigantizmli kiiciik
cocuklarda gozlenen asir1 lineer bilyiimenin makrosefali ve / veya obezite ile birlikte
olabilecegi ve hatta bundan Once gelebilecegi soOylenebilir [109], [144]. Sikca
karsilasilan ek klinik oOzellikler arasinda frontal bossing, genis burun kopriisii,
prognatizm, asir1 terleme, istah artisi, kaba yiiz Ozellikleri ve ellerin ve ayaklarin

genislemesi bulunur [17].

2.4.1.3. Gigantizmde Tam

GH fazlaliginin teshis edilmesinde altin standart, oral glikoz yiiklemesinin ardindan
serum GH’nin uygun bir seviyeye bastirilmamasma dayanir. Teshis, GH’ nin asir1
salgilanmasmin yam sira sella genislemesi ile birlikte bir hipofiz adenomu veya hipofiz
hiperplazisinin varligmin gosterilmesine dayanir [145], [146]. Asir1 GH salgilamasinin
teshisi icin yapilan kesin test, serum GH’nin oral glikoz yiikiinden sonra (75 veya 100
g 1 ng / mL’nin altina dismemesidir. Normal kilolu bireyler serum GH
konsantrasyonunu 1 ng / mL’nin altina diisiiriir [90]. Bazen, 24 saatlik entegre GH
degerlendirmesi, OGTT’ ye siipheli bir yanitin goriildiigii durumlarda yardimci olabilir
[147]. Bireysel duruma bagli olarak, ektopik GHRH salgis1 olasiligini arastirmak i¢in
periferik GHRH 0Olciimii de belirtilebilir. GH fazlaliginin  biyokimyasal kanit
gosterildiginde, MRI taramasi bir sonraki adimdir [17].

Serum IGF-I konsantrasyonu duyarli bir tarama testidir ve normalin yaklasik 4-10 kat
stiine c¢ikar [90]. Normal ergenleri degerlendirirken potansiyel bir karisiklik ortaya
cikabilir, cilinkii ergenlik doneminde normale gore anlamli derecede yiiksek IGF-I
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seviyeleri ortaya ¢ikar [148]. Ayrica, normal ¢ocuklarda oral glukoz yiikiine biiyiime
hormonu tepkisi cinsiyete ve pubertal evreye 6zgii olarak bulunmustur, en yiiksek GH
piki, Tanner 2-3 evresindeki kiz ¢cocuklarnda goriiliir [149]. Bu nedenle, GH fazlalig1
icin hem tarama hem de kesin testler klinik siiphe baglaminda yapilmali ve IGF-1
diizeyleri yasa ve pubertal evre tarafindan ayarlanan normal araliklara gore

yorumlanmalidir [17].

2.4.1.4. Gigantizmde Tedavi

Yetiskinlerde oldugu gibi, GH hipersekresyonu olan ¢ocuk ve ergenlerin tedavisi icin
mevcut iic ayr1 yontem cerrahi, radyasyon ve medikal tedavidir. Bireysel tedavi
stratejisinden bagimsiz olarak, tedavinin hedefleri ayni kalwr, yani GH ve IGF-1
seviyelerinin normal sinirlara getirilmesidir [150]. Transsfenoidal cerrahi, tercih edilen
bir tedavi yontemidir. Eger GH sekresyonu ameliyatla normallestirilmezse, secenekler
arasinda hipofiz radyasyonu ve octreotid (uzun etkili somatostatin analogu) veya
bromokriptin veya her ikisi ile yapilan medikal tedavi yer alir. Ameliyat Oncesi
octreotid, adenomun boyutunu azaltmak icin faydali olabilir [151]. Yeni bir terapi sekli,
GH reseptorii icin dogal GH ile rekabet eden bir GH reseptorii antagonisti olan

pegvisomant’in kullanilmasidir [145].

DiGER ASIRI BUYUME DURUMLARI

2.4.2. Trizomi X (47, XXX kadin)

Trizomi X hastalar1 uzun olma egilimindedir. Hastalarin ¢ogunda normal bir fenotip
vardir, bazi hastalarda minimal dismorfik 6zelliklere rastlanabilir(klinodaktili, sindaktili

gibi) [90].

Uzun boylu olma egiliminin nedeni muhtemelen ekstra X kromozomudur. Bir¢ok
gozlem tek X (45, X) ve Xp’nin delesyonunun, ozellikle de Xp’nin terminal
delesyonunun kisa boylanmaya yol a¢tigin1 ve ek X kromozomlarmin bu kaybi telafi
edebilecegini acikca gostermistir. Rao ve arkadaslari, X ve Y insan seks
kromozomlarmin psddootozomal bolgesinde (PAR1), SHOX (kisa boy homeobox iceren
gen i¢in) olarak adlandirdiklar: bir geni izole ettiler [152]. Kanitlar, SHOX yoklugunda
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Xp ucunun delesyonunun, kisa boy ve kisa siirede aktif hale gelmesi ve aktif olmayan X
kromozomlarinin, aktif biiyiime genlerinin (SHOX) inaktivasyondan kacmasiyla
sonuclanabilecegini, Klinefelter sendromu ve trizomi X’deki gibi uzun boylu olmaya

neden olabilecegini gostermektedir [153].

2.4.3. Klinefelter Sendromu (47, XXY)

Bu sendrom; jinekomasti, boy uzunlugu, kusurlu virilizasyon, kiigiik testisler, kiiciik
penis, mental retardasyon egilimi ve gonadotropinlerin idrarla atillmmin artmas: ile
karakterize bir durumdur. Uzun boy genellikle ergenlikten 6nce vardir. Bu durum, bu
ozelligin androjen eksikligi ile iligkili olmadigini ve trisomi X’deki gibi ekstra X

kromozomu (ekstra SHOX) ile iligkili olabilecegini gosterir [90].

2.4.4. 47, XYY Erkek

47, XYY erkeklerde yiiksek boylanmanimn, ilave Y kromozomu iizerindeki ekstra
biiylime genleri olan SHOX veya GCY (Growth control in the Y) genleriyle iliskili
oldugunu gosterilmistir [154].

2.4.5. Frajil X Sendromu

Frajil X sendromu, en yaygin kalitimsal zihinsel gerilik seklidir. DNA segmentinde,
Xq27.3’teki X kromozomunun spesifik DNA fragmanmin boyutunu artiran, frajil X
zihinsel geciktirme geni 1’de (FMRI) triniikleotit tekrarlarmmin ([CGG]) artisi
goriilmektedir. Fragil X sendromu, CGG artis1 olmadan FMR1 geninin delesyonlar1 ve
nokta mutasyonlar1 olan hastalarda da ortaya cikabilir [155], [156]. Geng frajil X pozitif
kizlarda, en yaygin ve en 6nemli iki bulgu, dogumdan itibaren goriilen asir1 biiytime,
siddetli dikkat problemleri, asir1 ¢ekingenlik ve endise dahil davramigsal ozelliklerdir.
Erkeklerde en tipik o©zellikler zihinsel gerilik, uzun boy, biiyiikk kulaklar ve
makroorsidizmdir; hastalarin yaklasik yarist normalin yiizde 90’mnin iizerinde kulak

uzunluguna sahiptir. Asir1 bitylimenin nedeni bilinmemektedir [90].
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2.4.6. Kromozom 22q13.3 Delesyon Sendromu

Terminal 22q13.3 delesyon sendromu, neonatal hipotoni, gelisimsel gecikme,
normalden hizli biiylime, ciddi sekilde konusma geriligi, otistik davranis ve mindr
dismorfik 6zellikler ile karakterizedir (omim#606232).22q13 terminal delesyonu olan
hastalar genel olarak asir1 biiylimeye meyilliyken, ring 22 olan hastalar siklikla biiyiime

yetersizligi gostermistir. Biiylimenin nedeni bilinmemektedir [90].

2.4.7. Asir1 Beslenme (Obezite)

Obezite ile iliskili yiiksek boy ve artmig biiyiime hizlarina muhtemelen insiilin ve IGF-I
aracilik eder. Obez cocuklar, normal kilolu bireylere kiyasla, baskilanmis GH
salgilanmasma ragmen, degisken fakat genellikle normal ila yiiksek plazma IGF-I
konsantrasyonuna sahiptir. Hiperinsiilinemi, obezitede tutarli bir bulgudur ve insiilin,
IGF tip 1 reseptoriinii aktive ederek uzama hizinin artmasina neden olabilir. Ek olarak
insiilin, IGFBP-1’in ana diizenleyicisidir. Hiperinsiilinemi IGFBP-1’1 azaltir ve bunun
sonucunda serbest IGF-I"de bir artis olur. Orta ve siddetli obezite ve kontrol grubundaki
hastalarin ¢alismalari, erkek ve kadimnlarda insiilin artisi, IGFBP-1°deki azalma ve
serbest IGF-I"deki artis1 gostermistir [157], [158]. Bu nedenle, obez ¢ocuklarin artan

biiylime hizlar1 biiyiik olasilikla hiperinsiilinemi ve artmig serbest IGF-I’in sonucudur.

2.4.8. IGF-I Reseptoriiniin Trizomisi

IGF-I reseptoriiniin trizomisi birka¢ ¢cocukta bildirilmistir ve siklikla uzun boy ve zeka
geriligi ile iligkilidir. 2002 yilinda, Faivre ve arkadaslar1 asir1 biiylimiis ve kromozom 15
in uzun kolunun terminal duplikasyonu ile basvuran iki bagimsiz aileden dort cocugu
bildirmislerdir [159]. Her iki durumda da, ebeveynlerin kromozom analizi 15q26.1-qter
iceren dengeli bir translokasyon gostermistir. Molekiiler ve sitogenetik caligmalar,
IGFIR geninin li¢ kopyasin1 gosterdi; bu, bu hastalarda gozlenen asir1 biiyiimenin, 15q
terminal delesyonu olan hastalarda goriilen ciddi biiytime geriligi aksine, /GFIR geninin
bir dozaj etkisiyle nedensel olarak iligkili olabilecegini ortaya koydu. Bu hastalar

spesifik bir fenotipe sahiptir. Dogumda makrozomi, asir1 biiylime, makrosefali,
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bazilarinda kraniyosinostoz ve hafif gelisimsel gecikme major klinik 6zelliklerdir [160],

[161], [162].

IGFIR’nin ii¢ kopyast olan bir hastadan alinan deri fibroblastlar1 ve IGF1R’nin sadece
bir kopyasma sahip bir denekten alman hiicrelerin, kontrollere kiyasla daha yavas
biiylime gosterdigini gosterdi. /GFIR geninin ii¢ kopyasi olan ¢ocuk uzundu. Bu
bulgular ve yukarida belirtilen raporlar, IGFIR gen kopya sayisinin insanlarda
fonksiyonel ve klinik 6neme sahip oldugu ve asir1 biiylimeden sorumlu oldugu kavrami

ile tutarhdir [162].

2.4.9. Bozulmus FGFR3 - CATSHL Sendromu

Fibroblast biiylime faktorii reseptorii 3 (FGFR3), bes ayr1 membrani kapsayan tirozin
kinazdan biridir ve endokondral kemik biiyiimesinin negatif bir regiilatoriidiir. FGFR3
mutasyonlar1; akondroplazi, hipokondroplazi, tanatoforik displazi gibi iskelet
displazileri ile iliskilidir. Anormal FGFR3 sinyalleri, endokondral kemik gelisimini
inhibe etmenin yani sira tesvik ederek de birtakim anomalilerine neden olabilir. Son
zamanlarda, Toydemir ve arkadaslari, FGFR3’ii inaktive eden, kamptodaktili (%90),
uzun boy (%100), skolyoz ve isitme kayb1 (%85) (CATSHL sendromu) ile karakterize
bir sendroma neden olan yeni bir mutasyon bildirmistir. Bu durumun baskin bir negatif

mekanizma ile FGFR3 fonksiyonunun kaybina neden oldugu ileri siiriilmiistiir [163].

2.4.10. Lipodistrofi

Lipodistrofi, adipoz doku depolarmin genel veya kismi yoklugu, insiilin direnci,
hiperinsulinemi, hiperlipidemi ve ketotik olmayan diabetes mellitus ile karakterize nadir
bir hastalik grubunu icerir. Transgenik farelerde ve insanlarda yapilan son gozlemler,
insiilin direncinin, hiperinsiilinemi ve diyabetin, yag eksikliginden ve bunun sonucunda
leptin ve adiponektin, peptidlerin (adipositokinler) eksikliginin, insiilin duyarliligini ve
enerji dengesini etkileyebilecegini gostermistir. Leptin, gida alimini, enerji tiiketimini
ve noroendokrin fonksiyonunu diizenlemede 6nemli bir rol oynar. Konjenital otozomal
resesif jeneralize lipodistrofisi olan hastalarda gigantizm; artan biiyiime hizi;

akromegaloid 6zellikler; biiyilik eller, ayaklar ve kulaklar; belirgin mandibula ve ileri
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kemik olgunlagsmast mevcuttur. Dogustan veya dogum sonrasi makrozomik olabilirler.
Hiperinsiilinemi, kas hipertrofisinden, polikistik over sendromundan ve artan lineer

biiylimeden sorumlu olabilir [90].

2.4.11. Prepubertal Seks Hormonu Fazlah$

Etyolojiden bagimsiz olarak androjen veya Ostrojenlerin prepubertal salgilanmasindaki
artis salgilamasmdaki artig, lineer biiylimeyi ve iskelet gelisimini hizlandirir ve cinsel

gelismeyi tetikler [90].

2.4.12. Cinsiyet Hormonu Eksikligi veya Direnci

Erkeklerde testosteronun ve kadinlarda Ostrojenin kalict eksikligi, uzun bacaklar ve
diisiik iist alt segment oranlarina, gecikmis iskelet olgunlagsmasi, uzun biiyiime periyodu,
uzun boy ve Onikoid oranlarina neden olur. Bu, elbette, GH eksikligi, Turner sendromu
veya dogrusal biiyiimeyi etkileyen baska herhangi bir bozuklugun bulunmamasi

kosuluyla gecerlidir [90].

2.4.13. Aromataz Eksikligi - Ostrojen Direnci

Son zamanlarda, aromataz eksikliginin bir sonucu olarak dstrojen eksikligi olan, CYP19
genindeki mutasyonlar veya Ostrojen direncinin bir sonucu olarak Ostrojen reseptor
geninin alfa (ERa) mutasyonunun bir sonucu olarak az sayida erkek ve kadm hasta

tamimlanmustir [164], [165], [166].

Ostrojen veya Ostrojen etkisinin olmamas1 nedeniyle, epifizlerin kapanmasi belirgin bir

sekilde geciktirilir, biiylime siiresi uzar ve hastalar asir1 uzun boylu hale gelir [165].

2.4.14. Ailesel Glukokortikoid Eksikligi

Ailesel glukokortikoid eksikligi, ACTH’ye cevap vermeyen nadir goriilen otozomal
resesif bir hastaliktir. Uzun boy ve ileri kemik yasi sik rastlanan bulgulardir. Bu durum,
dolagimdaki yiiksek ACTH seviyelerinin varliginda glukokortikoid eksikligi ile
karakterize edilir [167]. Hastalar genellikle bebeklik doneminde veya erken cocukluk
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doneminde hiperpigmentasyon, normal serum elektrolitleri, hipoglisemik doénemler,
kusma, gelisememe veya / ve olagandist sekilde enfeksiyon veya strese cevap
vermeleriyle taninirlar. Semptomlarin baslangic yas1 ve hastaligin klinik siddeti
degisiklik gosterir. Bu hastalarda asir1 GH salgilanmasina dair kanit yoktur ve IGF-I ve
IGFBP-1’in serum seviyeleri normaldir. Kemik yas1 ilerlemistir. Uzun boylu
olmalarmin nedeni acik¢a bilinmemektedir. Kortizoliin biiyiimeyi inhibe edici etkisinin
olmamasmdan veya adrenal androjenlerin bulunmamasindan ve kikirdak biiyiime

plakas lizerindeki etkilerinden dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir [90].

2.4.15. Marfan Sendromu tip 1 ve tip 2 (MFS1, MFS2)

Marfan sendromu, 10.000 kisiden 2 ila 3’iinii etkiledigi tahmin edilen; iskelet,
kardiyovaskiiler ve okiiler sistemleri ve ayrica lumbosakral spinal kanalin dural
ektazisini etkileyen kalitsal bir bag dokusu bozuklugudur. Iskeletle ilgili klinik bulgular,
uzun boylu, uzun kollar ve bacaklar (dolikostenomyeli), araknodaktili, pektus
excavatum veya karinatum ve dar damag icerir. Hastalarin% 60 ila% 100’iinde skolyoz
/ kifoz mevcuttur. Marfan sendromunda (MFS tip 1) temel kusur, fibrilin genindeki
bozukluktur. Sorumlu gen ise FBNI genidir. Ayrica 2004’te TGFBR2 genindeki
mutasyonlar MFS’li hastalarda (MFS tip 2) tamimlanmis ve vakalarin% 10’undan

sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir [168].

2.4.16. Beals Sendromu (Dogumsal Kontraktiirel Araknodaktili)

Beals sendromunun iskelet Ozellikleri, uzun ince bacaklar ve araknodaktili olmasi
sebebiyle Marfan sendromuna benzer. Bu, kromozom 5q23-31 de fibrillin genindeki

(FBN2) bir mutasyonun neden oldugu otozomal dominant kalitilan bir hastaliktir [169].

2.4.17. Homosistiniiri tip 1

Homosistiniiri, sistatyonin beta-sentaz enzimi eksikliginden dolayr metiyoninin
metabolizmasmin etkilendigi kalitsal bir bozuklukdur [170]. Klinik bulgular, bazi

farkliliklar olmakla beraber Marfan sendromuna benzerdir [171].
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2.4.18. Beckwith-Wiedemann Sendromu

Bu sendromda en karakteristik 0zellikleri olan dogum ©ncesi ve dogum sonrasi asiri
biiylime durumu vardir. Bunun yanm sira makroglossi omfalosel veya gobek defektleri
olabilecek diger bulgularidir. Biiyiime hizi genellikle 4-6 yasmna kadar yiizde 90’1n
izerinde ve daha sonra normaldir. BWS, 11p15 kromozomal bdlgesinde, biiyiime ve
hiicre dongiisii  kontroliinde yer alan, imprented genlerin ekspresyonundaki

degisikliklerden kaynaklanan, karmasik ve heterojen bir genetik hastaliktir [172].

IGF-11, fetal biiylime i¢in onemli bir biiyime faktoriidiir. Farelerde yapilan transgenik
deneyler, fonksiyonel paternal IGF-II alelinin kaybinin, %40 oranmnda dogum Oncesi
biiytime geriligi ile sonuclandigim gostermistir [173]. IGF-II ‘nin asir1 ekspresyonu,
BWS semptomlarinin coguna yol acabilir [174], [175]. Beckwith-Wiedemann’daki asir1
biiytime 6zellikle IGF-1I bakimindan zengin organlarda goriiliir. IGF-IR, hem somatik
biiylime hem de hiicresel proliferasyonun ana diizenleyicileri olan IGF-I ve IGF-II
tarafindan aktive edilir. IGF-II'nin asir1 ekspresyonu, dogum oncesi ve dogum sonrasi
asirt bilyiimeye neden olur. Ek olarak, IGF-II baskisi sporadik Wilms tiimorlerinde
kaybolur, bu da IGF-II asir1 ekspresyonunun asiri bilyiimeden ve tiimorlerin

gelismesinden sorumlu oldugunu diistindiiriir [176].

2.4.19. Simpson-Golabi-Behmel Sendromu, tip 1 ve 2

Bu sendrom, dogum Oncesi ve dogum sonrasi asir1 bilyiime, siradisi yiiz gortiniimil
(gecmiste bulldog sendromu olarak tanimlanmistir), makrosefali ve parmak anomalileri
ile karakterize X’e bagl resesif bir hastaliktir [177]. Bu sendrom, GPC3 geninin farkh
mutasyonlar1 veya mikrodelesyonlarindan kaynaklanir [178]. Membrana bagli bir
protein olan GPC-3, IGF-II ile etkilesime girer ve IGF-II'nin modiilasyonunda onemli

olabilecegi embriyonik mezodermal dokularda secici olarak eksprese edilir.

2.4.20. Sotos Sendromu

Bu sendromda baslica tanisal dzellikler; ayirt edici bir yiiz konfigiirasyonu, makrosefali,

asir1 bitylime ve 0grenme giicliigiidiir [179].
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Otozomal dominant kalhtilan bu sendromda vakalarin cogu sporadiktir (%85). 2002
yilinda Kurotaki ve arkadaslari, sporadik vakalarin %75’inde 5q35 kromozomunda
bulunan NSDI delesyonlarmi veya nokta mutasyonlarini tanimlamigstir. [180] Sotos
sendromunda NSDI delesyon ya da nokta mutasyonlarmin asirt biiyiimeye neden
oldugu bulgusu, NSDI’in biiylimeyi destekleyen genlerin koruyucusu olarak hareket

ettigini gosterir.

2.4.21. Weaver Sendromu

Weaver sendromu, dogum Oncesi ya da dogum sonrasi agir1 biiylime olagandisi yiiz

goriiniimii, ilerlemis iskelet olgunlagmasi ve kamptodaktili ile karakterizedir [181].

Asir1 biiyiime dogumda bulunur veya bebeklik doneminde baslar. Ozelliklerin cogu
Sotos sendromuna benzer.[182] EZH?2 geni ile iliskili asir1 biiylimeye sahip kisilerde

tamimlamigstir [183].

2.4.22. Nevo Sendromu

Nevo sendromu artmis dogum uzunlugu, kifoz, kas hipotonisi ve eklem gevsekligi ile

karakterize otozomal resesif nadir bir hastaliktir. Sadece birkac¢ vaka bildirilmistir [184].

2.5. GENLER

2.5.1. Growth hormone 1 (GHI)

Insan GH, hipofiz bezinden salgilanan 191 amino asidli, 22-kDa luk bir polipeptiddir

[185]. Bu gen tarafindan kodlanan protein, biiyiime kontroliinde 6nemli bir rol oynayan

somatotropin / prolaktin hormon ailesinin bir iyesidir. Somatotropin ailesi, temsilcileri

biiylime hormonu olarak da bilinen somatotropin olan, bes genden olusan bir protein
ailesidir [186]. Diger dort gen ile birlikte GHI geni, kromozom 17 iizerindeki biiyiime
hormonu lokusunda bulunur (17q22-24’te). Bes gen, olduk¢a yiiksek derecede bir dizi
benzerligi taswr [187]. GHI hipofizde eksprese edilirken, diger dort gen plasental
dokuda eksprese edilir [188]. Fare GH geni ise 11.kromozomda bulunmaktadir [189].
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GH kodlayan genetik lokus, insan kromozomu 17q24.2°de bulunur. 46.83 kilobaz igerir
ve GH ile iliskili 5 gen icerir [187]. Bu kiimedeki genlerin gen ¢ogalmasiyla ortaya
ciktig1 diisiiniilmektedir. Iki tanesi 2 farkli GH varyantim kodlar ve GHI (veya GH-N )
ve GH2 (veya GH-V ) olarak adlandirilir. Diger ikisi, plasental laktojen (PL) olarak da
bilinen ve koryonik somatomammotropini (CS) kodlar ve CS1 (veya CSA ) ve CS2
(veya CSB) olarak adlandirilir. Olgun protein iiriinleri aynidir, yani CS. Kiimedeki
besinci gen, CSL adinda diisiik seviyelerde eksprese edilen ve verimli bir sekilde
cevrilemeyen bir CS benzeri protein kodlar. Bu genin / psddojenin fonksiyonu - ya da
olmayan - fonksiyonu yillardir tartisilmaktadir, ancak belirsizligini korumaktadir.
Kiimedeki 5 genin her biri 5 ekzon ve 4 introndan olusur. GHI ise geni, hipofiz

somatotrop hiicrelerinde ifade edilirken; GH2, CS1 ve CS2 plasentada eksprese edilir.

GH geninin proteini olan somatotropin (Growth hormon), biiyiime kontroliinde 6nemli
bir rol oynar. Viicut biiyiimesini tesvik etmedeki ana rolii, karaciger ve diger dokular1
IGF-1 salgilamas: i¢in uyarmaktir. GH hemen hemen tiim hiicrelerde bulunan reseptorii
araciliglyla davranir. Myoblastlarin farklilasmasmi ve cogalmasmi uyarir. Ayni
zamanda kas ve diger dokularda amino asit alimimi ve protein sentezini uyarir .Yag
lipolizini, dogrusal ve radyal kemik biiylimesini ve kemik mineralizasyonunu arttirir

[12].

2.5.2. Insulin Like Growth Factor 1 (IGF1)

Fare IGF1 geni, 10.kromozom iizerinde bulunan 12 ekzonlu bir gendir. insandaki IGF1

geni ise 12.kromozomun uzun kolunda 12q23-23 bolgesinde bulunur [190], [191].

Bu gen tarafindan kodlanan protein, fonksivon ve vyapi olarak insiiline benzer ve

biyiime ve gelismeye aracilik eden protein ailesinin bir iivesidir. Plazmadan izole

edilen insiilin benzeri biiyiime faktorleri, yapisal ve islevsel olarak insiilin ile iligkilidir,
ancak daha yiiksek bir biiylime destekleyici aktiviteye sahiptir. Osteoblastlarda glukoz
tasinim1 ve glikojen sentezinin fizyolojik bir diizenleyicisi olabilir. Osteoblastik
hiicrelerde glikoz tasimnmasini uyarir ve sadece glikojen ve DNA sentezi i¢in degil, ayni
zamanda glikoz alimini arttirmada da insiilinden ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda

etkilidir. Sinaps olgunlagsmasinda rol oynayabilir [192], [193].
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Insiilin Benzeri Biiyiime faktorleri (IGF) genellikle lokal olarak etki gosteren ve spesifik
hiicrelerde biiylimeyi uyaran, primer aminoasid dizilimleri birbirlerine ve insan
proinsiiline benzeyen kiiciik peptidlerdir. Yapisal ve fonksiyonel olarak growth faktorler
ailesi igerisinde yer alir. Kismen biiylime hormonuna bagimli ve GH’nin anabolik ve

mitojenik etkilerinden bircoguna aracilik eden bir peptid grubudur. IGF-1, growth

hormonun biiyiimeyvi hizlandirmada major mediatorii olarak gorev alan ve 7647 dalton

agirliginda 70 amino asitten olusan kiiciik bir peptittir [194]. Postnatal yasam boyunca

dolasimda anlamli seviyelerde bulunur ve insiiline benzer dozlarda glukoregiilatuar ve
mitojenik Ozellik gosterir. IGF-2 de yapisal olarak IGF-1’e benzer fakat baska bir gen
tarafindan kodlanmistir. IGF-1, GH nun kontrolii altinda karacigerde sentez edilir ve
kana sekrete edilir. IGF-1 kemik gibi periferal dokularda da otokrin/parakrin
sentezlenir. IGF-1 ve -2’nin birbirinden ayr1 reseptorleri vardir. Insiilin ve IGF-1
reseptorleri yaklasik olarak %38 oraninda benzerlik gosterir. IGF baglayici proteinler
(IGFBP) alt1 yiiksek afiniteli protein ailesinin bir iiyesidir. IGF-1 ve -2 i¢in afinitesi,
IGF-1 reseptorlerinden daha fazladir. IGFBP’lerin baslica fonksiyonu hedef dokulara
IGF tasmmasidir. IGFBP-3 plazmada en fazla bulunamidir ve IGF-1 i¢in afinitesi en
yiiksek olamidir. Genellikle doymus durumdadir [195].

IGF’ler, bugiine kadar incelenen tiim omurgalilarda biiylime ve gelisme i¢in kritik
oneme sahiptir [196]. Ornegin, IGF-I veya IGF-II nakavt farelerin dogum agirhg,
kontrollerinin yaklasik %60’1 kadardir. Hem IGF-I hem de IGF-1I"de bos mutasyonlara
sahip fareler, dogumda kontrollerinin %30’una sahip bir viicut agirligina sahiptir ve
bundan kisa bir siire sonra oliirler [197], [198]. Farelerde IGF-I’in asir1 ekspresyonu
viicut agirhigmi %30 arttirr [199]. Baskilama kaybindan kaynaklanan IGF-II asiri
ekspresyonu siklikla somatik asir1 biiyiime ile iliskilidir [200], [201].

Memelilerde, lineer biiyiime IGF sistemi tarafindan, fetal periyotta IGF-1 ve IGF-II ile
diizenlenir ve IGF-I, dogum sonras1 donemde somatotropik eksen i¢ine dahil edilir

[202].

2.5.3. Growth Hormone Releasing Hormone (GHRH)

Fare GHRH geni 2.kromozom iizereinde lokalize olmustur. Bu gen, glukagon protein

ailesinin bir tiyesini kodlar. Kodlanmig preproprotein, hipotalamusta iiretilir ve hipofiz
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bezinden biiylime hormonu salinimini uyarmaya yarayan somatoliberin (GHRH) olarak
bilinen olgun faktdrii olusturmak i¢in ayrilir. Somatoliberin i¢in varyant reseptorleri,
cesitli timor tiirlerinde bulunmustur ve bu reseptorlerin antagonistleri, tiimorlerin
biiylimesini inhibe edebilir. Bu gendeki kusurlar ciicelik nedenidir, kodlanmis proteinin

asirt salgilanmasi ise bir devlik nedenidir (genecards).

2.5.4. Insulin Like Growth Factor Binding Protein 5 (IGFBP5)

Sican ve farenin /GFBP5 genleri yaklasik 17 kb lik, dort ekzon ve ii¢ intron iceren ve
1.kromozom iizerinde lokalize olan bir gendir [203]. Insan IGFBPS5 geni ise, toplam 33
kb’lik bir gen biiyiikliigii ile, kemirgen karsitindan biraz daha biiyiiktiir [204]. IGFBP5
geninin uzunlugu 33 kb’dir ve insanlarda kromozom 2’nin iizerinde bulunur. Dort
ekzon iceren bu gen, insanlarda cesitli dokularda eksprese edilen yaklasik 29 kDa
¢Oziiniir bir proteini kodlar. IGFBP5 geni, IGFBP2 geni ile ayn1 kromozomda bulunur
[205].

Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayict protein-5 (IGFBP-5), IGFBP ailesinin bir
tiyesidir [206]. IGFBP-5, kemik, yumurtalik, meme bezi ve bobrek fizyolojisi gibi
cesitli biyolojik islemlerde onemli bir rol oynamaktadir [207]. IGFBP-5’in islevi temel
olarak hiicre biiylimesi lizerinedir; protein hiicre ¢ogalmasimni baskilamakta veya
indiiklemektedir [208], [209], [210], [211]. Ek olarak, trombospondin-1 [212],
osteopontin [212], vitronektin [213] ve plazminojen aktivator inhibitor-1 [214] dahil
cesitli hiicre dis1 matris proteinleri ile etkilesime girer. Son birka¢ yilda, IGFBP-5’in
hiicre sagkalimi itizerindeki etkisinin, spesifik ¢oziiniir veya hiicre ile iligkili ligandlarla

etkilesimlere dayandigi goriilmiistiir [206], [215].

IGFBP-5, IGFBP’lerden en ¢ok korunandir ve birka¢ anahtar hiicre soyunun, drnegin
miyoblastlarin ve sinir hiicrelerinin gelisimi sirasinda odak diizenleyici bir faktor olarak
vurgulanmistir. Farelerde, IGFBP5 embriyoda, erken gelismeden, temel olarak
somitlerin miyotomal bileseninde ve gelismekte olan merkezi sinir sisteminde eksprese
edilir. Dogum sonrasi, serum IGFBP-5, IGFBP-3 ile ortak olarak, IGF-I veya IGF-II ve
asit kararsiz alt lnite ile iiclii bir kompleks olusturur. Agresif pediatrik kanser,

rabdomiyosarkomda Igfbp5 yukar1i regiile edilir prostat kanserinin androjen
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bagimsizligma ilerlemesinde ve diiz kas tiirevli uterin leiomyomda, neoplazide bir islevi

oldugunu gosterir [216].

2.5.5. Growth Hormone Receptor (GHR)

Bu gen, bilyiime hormonu icin bir transmembran reseptorii olan bir proteini kodlar

[217], [218]. Biiyiime hormonu reseptorii (GHR), 30°dan fazla reseptor iceren sinif [

sitokin reseptorii ailesinin bir {iyesidir [219]. Biiyime hormonunun reseptore

baglanmasi, biiylimeye yol acan hiicre i¢i ve hiicreler arasi bir sinyal iletim yolunun

aktivasyonuna yol acar [220]. GHR’ler kas, yag, karaciger, kalp, bobrek, beyin ve

pankreas dahil bircok dokuda tanimlanmistir[86]Bu gendeki mutasyonlar, kisa boy ile

karakterize bir hastalik olan biiyiime hormonu duyarsizlig1 sendromu olarak da bilinen

Laron sendromuyla iliskilendirilmistir [221].

2.5.6. Insulin Like Growth Factor 1 Receptor (/IGFIR)

Bu reseptor insiilin benzeri biiyiime faktoriinii yiiksek afinite ile baglar. Tirozin kinaz

aktivitesine sahiptir. Insiilin benzeri biiyiime faktorii I reseptorii, doniisiim olaylarinda

kritik bir rol oynar. Onciiliin boliinmesi, alfa ve beta alt birimlerini iiretir. Hiicre
sagkalimini artirarak anti-apoptotik bir ajan olarak islev gordiigii cogu malign dokularda

asir1 eksprese edilir. Farelerde bu gen 7.kromozomda bulunur (GENECARDS).

Hiicresel seviyede, IGF’ler hiicre ¢ogalmasi, farklilasma, go¢ ve hayatta kalma dahil
olmak iizere cesitli hiicresel tepkileri indiikler. IGF’ler bu biyolojik eylemleri temel
olarak tip I IGF reseptoriinin (IGF-IR) baglanmasi ve aktivasyonu yoluyla
gerceklestirir. IGF-IR, iki o alt tiniteye ve disiilfit baglariyla baglanmus iki B alt {initeye
sahiptir. A alt birimi, bir sistein bakimindan zengin ligand baglanma bolgesi igerir. Alt
birim, tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. IGF-IR, insiilin reseptorii(IR) ile yiiksek dizi ve
yapisal benzerlik sergiler [222]. IGF-IR’nin ligand baglanmasi, otofosforilasyonunu
indiikler. Etkinlestirilen IGF-IR, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) -Akt kaskad:1 ve Raf-
Mek-Erk1/2 kaskadi, [223], [224], dahil coklu hiicre ici sinyal transdiiksiyon

kaskadlarini aktive eder.
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Iki alfa alt birimi ve iki beta alt birimi, IGF-1 reseptoriinii olusturur. Hem alfa hem de B

alt birimleri, tek bir mRNA Onciiliinden sentezlenir [225].

IGF-1, en az iki hiicre yiizeyi reseptoriine baglanir: IGF1 Reseptorii (IGFR) ve insiilin
reseptorii. IGF-1 reseptorii IGF-1'1 insiiline baglanandan 6nemli Olciide daha yiiksek

afinitede baglar [226].

IGFIR nin sadece bir islevsel kopyasimi tasiyan fareler normaldir, ancak viicut
kiitlesinde ~%]15 azalma gosterir. Ayni sekilde /GFIR’nin kopeklerde de viicut
boyutunu diizenledigi gosterilmistir. Bu genin mutasyona ugramis bir versiyonu bir dizi

kiigiik kopek rkinda bulunur [227].

IGF1R meme, prostat ve akciger kanserleri dahil bircok kanserde gosterilmistir [228],
[229]. Baz1 durumlarda, anti-apoptotik Ozellikleri kanserli hiicrelerin kemoterapotik

ilaclarin veya radyoterapinin sitotoksik 6zelliklerine diren¢ gostermesini saglar.

Primer ve metastatik prostat kanseri hasta tiimorlerinin cogunda ekspresse edilir [230].
Kanitlar, prostat kanseri hiicreleri androjen bagimsizligina ilerlerken hayatta kalmak ve

biiytimek i¢cin IGF-IR sinyallemesi gerektigini 6ne siirmektedir [231], [232].

IGF-IIR geninin nakavt edilmesi veya baskilanmis IGF-IIR’nin kayb fetal biiylime ve

perinatal 6liimciilliige neden olur [233].

Insiilin benzeri bilyiime faktorii-I reseptorii (IGF-IR), hiicre ¢ogalmasmin ve
uzunlamasina kemik biiylimesinin 6nemli bir aracisidir [234]. IGF-I'in IGF-IR’e
baglanmasi, IGF-IR’nin tirozin kinaz aktivitesinin transmembran aktivasyonuna neden
olur. Insanda, IGF-I reseptoril geni, kromozom 15’in (15926.3) uzun kolunun distalinde
bulunur [235]. Intrauterin biiyiime geriligi ve postnatal biiyiime acig1 olan hastalarda
Kromozom 15@’nin monoalelik kaybi, IGF-I reseptorii geninin mutasyonlar1 ve bir
kopyasinin kaybr bulunmustur [236]. Farelerde /GFIR gen nakavt deneyleri, her iki
alelin null mutasyonunu tasityan farelerin siddetli ve bir allel null mutasyon olanlarda
orta diizeyde embriyonik ve postnatal biiylime yetmezligi sergilediklerini gostermistir
[237]. Fetal biiylime, substrat ve oksijen kaynagina, plasental ve fetal dokularinin

vaskiilarizasyonuna ve hiicresel proliferasyonun kompleks bir endokrin modiilasyonuna,
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doku genislemesine, apoptozun inhibisyonuna ve doku remodellemesine baglhdir. IGF-I
ve IGF-II'nin her ikisinin de, insan fetalizasyonunun onemli diizenleyicileri oldugu
ortaya kondu [238], [239]. Fetal karaciger tarafindan iiretilen IGF-I’in, plasenta substrat
aliminin 6nemli bir uyaricisi oldugu gosterilmistir. IGF-I fetal plasental katabolizmasini
inhibe eder ve plasental laktat iiretimini azaltir. Fare IGF-II geninin hedeflenen
bozulmasi, fetal biiylimenin %40 oraninda azalmasina yol acgar. IGF-I geninin
bozulmasi hem dogum 6ncesi hem dogum sonrasi biiyiime yetmezligine yol acar [237].
Son zamanlarda, intrauterin gelisme geriligi ve dogum sonrasi biiylime eksikligi olan
hastalarda, kromozom 15q’nin monoalelik kayb1 ve uzun kolunun distalinin delesyonu
nedeniyle IGF-I reseptor geninin bir kopyasinin kaybi tespit edilmistir [240], [241].
Kromozom 15’in distal kolundan materyal kaybi olan hastalar, intrauterin gelisme
geriligi, postnatal biiylime eksikligi ve ayrica bazen kraniyofasiyal ve iskelet

anormallikleri ve hafif-orta zeka geriligi gosterirler [242], [243].

2.5.7. Insulin Like Growth Factor Binding Protein 1 (IGFBPI)

Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayict proteinler (IGFBP’ler), IGF lere yiiksek
afinite ile baglanan alt1 proteinden (IGFBP-1 ila 6) olusan bir siiper ailedir [244].
IGFBP’ler yalmzca IGF eylemine dahil degildir, ayn1 zamanda hiicre biiylimesinin
inhibisyonu veya aktivasyonu ve apoptozun indiiksiyonu dahil IGF’den bagimsiz
fonksiyonlar1 diizenliyor gibi goriinmektedir [245]. IGFBP’ler asit kararsiz alt iiniteler
(ALS) ve ayrica serumdaki insiilin benzeri biiylime faktorleriyle (IGF’ler) etkilesime
girer [246]. IGF’ler salgilandiginda ve serbestce dolastiginda, kararsiz ve kolayca
bozulurlar. Fonksiyonel stabiliteyi elde etmek icin kanda etkin dolagim i¢cin IGFBP’leri
baglamalar1 gerekir. Son zamanlarda, IGFBP’ler kanser, metabolik hastalik ve ndronal
hastalik gibi patofizyolojik hastaliklarda potansiyel oyuncular olarak ¢oklu fonksiyonlar
ortaya koymuslardir [247].

IGFBP-1, hiicresel tepkiler iizerindeki IGF-1 aktivitesini etkileyebilir ve bagimsiz
olarak hiicre sinyallesmesinde IGF-1 etkisini aktive eder [248], [249]. IGFBP-1, sadece
IGF aktivitesinin onemli bir belirleyicisi olmakla kalmaz, ayni zamanda periferik
dokularda glikoz alimmi arttirir ve karacigerde glikoz cikisini azaltir. Ayrica, lipid

metabolizmasinda rol oynar [250].
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Insan IGFBPI, kromozom 7’nin kisa kolunda bulunur ve 5.31 kb bir gen tarafindan
kodlanir. IGFBP-1, yaklasik 25 kDa’lik bir molekiiler agirhiga sahiptir ve IGF-1 veya 2
ile bir heterodimer kompleksi olarak plazmada dolasir [251]. Fare /IGFBPI geni ise

11.kromozomda lokalize olmustur [252].

2.5.8. Ghrelin And Obestatin Prepropeptide (GHRL)

Bu gen, ghrelin ve obestatin verecek sekilde boliinmiis ghrelin-obestatin preproproteini

kodlar [253]. Farelerde GHRL geni 6. Kromozom iizerinde yer almaktadir.

Ghrelin ayn1 zamanda lenomorelin olarak da bilinen "aclik hormonu", merkezi sinir

sistemindeki bir noropeptid olarak islev géren ve gastrointestinal sistemdeki ghrelinerjik

hiicrelerin iirettigi bir peptid hormonudur [254], [255], [256]. Ghrelin giiclii bir istah

uyaricidir. Istahi diizenlemenin yani sira enerji homeostazini diizenlemede de dnemli bir

rol oynar [257]. Mide bosaldiginda, ghrelin salgilanir. Mide gerildigi zaman, sekresyon
durur. Hem achg arttrmak hem de gastrik asit sekresyonunu ve gastrointestinal
hareketliligi artirmak i¢in viicudu yiyecek alimimna hazirlamak ic¢in hipotalamik beyin

hiicrelerine etki eder [258].

Ghrelin hiicreleri esas olarak mide ve duodenumda bulunur [259]; ayrica jejunumda,
akcigerlerde, pankreas adaciklarinda [260], gonadlarda, adrenal kortekste, plasentada ve
bobreklerde de bulunur. Son zamanlarda, ghrelinin beyinde yerel olarak iiretildigi

gosterilmistir [261].

Ghrelin, ATP iiretimine, yag deposuna, glikojen depolamaya ve kisa siireli 1s1 kaybina
giden enerjinin oranini ayarlayarak, karmasik enerji homeostazisi siirecini diizenlemeye
katilan bir katilimcidir. Bu islemlerin net sonucu viicut agirlhigma yansir ve metabolik
sinyallere ve ihtiyaclara gore siirekli izleme ve ayarlama altindadir. Herhangi bir anda,
herhangi bir zamanda, denge veya dengesizlik olabilir. Gastrik beyin iletisimi, enerji
homeostazinin 6nemli bir parcasidir ve ghrelin, nesfatin ve endokannabinoid gastrik
sistemler arasindaki etkilesime aracilik eden gastrik hiicre i¢ci mTOR / S6K1 yolu, ve
hem afferent hem de efferent vagal sinyalleri dahil olmak iizere ¢esitli iletisim yollar1

miimkiindiir [262].
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Ghrelin ve sentetik ghrelin mimetikleri (biiyiime hormonu sekretagoglari), orexigenic
noropeptid Y (NPY) ve agouti ile iligkili protein (AgRP) noronlarmi iceren [263] arkuat
cekirdek icerisindeki reseptorleri tetikleyen [264, 265] reseptorleri viicut agirhgmni ve

yag kiitlesini arttirir [266-268].

Ghrelin, enerji homeostazindaki islevine ek olarak, ventral tegmental alana ve dogal
odiillerin hedonik ve gii¢lendirici yonlerini ileten bir devre olan mezolimbik yoldaki

kolinerjik-dopaminerjik 6diil baglantisin1 da aktive eder [256, 269].

Ghrelin, istah agmak ve beslenme davranislari ile iliskilendirilmistir. Dolagsan ghrelin
seviyeleri yemekten 6nce en yiiksek ve hemen sonra en diisiiktiir [270, 271]. Caligmalar,
grelin seviyelerinin agirhikla negatif olarak iliskili oldugunu gostermistir. Bu veriler,
ghrelinin viicudun enerji depolar: ile beyni arasinda bir mesajlasma, adipozite sinyali

olarak islev gordiigiinii gostermektedir [258].

Ghrelin bagirsak hiicre proliferasyonunu tesvik eder ve enflamatuar durumlar ve
oksidatif stres sirasinda apoptozu inhibe eder [272]. Ayni zamanda pro-enflamatuar
mekanizmalar1 baskilar ve anti-enflamatuar mekanizmalar1 arttirir, boylece kolit, iskemi
reperfiizyon hasar1t ve sepsis dahil olmak iizere cesitli gastrointestinal enflamatuar

durumlarda terapotik kullanim imkamn yaratir [273].

Ghrelin gastrointestinal ve pankreas malignitesinin olusumunu destekler [274-276].

Ghrelin, pankreas adaciklarindaki beta hiicrelerinden glukozla uyarilan insiilin
sekresyonunu inhibe eder. Ghrelin, dolayli olarak, ghrelin reseptoriinii secici olarak
eksprese eden pankreas delta hiicrelerinden somatostatinin aracilik ettigi lokal negatif

geri beslemeyi tesvik ederek yapar [277].

Tiim ghrelin sistemi glukoregulatuar bir etkiye sahiptir [278].

Ghrelin fetal akciger tarafindan erken iiretilir ve akciger biiylimesini destekler [279].

Kordon kani aktif ve total ghrelin diizeyleri, ghrelin diizeyleri ile dogum agirhgi

arasinda bir iligski oldugunu gosterir [280].
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Obez bireylerin plazmasindaki Ghrelin seviyeleri, agirlig1 daha az olan bireylerinkinden
daha diisiiktiir [281], ghrelinin, yiiksek ghrelin diizeylerinin artmis gidalarla korele
oldugu Prader-Willi sendromu ile indiiklenen obezite durumlar1 haricinde, obeziteye

katkida bulunmadigin1 gostermektedir [282, 283].
Yukarida aciklanan nedenlerden dolayr miR-124’iin muhtemel hedefi olan ve biiyiime-

gelismeden sorumlu GH, IGFI, GHRH, IGFBP5, GHR, IGFIR, IGFBPI, GHRL

genleri bu ¢alismada kullanilmistir.
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3. YONTEM ve FARELER

3.1. VERI TOPLAMA ARACLARI
Kullanilan Cihaz ve Aletler

LightCycler 480 II (Roche)

Santrifiij Cihaz1 Mikro 22 (Hettich Zentrifugen)
Termal Cycler PCR Cihazi (SensoQuest)
Sogutmal1 Santrifiij Cihazi (Sigma)
Vorteks Cihazi (Heidolph)

Isitict Blok TH2 (HLC Biotech)
Mikropipet (Gilson Eppendorf)

T-Shaker (Eurolone)

Distile Su Cihazi1 (Diret-Q. UV Millipore)
Etiiv CO, (Niive)

. Binokiiler Mikroskop (Leica)

Sterio Mikroskop (Leica)

. Laminar Hava Kabini (TelStar)
Mikrotom (Leica RM 2155)

. +4°C Buzdolabi (Siemens)

-20°C Dondurucu (Beko)

. -80°C Dondurucu (Binder)

A SRR .

e e e e e
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18. Otoklav (A1p)

19. Eppendorf Thermomixer (Comfort)
20. Hassas Terazi (G Adam Equipment)
21. Centrifuge (Beckman Coulter Allegra)
22. Biotech Biospec-Nano (Shimadzu)
23. Su Banyosu (Niive)

24. Thermal Cycler (Bio-Rad)

25. Ceker Ocak (Hedlab)

26. Jel Goriintiileme Sistemi (Bio-Rad)
27. Plate Santrifiij (Peqlab)

28. Mikropipetler

3.2. FARELER ve YASAM KOSULLARI

Calismamizda Balb/c irki fareler kullanilmistir. Bu fareler, Erciyes Universitesi Betiil-
Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezinde en uygun kosullarda barindirilmistir.
Calismamizda kullandigimiz farelerimize, minimum kafes alani: 180cm’ ve minimum
kafes yiiksekligi: 12cm’ sartlarinda olacak bicimde ve dogumlarmdan itibaren biitiin
ihtiyaclar1 karsilanacak sekilde barinma olanagi saglanmistir. Farelerin hayatta
kalmalar1 i¢in en uygun yasam sartlar1 olan 20-24C° yasam alan sicakligi ve %45-70

nisbi nem miktar1 saglanmaistir.

miR-124-3p mikroenjeksiyonu sonucu 5 erkek, 1disi olmak iizere 6 tane FO miR-124*
fare dogdu.Kontrol grubu olarak da 4 erkek, 4 disi olmak iizere 8 tane FO fare
kullanilmigtir. Sonrasinda kilo takibi yapilan bu fareler, miR-124* lar kendi aralarinda
kontrol fareler de kendi aralarinda ciftlestirilerek F1 nesli elde edilmistir.3 erkek 2 disi
olmak iizere 5 tane F1 miR-124* fare ve 4 erkek 10 disi olmak iizere 14 tane F1 kontrol
fare calismamizda kullanilmistir. F1 nesli i¢in de kilo takipleri yapilmigtir. Hem FO hem
de F1 farelerin hipotalamus, hipofiz ve kan dokular1 elde edilip RNA izolasyonu
yapilmistir. Ardindan GH, IGFI, GHRH, IGFBP5, GHR, IGFIR, IGFBPI, GHRL
genlerinin mRNA ekspresyonlar1 Real Time PCR ile tespit edilmistir. Ayrica bu
farelerin serum Orneklerinde de ELISA yontemi ile GH ve IGF-1 protein diizeyleri

Olciilmiistiir.
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3.3. YONTEM

3.3.1. Mikroenjeksiyon Yontemi

Bu calisma icin iki grup fareye ihtiya¢ vardir. Ik grubu embriyo topladigimiz saglikli
erkek ile ciftlesen saglikli disiler olustururken, ikinci grubu vazektomize erkek (Vaz
deferens kanallar1 cerrahi operasyon ile kesilmis fareler) ile ciftlesen saglikli disiler
(tastyic1 anne) olusturur. Bir giin Once ciftlesmeye atilan fare gruplarmnin c¢iftlesip
ciftlesmedigini kontrol etmek i¢in ertesi giin erkenden vajinal tikag¢ takibi yapilmigtir.
Saglikli erkek ile ciftlesen saglikli disiler o giin 6gleden sonra sakrifiye edilmistir ve
oviductlar1 daha onceden 37°C’de inkiibe edilen M2 medium (Sigma, Almanya) i¢ine
alimmistir. Sterio mikroskop (Leica, Almanya) altinda embriyoyu barindiran ampulla
belirgin halde goriilince pensler araciligi ile ampulla yirtilmistir ve agiz pipeti
yardimiyla embriyolar yeni M2’ye transfer edilmistir. Proniikleuslar1 kaynagsmadan 6nce
fakat en belirgin oldugu evrede yakalanmas: icin embriyolar M16 medium (Sigma,
Almanya) icine agiz pipeti ile tasmip 37°C’de % 0, 5 CO; ‘de (Panasonic, Japonya)
inkiibe edilmistir. O sirada invert mikroskop (Nikon, Japonya) acilmistir. Mikroenjekte
edilecek olan uaaggcacgcggugaaugcc dizisine sahip sentetik mmu-miR-124-3p
(MIMAT 0000134, Sigma, 1/10 oraninda seyreltilmistir ve ¢alisma siirecinde daima buz
izerinde tutulmustur. Cukur lam iizerine alinan M2 medium iizerine M2 ile doyurulmus
mineral yag1 (Sigma, Almanya) eklenerek lam iizerinde emriyolar i¢in yasam alam
olusturulmustur. Embriyoya zarar vermeden tutabilmek i¢cin 1, Omm Odx 0, 58mm ID
borosilikat cam kapiller (Harvard, Amerika) Micro Puller (Narishige, Japonya)
kullanilarak 97,6°C’de cekilmistir ve Micro Forge (Narishige, Japonya) kullanilarak
tutucu pipete son sekli verilmistir. Kullanima hazir olan tutucu pipet invert mikroskop
(Nikon, Japonya) altinda yasam alani olusturulmus lam i¢ine tutucu kollar yarimiyla
yerlestirilmistir. Bu ortama 15°serli gruplar halinde embriyolar yine agiz pipeti
yardimiyla tasmmustir. Mikroenjeksiyon icin en son olarak gerekli olan
mikroenjeksiyon pipetini yapmak i¢in 1, 0Omm Odx 0, 78mm ID borosilikat cam kapiller
(Harvard, Amerika) Micro Puller (Kopf, Amerika) istenen incelige uygun sicaklikta
cekilmistir. Hazir haldeki mikroenjeksiyon pipeti ¢Oziilmiis haldeki miRNA ya da total
RNA soliisyonu icerisinde 1-2 dk. bekletildikten sonra mikroenjeksiyon pipeti ucunda

47



cok kiicikk bir damlacigin olusmasi durumunda soliisyondan cikarilip yasam alam
olusturulmus lam icine yine tutucu kollar yardmmyla yerlestirilmistir. Joystick’ler
yardimiyla ayni diizleme alinan tutucu pipet, embriyolar ve mikroenjeksiyon pipeti artik
mikroenjeksiyon i¢in hazir hale getirilmistir. Mineral yag yardimiyla (Sigma, Almanya)
tutucu pipette olusturulan itme-¢ekme giicii kullanilarak embriyo rahatca tutulmustur ve
CO, yardimiyla mikroenjeksiyon pipetinde olusan itme giiciiyle de miRNA ya da total
RNA embriyonun erkek proniikleusuna basilmistir. Mikroenjekte edilen soliisyonun
embriyo i¢inde olusturdugu siskinligin goriiniir olmas1 sayesinde embriyoya miRNA ya
da total RNA’yr verdigimizden emin hale geldik. Mikroenjeksiyon bittikten sonra
embriyolar agiz pipeti ile taginip 37°C’de % 0, 5 CO, ‘de (Panasonic, Japonya) inkiibe
edilmistir. Agiz pipeti yardimiyla Sterio mikroskop (Leica, Almanya) altinda
mikroenjeksiyon sonrasi 6len embriyolar M16 (Sigma, Almanya) icinde birakilmis ve
yasayan embriyolar M2 medium (Sigma, Almanya) i¢ine taginmistir. Ag1z pipetine dnce
bir ka¢ tane hava kabarcigi, sonra M2 medium (Sigma, Almanya) ile birlikte mevcut

embriyolarin hepsi ve en sonunda da tekrar hava kabarciklar1 ¢ekilmistir.

Tasiyic1 anneyi anestezi altina alabilmek i¢in 150ul %2 Rompun (Bayer, Amerika) ve
150ul Ketalar (Pfizer, Amerika) 2ml %0, 9 NaCl icinde c¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu
soliisyondan her bir fareye 300ul intraperitonel olarak enjeksiyon yapilmistir. Anestezik
madde etkisini gostermeye baslayinca farenin sirt kismi tiraglanmistir. Sirt kismindan
makas yardimiyla ii¢ kat kesilen tasiyict annenin oviductu pens ile kesilen kisimdan
disar1 ¢cikarimistir. Fare Sterio mikroskop (Leica, Almanya) altina taginip oviductu ile
ovaryumu iizerindeki zar pensler yardimiyla yirtilmistir. Belirgin haldeki infindibulum
pens ile tutulup agiz pipeti ile embriyolar oviduct icine transfer edilmistir. Transfer
yaparken embriyolar goriinmemektedir. Ancak hava kabarciklar1 goriilebilirler
dolayisiyla hava kabarciginin oviduct i¢inde goriinmesi embriyolarin da oviduct i¢inde
oldugu anlamina gelmektedir. Transfer sonrasi farenin sirt kismi 26mm ve 75 cm siitur
(Surgisorb, Ingiltere) ile dikilmistir. Tasiyict anne, mikroenjeksiyon bilgileri ve
ciftlesme/calisma tarihi yazilan kafese yerlestirilmistir. Islemden 21 giin sonra diinyaya
gelen FO nesli yavrular 21 giin anne siitii ile beslendikten sonra cinsiyetlerine gore
ayrilarak yeni kafeslere alinmigstir. Cinsiyet ayrimi yapilan fareler haftalik olarak tartilip
kilo takipleri yapilmustir.
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3.3.2. Kilo Takibi

miR-124-3p mikroenjeksiyonu yapilan embriyolarin tasiyici anneleri ortalama 21 giin
sonra dogum yapmigslardir. 21 giinliik olmadan yavrulara dokunmak yavrularin sagligi
acisindan risk tagimaktadir. Bu hayvanlarda kannibalizm goriildiigii icin yavrularma
yabanci koku sindigi durumda anneler yavrularini dldiirmektedir. Bu yilizden yirmi bir
giinlik olduklarinda cinsiyet ayrimi yapilan fareler, kilo takip edilmesi agismndan
tirnaklar1 kesilerek numaralandirilmislardir. FO jenerasyonu i¢in 37.giinden baslanarak
haftalik olarak 36 haftalik olana dek tartilmislardir.F1 jenerasyonu icin de 78.giinden
baslanarak 31 haftalik olana kadar haftalik kilo takipleri yapilmustir.

3.3.3. Hipotalamus ve Hipofiz Dokularindan RNA izolasyonu

1. Ependorf tiiplerin i¢ine hipofiz ve hipotalamus dokusu alind1.

2. Uzerine 500ul Trizol (Roche, USA) eklendi. Ardindan enjektor yardimi ile

dokularm homojenizasyonu saglandu.

3. 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra tizerine 160 pl kloroform eklendi ve 15

sn kuvvetli sekilde vortekslendi.

4. 5 dk oda sicakliginda bekletildi ve 12.000 g’ de 20 dk +4’C de santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda olusan ak6z faz yeni bir tiipe alind1.

5. Alman akoéz faz miktar1 kadar (1:1) tiipiin igerisine isopropanol eklendi ve
vortekslendi. Ornekler 5dk oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda 12.000 g’ de 10
dk +4’ C de santirfiij edildi.

6. Santrifiij sonunda olusan siipernatant atildi. Pellet tizerine yikama islemi i¢in 1000
ul %75’ lik etanol eklendi ve kisa bir vortex yapildi. Sonrasinda 7500 g’ de 5 dk +4’
C de santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonunda siipernatant atildi. Pellet iizerine tekrar 1000 ul %75’ lik etanol
eklendi ve kisa bir vortex yapildi. Tekrar 7500 g’ de 5 dk 44’ C de santrifiij edildi.

Santiflij sonunda iistte olan supernatant kisim atildi.
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8.

Geriye kalan dipteki pellet kisim tiipiin agz1 acik bir sekilde oda sicakliginda 10dk
bekletildi. Etanoliin u¢masi saglandi. Sonrasinda pellet iizerine 30ul Niikleaz Free

Water eklendi ve resiispanse edildi.

Nanodrop cihazinda RNA konsantrasyonu 6l¢iildii ve calisilincaya kadar ornekler -

80°C ‘ye kaldirildi.

3.3.4. Kan Dokusundan RNA izolasyonu

Farelerden alman kan Orneklerinden RNA izolasyonu i¢in asagidaki islemler

uygulanmustir.

1. 500pl kan alinarak iizerine 500ul Trizol (Roche, USA) eklendi.

2. 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra tizerine 200 pl kloroform eklendi ve 15
sn kuvvetli sekilde vortekslendi.

3. 5 dk oda sicakliginda bekletildi ve 12.000 g’ de 20 dk +4’C de santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda olusan akdz faz yeni bir tiipe alindi.

4. Alinan akdz faz miktar1 kadar (1:1) tiiplin icerisine isopropanol eklendi ve
vortekslendi. Ornekler 5dk oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda 12.000 g’ de 10
dk +4’° C de santirfiij edildi.

5. Santrifiij sonunda olusan siipernatant atildi. Pellet iizerine yikama islemi i¢in 1000
ul %75’ lik etanol eklendi ve kisa bir vorteks yapildi. Sonrasinda 7500 g’ de 5 dk
+4’ C de santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonunda siipernatant atildi. Pellet iizerine tekrar 1000 ul %75’ lik etanol
eklendi ve kisa bir vortex yapildi. Tekrar 7500 g’ de 5 dk 44’ C de santrifiij edildi.
Santiflij sonunda iistte olan supernatant kisim atild1.

7. Geriye kalan dipteki pellet kisim tiipiin agz1 acik bir sekilde oda sicakliginda 10dk
bekletildi. Etanoliin u¢masi saglandi. Sonrasinda pellet iizerine 30ul Niikleaz Free
Water eklendi ve resiispanse edildi.

8. Nanodrop cihazinda RNA konsantrasyonu 0l¢iildii ve ¢alisilincaya kadar 6rnekler -

80°C ‘ye kaldirildi.
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3.3.5. cDNA Eldesi

Calismaya baslamadan 6nce biitiin RNA 6rnekleri i¢cin 96 kuyucuklu plate icin ¢aligsma
diizenegi olusturuldu. cDNA sentezi i¢cin ROCHE marka EvoScript cDNA sentez Kit
kullanildi. cDNA sentezi ROCHE marka EvoScript cDNA Kit protokoliine gore yapildi.
(NOT: cDNA sentezi yapabilmek i¢in RNA konsantrasyonlar1 10ng — 100ng arasinda

olmalidir.)

Reaksiyon Mix’inin hazirlanmasi

Tablo 5. Dokulardan RNA izole edilen 6rnekler icin karigim miktarlar.

Her bir 6rnek i¢in
Reaction Buffer(5X) 4 ul
dH,O 10 pl
RNA Sul

Hazirlanan mix cok kisa siire vortekslendikten sonra, tekrar cok kisa siire santrifiij
edildi. Ardindan her bir kuyucuga 15ul mix mikropipet araciligi ile dagitildi. Daha
sonra her bir tiipiin iizerine 5’er ul RNA 6rnegi eklendi ve 5dk buz iizerinde bekletildi.
Daha sonra iiriinler tizerine 2 pl Enzim mix eklendi. Ardindan da PCR cihazma

konuldu.

Tablo 6. cDNA sentezi icin PCR program.

25 °C 5 dakika
42°C 30 dakika
85°C 5 dakika
4°C o0

PCR sonunda elimizde 20ul cDNA iiriinii olugsmustur.
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3.3.6. Gen Ekspresyonu

Real Time PCR’da belirlenen genlerin mRNA ekspresyonlarmi belirleyebilmek icin
Roche marka LightCycler® 480 Probes Master Kit (04707494001) kullanild1.

1. cDNA 06rnekleri 1/5 oraninda Nuclease Free Water ile seyreltilmistir.

2. Asagidaki miktarlarda reaksiyon plate (Roche) iizerine dagitilmistir. Her bir

kuyucuga 15 ul reaksiyon mix dagitildi. Ardindan 5 pl sulandirilmis cDNA dagitild1.

Tablo 7. Gen ekspresyon caligsmasi i¢in gerekli malzemeler ve miktarlari.

2X Probe Master Mix 10 pul
Primer/Probe 1 ul
Nuclease Free Water 4 ul
cDNA Sul

3. LightCycler 480 II (Roche) Real-Time PCR cihazinda asagidaki programa

koyulmusgtur.

95° C 10 dk

95° C 10 saniye

50 Dongii

60° C 30 saniye
72°C1dk

40° C 30 saniye

4. Housekeeping gen olarak beta-actin kullanilmistir.

5. Ekspresyonu arastirilan genlere ait bilgiler asagidaki gibidir.
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Tablo 8. Ekspresyonu arastirilan genlere ait bilgiler

Gen Adr NCBI link Assay ID
Actb https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/11461 300236
Igf1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/16000 313358
Igfbpl https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/16006 318775
Igflr https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/16001 300656
Igfbp5 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/16011 316466
Ghrh https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14601 318777
Ghr https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14600 318765
Gh https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/14599 312620
Ghrl https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/58991 318763

6. Elde edilen CT degerleri delta-delta CT metodu ile normalize edildi.

3.3.7. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ) yontemi ile GH ve IGF-1

Diizeylerinin Olgiilmesi

Serum orneklerinde GH ve IGF-1’in arastirilmasi icin ticari ELISA kit (Sunred,
Shangai) kullanilmistir. Ornek kuyucuguna 40 ul serum, 10 ul biyotinli antibody ve 50
ul streptovidin-HRP eklendi. Blank kuyucuguna sadece chromogen A, chromogen B ve
stop soliisyonu eklendi.Standart kuyucuguna 50 ul standart, 50 ul streptovidin- HRP
eklenmistir.Blank ve standartlar c¢ift calisilmistir. Plate sealing membran ile
kapatildi. Ardindan 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi.Inkiibasyondan sonra distile su ile 30
kat seyreltilmis yikama soliisyonu kullanilarak membran 5 kez 10 dakika 37 °C’de
karanlikta bekletildi.Her bir kuyucuga 50 pl stop solution eklendi ve reaksiyon
durduruldu. Bu agamada mavi renk hizlica sar1 renge dondii. Stop solution eklendikten

sonra 15 dakika i¢inde 450 nm’de 6l¢iim yapildi.
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Standartlarin hazirlanmasi

32ng/ml S5: 120 pl standart (orijinal) + 120 pl S diluents
16ng/ml S4: 120 u1 S5 +120 pl S diluents

8ng/ml S3: 120 ul1 S4 +120 pl S diluents

4ng/ml S2: 120 pl S3 +120 pl S diluents

2ng/ml S1: 120 pl S2+ 120 pl S diluents

3.3.8. istatiksel Analizler

Verilerin analizi ve grafiklerin yapiminda GraphPad Prism, versiyon 7 (GraphPad
Software, San Diego, Kaliforniya, ABD) yazilimi ile yapildi. Verilerin dagilimina
histogram, qq plot ve Shapiro-Wilk testi ile bakildi. Iki grup arasi verilerin
karsilastirilmasinda bagimsiz t-testi kullanildi. 3 ve daha c¢ok gruptan olusan
kiyaslamalarda ANOVA ve anlamli olma durumunda ikili karsilastirilma icin Fisher’s
LSD ve Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi kullamldi. Ozet istatistik olarak veriler
ortalama +standart sapma olarak ifade edildi. p<0, 05 anlamlilik diizeyi kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Farelerde Fenotipik Bulgular

miR-124-3p mikroenjeksiyonu sonucunda farelerin hem prenatal hem postnatal
donemde daha iri olduklar1 gézlemlenmistir (sekil 7). Birinci resimdeki embriyolar E19,
5 giinliiktiir; soldaki (a) kontrol embriyo iken sagdaki (b) miR-124-3p mikroenjekte
edilmis embriyodur. Ikinci resimdeki dogumdan sonra 2 giinliik yavru farelerdir;
soldaki (c) kontrol yavru iken sagdaki (d) miR-124-3p mikroenjekte edilmis yavrudur.
Uciincii resimdeki ise dogumdan sonra 7 giinliik yavru farelerdir; soldaki (e) miR-124-

3p mikroenjekte edilmis yavru iken sagdaki (f) kontrol yavrudur (Sekil 7).

Sekil 7. Embriyolarin farkl giinlerde alinmis fotograflari.

4.2. Kilo Takibi Bulgulan

miR-124* fareler ve kontrol grubu fareler, FO jenerasyonu i¢in 37.giinden baglanarak

haftalik olarak 36 haftalik olana dek tartilmislardir.F1 jenerasyonu i¢in de 78.giinden
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baslanarak 31 haftalik olana kadar haftalik kilo takipleri yapilmistir. Tartimlar sonucu
her iki jenerasyonda da miR-124* hem disi hem de erkek farelerin kontrol erkek ve
disilerden daha agir olduklar1 Sekil 8’deki grafikte bariz olarak belirgindir.
Jenerasyonlar arasinda bakildiginda ise FO miR-124* erkek fareler en agirken; bunu
sirastyla F1 miR-124* erkek fareler, FO miR-124* disi fareler, kontrol erkekler, F1
miR-124* disi ve son sirada kontrol disiler izlemektedir. Kontrol erkekler ve F1 miR-
124* disi fareler arasinda zaman zaman siralamada degisiklik olsa da bu iki grup da
kontrol disilerden hep daha agiwr olmuslardir. Grafik incelendiginde genel olarak
kontrollere kiyasla FO miR-124* lerdeki belirgin agirhik artisinin azalarak da olsa F1
jenerasyonunda da devam ettigi goriilmektedir. Cinsiyet olarak ise hemen hemen

herzaman erkeklerin disilerden daha agir oldugu bulgusuna rastlanmaktadir.
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Sekil 8. Giinlere gore kontrol ve miR-124* erkek ve disiler arasindaki agirlik

kiyaslamasi.
Cinsiyetlere gore grafige bakildiginda erkek farelerde miR-124* lar her iki

jenerasyonda da kontrollerinden agir olmakla beraber, FO a gore F1 erkeklerde bir

miktar agirlik azalmas: tespit edilmistir.
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Sekil 9. Giinlere gore kontrol ve miR-124* erkekler arasi agirlik kiyaslamasi.

Disilerdeki bulgular da erkeklerdekine paralel olarak miR-124* lar her iki jenerasyonda
da kontrollerinden daha agirdir. Zaman zaman F1 disiler FO 1 yakalasalarda genel olarak
FO miR-124* disilerin, F1 miR-124* disilerden agirlik olarak ¢ok az da olsa daha agir

oldugu izlenmektedir.

Sekil 10. Giinlere gére Kontrol ve miR-124* disiler aras1 agirlik kiyaslamasi.
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Sekil 11.Tiim farelerin haftalara gore tartilari.

Kontrol ve miR-124* fareler dogduklar1 giinden itibaren gozlemlendiklerinde; cinsiyet
ayrimi yapilana kadar miR-124* farelerin kontrol grubu farelere kiyasla daha iri
olduklar1 goriilmiistiir. Haftalik yapilan takiplerde de bu bulgu ayni sekilde devam

etmistir.

Sekil 11°de de goziiktiigii gibi, ilk olarak 12.haftada en agir FO miR-124* erkek fareler
iken; bunu sirasiyla F1 miR-124* erkek fareler, FO miR-124* disi fareler, kontrol
erkekler, F1 miR-124* disi ve son sirada kontrol disiler izlemektedir.16.haftada bu
bulgular ayn1 sekilde devam etmekteyken 20.haftaya gelindiginde FO miR-124* disi
farelerin agirhigmdaki hizli artis dikkati cekmektedir.20.haftada FO miR-124* disi
fareler F1 miR-124* erkek fareler ile aralarindaki farki kapatip onlardan daha agir hale
gelmislerdir.24.haftada ise bu durum tersine doniip F1 miR-124* erkek fareler hizli bir
artig sergileyip tekrar FO miR-124* disi farelerden agir hale gelmislerdir. 28.haftaya
gelindiginde F1 miR-124* erkek farelerin agirligindaki artis devam ederek en agir olan
FO miR-124* erkek fareler ile es duruma gelmislerdir.31. haftaya gelindiginde F1 miR-
124* erkek farelerin agirhiginda bir miktar azalma goéze ¢arpmaktadir. Bunun diginda bu
haftada dikkat ceken bir diger bulgu ise F1 miR-124* disilerin agirhigindaki ciddi
artistir.Bu artisla beraber agirlik olarak FO miR-124* disi farelere cok yaklasmis olup
hep gerisinde takip ettigi kontrol erkeklerden bariz bir sekilde daha agir hale
gelmislerdir.36.haftaya gelindiginde F1 neslinin agirlik verileri elimizde olmayip FO ve

kontrol grubunun bulgular1 6nceki haftalarla ayn1 sekilde izlenmektedir.
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Sekil 12. Fareler 12 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasi.

Tablo 9. Fareler 12 haftalikken agirlik degerleri

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 4 5 4 4 1 2
Mean 27,79 36,55 33,49 21,95 29,5 26,65
Std.
Deviation 1,261 1,657 1,126 1,175 0 3,302
P<0,0001

P degeri hesaplanirken,paramutant disilerde yeterli Ornek sayis1 olmadigi icin
istatistiksel hesaplamaya dahil edilmemislerdir.Istatistik, paramutant erkekler ve

kontrolleri lizerinden yapilmustir.
Fareler 12 haftalikken yapilan kilo takibi sonuglarina gore (sekil 12);

FO miR-124*erkekler (ortalama 36, 55+1, 7), kontrol erkeklerle (ortalama 27, 79+1, 3)
kiyaslandiginda FO miR-124* grupta agirhik artig1 istatistiksel olarak anlaml
saptanmustir (p<0, 0001).

F1 miR-124*erkekler (ortalama 33, 49+1, 1), kontrol erkeklerle (ortalama 27, 79+1, 3)
kiyaslandiginda F1 miR-124* grupta agirlhik artig1 istatistiksel olarak anlaml
saptanmustir (p=0, 0005).
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FO miR-124%*erkekler (ortalama 36, 551, 7), F1 miR-124*erkeklerle (ortalama 33,
49+1, 1) kiyaslandiginda FO miR-124* grupta agirhik artis1 istatistiksel olarak anlamli
saptanmustir (p=0,0211).
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Sekil 13. Fareler 16 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasi.

Tablo 10. Fareler 16 haftalikken agirlik degerleri

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 4 5 4 4 1 2
Mean 29,92 37,94 34,64 26,67 31,2 27,99
Std.
Deviation 1,23 1,148 2,07 1,896 0 2,85
P<0,0001

P degeri hesaplanirken,paramutant disilerde yeterli Ornek sayis1 olmadigi icin
istatistiksel hesaplamaya dahil edilmemislerdir.statistik, paramutant erkekler ve

kontrolleri lizerinden yapilmstir.
Fareler 16 haftalikken yapilan kilo takibi sonuglarma gore (sekil 13);

FO miR-124%*erkeklerin (ortalama 37, 94+1, 1) kontrol erkeklere (ortalama 29, 92+1,
23) kiyasla agirlik artiglar1 devam etmektedir (p<0, 0001).
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Aym sekilde F1 miR-124*erkekler de (ortalama 34, 64 2, 07) kontrol erkeklere
(ortalama 29, 92+1, 2) kiyasla agirlik artislarim1 devam ettirmektedirler (p=0, 0033).

FO miR-124*erkeklerin (ortalama 37, 94+1, 1) F1 miR-124*erkeklere (ortalama 34, 64
+2, 07) kiyasla agirlik artiglar1 devam etmektedir (p=0,0210).

Bu haftada kontrol disilerin agirhigindaki hizli artis dikkati ¢cekmektedir. Nitekim
kontrol erkeklerle ve FO ve F1 miR-124* disilerle arasindaki agirlik farki bu haftada

azalmaya baslamustir.
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Sekil 14. Fareler 20 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasi.

Tablo 11. Fareler 20 haftalikken agirlik degerleri

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 4 5 4 4 1 2
Mean 31,54 40,77 34,42 27,02 35,1 29,24
Std.
Deviation 1,357 1,477 0,8991 2,354 0 2,199
P<0,0001
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P degeri hesaplanirken,paramutant disilerde yeterli Ornek sayis1 olmadigi icin
istatistiksel hesaplamaya dahil edilmemislerdir.Istatistik, paramutant erkekler ve

kontrolleri lizerinden yapilmstir.

20. haftaya gelindiginde; 16. haftada azalmaya baslayan kontrol erkekler ve kontrol
disiler arasi fark yeniden belirmeye baglamistir. Istatistiksel anlamliliklar ©nceki

haftalardaki ile ayn1 sekilde devam etmektedir (sekil 14).

FO miR-124*erkeklerin (ortalama 40, 77+1, 5) kontrol erkeklere (ortalama 31, 54+1, 3)
kiyasla agirlik artiglart devam etmektedir (p<0, 0001).

F1 miR-124*erkeklerin (ortalama 34, 4240, 9) ) ) kontrol erkeklere (ortalama 31, 54+1,
3) kiyasla agirlik artiglar1 devam etmektedir (p=0,0256).

FO miR-124*erkekler (ortalama 40, 7741, 5) F1 miR-124%*erkeklerle (ortalama 34,
4240, 9) kiyaslandiginda FO gruptaki artis F1 e gore istatistiki olarak yine anlaml tespit
edilmistir (p<0, 0001).

Sekil 15. Fareler 24 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasu.
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Tablo 12. Fareler 24 haftalikken agirlik degerleri

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO
n 4 5 4 4 1
Mean 31,84 41,68 38,54 28,82 32,5
Std.
Deviation 1,294 1,547 0,3723 2,569 0
P<0,0001

P degeri hesaplanirken,paramutant disilerde yeterli Ornek sayis1 olmadigi icin
istatistiksel hesaplamaya dahil edilmemislerdir.statistik, paramutant erkekler ve

kontrolleri lizerinden yapilmstir.

24. haftaya gelindiginde F1 miR-124* disi ciftlesmeye alndigr icin degerlendirme

yapilamamustir.

Fareler 24 haftalikken yapilan kilo takibi sonuglarma gore (sekil 15);
FO miR-124*erkeklerin (ortalama 41, 68%1, 5) kontrol erkeklere (ortalama 31, 84 +1, 3)
kiyasla agirlik artiglar1 devam etmektedir (p<0, 0001).

F1 miR-124*erkekler (ortalama 38, 54+0, 4) kontrol erkeklerle (ortalama 31, 84 +1, 3)
kiyaslandiginda F1 miR-124*erkeklerin oldugu grupta yine devam eden istatistiksel
anlaml bir artis s6z konusudur (p=0, 0002).

FO miR-124*erkeklerin (ortalama 41, 68+1, 5) FI miR-124*erkeklere (ortalama 38,

5440, 4) kiyasla agirlik artiglar1 ayni sekilde devam etmektedir ve istatistiksel olarak
anlamhdir (p=0,0212).
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28. hafta / Tum Gruplar
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Sekil 16. Fareler 28 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasi.

Tablo 13. Fareler 28 haftalikken agirlik degerleri

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO
n 4 5 4 4 1
Mean 31,42 42,27 40,85 28,77 35,86
Std.
Deviation 1 2,46 2,438 3,195 0
P<0,0001

P degeri hesaplanirken,paramutant disilerde yeterli Ornek sayis1 olmadigi icin

istatistiksel hesaplamaya dahil edilmemislerdir.Istatistik, paramutant erkekler ve

kontrolleri lizerinden yapilmustir.

28. haftada F1 miR-124* disi ciftlesmeye gittigi icin bu haftada da degerlendirmeye

aliamamustir.

Fareler 28 haftalikken yapilan kilo takibi sonuglarma gore (sekil 16);

FO miR-124*erkekler (ortalama 42, 27+2, 5) kontrol erkeklerle (ortalama 31, 42 +1)

kiyaslandiginda FO miR-124*erkeklerin oldugu grupta yine devam eden istatistiksel bir

artis s6z konusudur (p<0, 0001).
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F1 miR-124*erkekler (ortalama 40, 85+2, 4) kontrol erkeklerle (ortalama 31, 42 +1)
kiyaslandiginda F1 miR-124*erkeklerin oldugu grupta yine devam eden istatistiksel bir
artis s6z konusudur (p=0, 0006).

Bu haftada onceki haftalarda hep var olan FO paramutant erkelerin F1 paramutant

erkeklere olan istatistiksel anlaml agirlik artisi kaybolmustur (p=0,6328 yani p>0,05).

31. hafta / Tum Gruplar
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Sekil 17. Fareler 31 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasi.

Tablo 14. Fareler 31 haftalikken agirlik degerleri

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 4 5 4 4 1 2
Mean 32,95 42 51 38,58 28,77 37,18 36,63
Std.
Deviation 1,264 2,052 1,892 2,709 0 2,333
P<0,0001

P degeri hesaplanirken,paramutant disilerde yeterli Ornek sayis1 olmadigi icin
istatistiksel hesaplamaya dahil edilmemislerdir.Istatistik, paramutant erkekler ve

kontrolleri lizerinden yapilmstir.
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31.haftaya gelindiginde Onceki haftalarmm bulgularina paralel olarak FO miR-
124*erkeklerin ve F1 miR-124*erkeklerin kontrol erkeklere kiyasla anlamli olan agirhik

artiglar1 devam etmektedir (sekil 17).

FO miR-124*erkekler (ortalama 42, 51+2, 1) kontrol erkeklerle (ortalama 32, 95+1, 3)
kiyaslandiginda FO miR-124*erkeklerin oldugu grupta devam eden bir agirhk artisi
istatistiksel olarak anlamli tespit edilmistir (p<0, 0001).

Benzer sekilde F1 miR-124*erkekler (ortalama 38, 58 #1, 9) kontrol erkeklerle
(ortalama 32, 95+1, 3) kiyaslandiginda F1 miR-124*erkeklerin oldugu grupta devam
eden bir agirlik artisi istatistiksel olarak anlamli tespit edilmistir (p=0, 0066).

28.haftada ilk kez kaybolan FO paramutant erkeklerin F1 paramutant erkeklere kiyasla
agirhik artist bu hafta yeniden istatistiksel olarak anlamli artmis bulunmustur

(p=0,0357).
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Sekil 18. Fareler 36 haftalikken gruplar arasi agirligin kiyaslanmasu.
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Tablo 15. Fareler 36 haftalikken agirlik degerleri

Kontrol/ miR- Kontrol/ miR-
E 124/E/FO D 124/D/FO
n 4 5 4 1
Mean 31,34 43,19 29,11 38,02
Std.
Deviation 1,498 2,414 2,823 0
P<0,0001

P degeri hesaplanirken,paramutant disilerde yeterli ©6rnek sayis1 olmadigi icin
istatistiksel hesaplamaya dahil edilmemislerdir.lstatistik, sadece FO paramutant erkek ve

kontrolleri arasinda yapilmistir.

36.haftaya gelindiginde F1 jenerasyonunun kilo takibi verileri olmadig: i¢in yalnizca FO

ve kontrollerinin degerlendirmelerini yapacagiz.

Fareler 36 haftalikken yapilan kilo takibi sonuglarina gore (sekil 18);

FO miR-124*erkekler (ortalama 43, 1942, 4) kontrol erkeklerle (ortalama 31, 34+1, 5)
kiyaslandiginda FO miR-124*erkeklerin oldugu grupta devam eden bir agirhk artisi
istatistiksel olarak anlamli tespit edilmistir (p<0, 0001).

4.3. mRNA Ekspresyon Analizi Bulgular

4.3.1. GH

Tablo 16. GH hipotalamus ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 7 5 3 9 1 2
Minimum 0,01991 0,08654 0,1496 0,00454 3,731 0,07078
8
Maximum 5,425 1,569 4,822 6,962 3,731 2,394
Mean 1,202 0,5589 2,71 2 3,731 1,232
Std. 1,945 0,5898 2,368 2,64 0 1,643
Deviation
P=0,2639
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GH geni ekspresyon sonuglart sekil 19°da verilmistir. Hipotalamustaki GH ekspresyon
sonuglary; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=0, 5540, 58), F1 miR-124* erkek (n=3,
ortalama=2, 7+2, 4) ve kontrol erkek (n=7, ortalama 1, 2+1, 9) arasinda karsilastirma

yapildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,2639).

Tablo 17. GH hipofiz ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 3 13 1 2
Minimum 0,432 0,7316 0,2659 0,238 1,601 0,07027
Maximum 5,693 1,453 1,394 2,788 1,601 0,3119
Mean 2,55 1,039 0,8641 0,8277 1,601 0,1911
Std.
Deviation 1,907 0,3547 0,5671 0,7333 0 0,1708
P=0,1257

Hipofizdeki GH ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=1, +0, 3), F1
miR-124%* erkek (n=3, ortalama=0, 9+0, 6) ve kontrol erkekler (n=8, ortalama=2, 5+1,
9) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark bulunamamaistir
(p=0,1257).

Istatistiksel olarak anlamli olmasa da hem erkek hem de disilerde beklenildigi gibi FO
dan F1 e geciste ekspresyonlarda bir azalma vardir(sekil 19).
Tablo 18. GH kan ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/F0 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1

n 7 5 1 5 1 1
Minimum 0,066 0,2515 6,91 0,02625 1,826 1,463
Maximum 1,813 14,81 6,91 2,547 1,826 1,463
Mean 0,8167 5,146 6,91 1,035 1,826 1,463
Std. 0,6383 5,785 0 0,9713 0 0
Deviation

P=0,0731
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Kandaki GH ekspresyon sonuclari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=5, 145, 8) ve
kontrol erkek (n=7, ortalama=0, 8+0, 6) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamstir (p=0,0731).

Istatiksel olarak anlamli saptanmasa da burada hem FO hem F1 farelerde kontrole gore
bir artis vardir.F1 paramutant erkekde ornek sayisinin tek olmasi nedeniyle ekspresyon
ortalamas1 yliksek goziikmektedir.FO paramutant erkeklere bakildiginda ekspresyonu
cok yiiksek olan 6rnekler gormekteyiz. Yani ornek sayis1 F1 grubunda artsaydi, belki de
FO dan F1 e geciste ekspresyonun bariz azalmasmi gorebilirdik. Disilerde ise birer
ornek olmasina ragmen FO dan F1 e geciste hafif bir diisiis vardir.Erkek
paramutantlarda oldugu gibi disi paramutantlarda da kontrole gore artmis bir

ekspresyon seviyesi izlenmektedir (sekil 19).
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Sekil 19. Hipotalamus, hipofiz ve kanda GH geni ekspresyon kiyaslanmasi
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4.3.2. IGF1

Tablo 19. IGF1 hipotalamus ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/F0 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 7 5 3 12 1 2
Minimum 0,673 0,3581 0,5698 0,2043 1,013 0,4596
Maximum 1,801 1,601 1,013 2,547 1,013 1,213
Mean 1,231 0,8924 0,8405 1,183 1,013 0,8363
Std. 0,3944 0,4618 0,2373 0,7815 0 0,5327
Deviation
P=0,2566

IGFI geni ekspresyon sonuclar1 sekil 20°de verilmistir. Hipotalamusdaki IGFI
ekspresyon sonuclar;; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=0, 940, 5), F1 miR-124*
erkek (n=3, ortalama=0, 8+0, 2) ve kontrol erkek (n=7, ortalama=1, 2+0, 4) arasinda
karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark saptanmamistir (P=
0,2566). Hipotalamus ekspresyonunda FO’dan F1’e her iki cinsiyette de bir azalma
vardir.Fakat kontrol gruplarinin ekspresyonlar1 ilging sekilde paramutantlardan fazla

cikmistir (Sekil 20).

Tablo 20. /GF1 hipofiz ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/F0 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 8 13 1 2
Minimum 0,1605 0,3512 0,1869 0,4354 0,2953 0,2536
Maximum 1,405 0,7848 0,8412 4,085 0,2953 0,7581
Mean 0,6651 0,5814 0,572 1,598 0,2953 0,5058
Std. 0,4007 0,1567 0,3422 1,192 0 0,3568
Deviation
P=0,8737

Hipofizdeki IGF1 ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=0, 610, 2),
F1 miR-124%* erkek (n=3, ortalama=0, 640, 3) ve kontrol erkek (n=8, ortalama=0, 7+0,
4) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark saptanmamaistir
(p=0,8737). Hipofiz ekspresyonunda yine hipotalamustaki tabloya benzer ve ilging
sekilde kontrollerin ekspresyonlar1 paramutantlardan yiiksektir (Sekil 20).
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Tablo 21. /GF1 kan ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 1 6 1 1
Minimum 0,05219 0,1731 16,91 0,05751 6,277 12,13
Maximum 17,51 178,5 16,91 22,16 6,277 12,13
Mean 3,062 36,39 16,91 6,151 6,277 12,13
Std.
Deviation 5,957 79,46 0 8,508 0 0
P=0,2502

Kandaki IGF1 ekspresyon sonuclari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=36, 3+79, 4),
ve kontrol erkek (n=8, ortalama=3, 5, 9) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi
istatistiksel anlamli bir fark saptanmamustir (p=0,2502). IGF-1 kan ekspresyon
tablosuna bakildiginda (Sekil 20), disilerde FO ve F1 grubunda belki de tek ornek
olmas1 sebebiyle FO’dan F1’e bir azalma beklerken ilging bir sekilde artis goriildii. Oyle
ki FO grubundaki disi neredeyse kontrol(n=6) grubundaki disilerle ayni ekspresyon
seviyesine sahipti.Erkeklerdeki ekspresyon seviyesi ise beklentimize uygun bir sekilde
FO>F1>kontrol seklindedir.Fakat istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit

edilememistir.
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Sekil 20. Hipotalamus, hipofiz ve kanda /GFI geni ekspresyon kiyaslanmasi

4.3.3. GHRH

Tablo 22. GHRH hipotalamus ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 7 5 3 12 1 2
Minimum 0,3954 0,6423 0,8244 0,3982 1,33 0,195
Maximum 2,951 1,199 1,486 3,298 1,33 1,593
Mean 1,323 0,89 1,223 1,086 1,33 0,8938
Std.
Deviation 0,8655 0,2256 0,3509 0,7803 0 0,9883
P=0,5238
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GHRH geni ekspresyon sonuclari sekil 21°de verilmistir. Hipotalamustaki GHRH
ekspresyon sonuclari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=; 0, 940, 2), F1 miR-124*
erkek (n=3, ortalama=1, 240, 3) ve kontrol erkek (n=7, ortalama=1, 340, 9) arasinda
karsilagtirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark bulunamamistir
(p=0,5238). Hipotalamustaki ekspresyon grafigi incelendiginde hem erkek hem de
disilerde kontrol>F1>F0 seklinde bir ekspresyon siralamasi saptanmustir (Sekil 21).

Tablo 23. GHRH hipofiz ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 3 13 1 2
Minimum 0,07119 0,207 0,381 0,2056 0,5855 0,6407
Maximum 3,939 0,8936 1,578 5,161 0,5855 1,837
Mean 1,389 0,6854 0,9743 1,318 0,5855 1,239
Std.
Deviation 1,212 0,2815 0,5984 1,34 0 0,8462
P=0,4296

Hipofizdeki GHRH ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=0, 7+0,
3), F1 miR-124* erkek (n=3, ortalama=1, +0, 6), ve kontrol erkek (n=8, ortalama=1,
441, 2) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark
bulunamamistir (p=0,4296). Hipofizdeki ekspresyon grafigi incelendiginde hem erkek
hem de disilerde kontrol>F1>F0 seklinde bir ekspresyon siralamasi saptanmustir (Sekil
21).

Tablo 24. GHRH kan ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 1 6 1 1
Minimum 0,1875 0,1811 5,957 0,5193 4,61 2,403
Maximum 21,33 16,12 5,957 8,082 4,61 2,403
Mean 3,05 6,278 5,957 3,057 4,61 2,403
Std.
Deviation 7,387 7,429 0 3,456 0 0
P=0,4604
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Kandaki GHRH ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=6, 3+7, 4),
ve kontrol erkek (n=8, ortalama= 3+7, 4) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi
istatistiksel anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,4604). GHRH kan ekspresyon
grafigine bakildiginda istatistiksel olarak anlamli saptanmasa da ozellikle erkeklerde
FO>F1>kontrol seklinde azalan bir egri karsimiza ¢ikmaktadir. Disilerde de tek 6rnek
olmasma ragmen FO disi F1 ve kontrol disilerden daha fazla ekspresyon gostermistir

(Sekil 21).
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Sekil 21. Hipotalamus, hipofiz ve kanda GHRH geni ekspresyon kiyaslanmasi
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4.3.4. IGFBP5

Tablo 25./GFBPS5 hipotalamus ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 7 5 3 12 1 2
Minimum 0,4654 0,6099 0,839 0,4852 1,481 0,6721
Maximum 1,019 1,228 0,9504 2,688 1,481 0,9054
Mean 0,703 0,8489 0,8962 1,435 1,481 0,7887
Std.
Deviation 0,2292 0,2349 0,0558 0,6647 0 0,165
P=0,3486

IGFBP5 geni ekspresyon sonuclart Sekil 22°de verilmistir. Hipotalamustaki /IGFBP5
ekspresyon sonuglari;; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=0, 8+0, 2), F1 miR-124*
erkek (n=3, ortalama=0, 940, 05) ve kontrol erkek (n=7, ortalama=0, 7+0, 2) arasinda

karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark bulunmamustir (p=0,3486).

Hipotalamustaki ekspresyonlara bakildiginda erkeklerde FO ve F1 ekspresyonlar1 hemen
hemen ayn1 olup kontrol erkeklerden yiiksektir. Disilere bakildiginda ise FO’dan F1’e
bir azalma varken, kontrol disilerdeki yiiksek ekspresyon seviyesi dikkati
cekmektedir.Bu yiikseklik kontrol disilerin sayisinin fazla olmasindan kaynakli

olabilir.(Sekil 22)

Tablo 26./GFBP5 hipofiz ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/F0 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 8 13 1 2
Minimum 0,6339 1,583 1,989 0,1758 0,6985 0,2241
Maximum 3,817 4,034 4,148 2,399 0,6985 0,433
Mean 1,813 2,867 3,258 0,9852 0,6985 0,3285
Std. 1,245 1,03 1,128 0,7095 0 0,1477
Deviation
P=0,1472
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Hipofizdeki IGFBPS5 ekspresyon sonuclari;; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=2,
9+1), F1 miR-124* erkek (n=3, ortalama=3, 3+1,1) ve kontrol erkek (n=8, ortalama=1,
8+1,2) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamastir.(p=0,1472).

Hipofizdeki ekspresyonlara bakildiginda erkeklerde FO ve F1’deki artmis ekspresyon
seviyeleri dikkati cekmektedir.F1 paramutant erkegin kontrol erkek ve F1 paramutant
disilere gore istatistiksel olarak anlamlandirilamasa da artmis eksperesyonu dikkati
cekmektedir. Nitekim F1 paramutant erkekler agirlik olarak bu gruplardan daha agirdir.
Ayni zamanda FO paramutant erkegin, FO paramutant disilere ve kontrol erkeklere
kiyasla daha fazla ekspresyon gosterdigi istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da

grafikte bariz olarak izlenmektedir (Sekil 22).

Tablo 27.IGFBP5 kan ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/F0 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1

n 8 5 1 6 1 1
Minimum 0,04156 0,07439 22,96 0,1807 13,01 12,05
Maximum 9,858 142,2 22,96 90,59 13,01 12,05
Mean 2,017 29,21 22,96 16,96 13,01 12,05
Std. 3,24 63,15 0 36,15 0 0
Deviation

P=0,2373

Kandaki IGFBP5 ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=29, 2463,
1) ve kontrol erkek (n=8, ortalama= 243, 2) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi
istatistiksel anlamli bir fark bulunmamustir (p=0,2373). IGFBP5’in kandaki ekspresyon
paterni incelendiginde disi paramutantlarda tek 6rnek oldugundan erkekler iizerinden
yorumlamak daha dogru olacaktir. Erkeklerde ise FO>FI1>kontrol seklinde bir
ekspresyon mevcut olup, istatistiksel olarak anlamli saptanmasa da iri fenotiple ilgili

beklentimize uygun sekilde sonuclanmustir (Sekil 22).
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Sekil 22. Hipotalamus, hipofiz ve kanda /IGFBP5 geni ekspresyon kiyaslanmasi

4.3.5. GHR
Tablo 28.GHR hipotalamus ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 7 5 3 12 1 2
Minimum 0,5249 0,8351 0,5783 0,2932 1,58 0,717
Maximum 3,182 1,125 1,094 2,99 1,58 1,214
Mean 1,289 0,9468 0,7517 1,13 1,58 0,9656
Std.
Deviation 0,8739 0,1204 0,2967 0,8472 0 0,3516
P=0,4357
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GHR geni ekspresyon sonuglart sekil 23’de verilmistir. Hipotalamustaki GHR
ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=0, 9+0, 1), F1 miR-124*
erkek (n=3, ortalama=0, 7+0, 3) ve kontrol erkek (n=7, ortalama=1, 340, 9) arasinda
karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark bulunamamistir
(p=0,4357).GHR hipotalamus ekspresyonlarinda birbirine yakin ekspresyon seviyeleri

godzlenmis olup, istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir.

Tablo 29.GHR hipofiz ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 3 13 1 2
Minimum 0,3163 0,9392 1,057 0,1947 0,6327 0,2851
Maximum 2,602 6,146 4,406 8,337 0,6327 0,3634
Mean 1,197 2,894 2,397 1,742 0,6327 0,3242
Std.
Deviation 0,8382 2,021 1,772 2,26 0 0,05535
P=0,1434

Hipofizdeki GHR ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=2, 9+2), F1
miR-124%* erkek (n=3, ortalama=2, 4+1, 8) ve kontrol erkek (n=8, ortalama=1, 2+0,8)
arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark bulunamamistir
(p=0,1434). GHR hipofiz ekspresyonlarinda erkeklerde yine istatistiksel olarak anlaml
olmayan sonuglarda fenotipik bulgularimizla uyumlu olarak FO>F1>kontrol seklinde bir

siralama goze ¢arpmaktadir.

Tablo 30.GHR kan ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/F0 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 1 6 1 1
Minimum 0,07894 0,1852 16,76 1,005 0,4166 11,93
Maximum 7,504 27 16,76 5,194 0,4166 11,93
Mean 2,053 5,994 16,76 2,152 0,4166 11,93
Std. 2,57 11,77 0 1,626 0 0
Deviation
P=0,3695
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Kandaki GHR ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=6+11,8) ve
kontrol erkek(n=8, ortalama=2+2,6) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi
istatistiksel anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,3695). GHR nin kandaki ekspresyonu
incelendiginde disiler tek Ornek oldugundan erkekler iizerinden yorum yapmak daha
dogru olacaktir. Istatistiksel olarak anlamli saptanmasa da FO ve F1 den kontrole bir

azalma goze carpmaktadir. F1 tek ornek oldugu icin FO a gore yiiksekligi bilgi verici

degildir.
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Sekil 23. Hipotalamus, hipofiz ve kanda GHR geni ekspresyon kiyaslanmasi
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4.3.6. IGFIR

Tablo 31./GFIR hipotalamus ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/F0 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1

n 7 5 3 12 1 2
Minimum 0,5768 1,018 1,018 0,7004 0,8045 0,9634
Maximum 1,353 1,41 2,801 1,501 0,8045 1,325
Mean 1,012 1,131 1,763 1,065 0,8045 1,144
Std. 0,3155 0,1623 0,927 0,2624 0 0,2558
Deviation

P=0,0858

IGFIR geni ekspresyon sonuglar1 Sekil 24°de verilmistir. Hipotalamusdaki IGFIR
ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek (n=5, ortalama=1,1+0,2), F1 miR-124* erkek
(n=3, kontrol erkek (n=7, arasinda

ortalama=1,8+0,9) ve ortalama=1+0,3)

karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark saptanmamustir (p=0,0858).

Tablo 32./GFIR hipofiz ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/F0 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 8 13 1 2
Minimum 0,333 1,089 0,8087 0,1835 0,7441 0,1288
Maximum 3,125 1,745 1,795 2,956 0,7441 0,7089
Mean 1,136 1,376 1,324 1,319 0,7441 0,4189
Std. 0,9685 0,3023 0,4945 0,8092 0 0,4102
Deviation
P=0,8405

Hipofizdeki IGFIR ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek(n=5, ortalama=1, 4+0, 3),
F1 miR-124* erkek(n=3, ortalama=1, 3+0, 5) ve kontrol erkek(n=8, ortalama=1, 120,

96) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi

saptanmamistir(p=0,8405).
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Tablo 33./GF IR kan ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 1 6 1 1
Minimum 0,000219 0,7688 22,48 0,5251 4,41 5,136
Maximum 13,94 13,09 22,48 4,289 4,41 5,136
Mean 3,698 4,288 22,48 2,258 4,41 5,136
Std.
Deviation 4,73 5,108 0 1,326 0 0
P=0,8357

Kandaki /IGFIR ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek(n=5, ortalama=4, 345, 1) ve
kontrol erkek(n=8, ortalama= 3, 7+4, 7) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi

istatistiksel anlamh bir fark bulunmamistir (p=0,8357).

IGFIR kandaki ekspresyon seviyeleri incelendiginde paramutant disiler birer 6rnek
olmasima ragmen kontrole gore daha yiiksek bir ekspresyon sergilemislerdir.Erkeklere
bakildiginda ise, tek 6rnek olan F1 paramutant erkek ciddi sekilde artmus bir ekspresyon
gostermistir. FO paramutant erkekten kontrole hafif bir azalma olsa da bu azalig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.F1 paramutant erkegin kontrol erkek ve F1
paramutant disilere gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da artmig bir ekpresyonu

grafikte bariz sekilde goriilmektedir (sekil 24).
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Sekil 24. Hipotalamus, hipofiz ve kanda IGFIR geni ekspresyon kiyaslanmasi

4.3.7. IGFBPI1

Tablo 34./GFBPI hipotalamus ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 7 5 3 12 1 2
Minimum 0,6556 0,1037 1,706 0,3394 1,19 0,9666
Maximum 2,13 1,57 2,299 2,516 1,19 3,787
Mean 1,276 0,544 2,086 1,102 1,19 2,377
Std.
Deviation 0,5561 0,5925 0,3293 0,7197 0 1,994
P=0,0066
(p<0,05)
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IGFBPI geni ekspresyon sonuglar1 sekil 25°de verilmistir. Hipotalamusdaki /GFBPI
ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek(n=5, ortalama=0, 5+0, 6), F1 miR-124*
erkek(n=3, ortalama=2, 1+0, 3) ve kontrol erkek(n=7, ortalama=1, 3+0, 6) arasinda
karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark bulunmustur(p=0,0066
).Ikili karsilagtirma yapilirken;

F1 miR-124* erkek ve FO miR-124* erkek(p=0,0053), arasinda istatistiksel olarak
anlaml artmis ekspresyon saptanmstir (p=0,0053).

Hipotalamustaki ekspresyon bulgular1 incelendiginde F1 paramutant diginin kontrol
disiye kiyasla istatistiksel anlamli artmis ekspresyonu goriilmektedir. FO paramutant
erkeklerdeki diisiik ekspresyon seviyeleri dikkati cekmektedir.Bundan kaynakli F1
paramutant erkeklerin FO paramutant erkeklere kiyasla istatistiksel anlamli ekspresyon

artis1 goriilmiistiir(sekil 25).

Tablo 35.IGFBPI hipofiz ekspresyon sonuclari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 3 13 1 2
Minimum 0,2648 0,3398 0,1469 0,01862 0,1542 0,2938
Maximum 2,554 2,089 4,509 4,035 0,1542 0,661
Mean 1,245 1,295 1,742 1,621 0,1542 0,4774
Std.
Deviation 0,8314 0,7321 2,405 1,299 0 0,2597
P=0,8227

Hipofizdeki IGFBPI ekspresyon sonuclari; FO miR-124* erkek(n=5, ortalama=1, 30,
7), F1 miR-124* erkek(n=3, ortalama=1, 8+2, 4) ve kontrol erkek(n=8, ortalama=1,
240, 8) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark

bulunamamaistir (p= 0,8227).
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Tablo 36./GFBPI kan ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 1 6 1 1
Minimum 0,1521 0,1641 5,399 0,4706 2,254 3,739
Maximum 19,33 14,61 5,399 7,324 2,254 3,739
Mean 2,865 5,69 5,399 2,674 2,254 3,739
Std.
Deviation 6,659 6,733 0 2,665 0 0
P=0,4742

Kandaki /IGFBPI ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek(n=5, ortalama=5, 746, 7)

ve kontrol erkek(n=8, ortalama= 2, 9+6, 7) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi

istatistiksel anlaml bir fark bulunamamistir(p=0,4742).
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Sekil 25. Hipotalamus, hipofiz ve kanda /IGFBP1 geni ekspresyon kiyaslanmasi



4.3.8. GHRL

Tablo 37.GHRL hipotalamus ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 7 5 3 12 1 2
Minimum 0,3639 0,5439 0,5952 0,1437 0,947 0,3846
Maximum 4,696 2,891 1,321 2,552 0,947 1,507
Mean 2,073 1,401 0,9841 0,9535 0,947 0,9457
Std.
Deviation 1,315 0,9388 0,3656 0,753 0 0,7935
P=0,3282

GHRL geni ekspresyon sonuclart Sekil 26’da verilmistir. Hipotalamustaki GHRL
ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek(n=5, ortalama=1, 4+0, 9), F1 miR-124*
erkek(n=3, ortalama=1+0, 4) ve kontrol erkek(n=7, ortalama=2+1, 3) arasinda
karsilagtirildiginda  gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark bulunamamistir
(p=0,3282).Hipotalamustaki ekspresyon bulgular1 incelendigine her iki cinsiyette de

kontrol grubunun ekspresyonlar1 FO ve F1 paramutantlardan daha fazladir.

Tablo 38.GHRL hipofiz ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/F0 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 8 13 1 2
Minimum 0,08954 0,3946 0,5065 0,02467 0,6591 0,3183
Maximum 10,05 1,646 1,704 4,72 0,6591 0,5778
Mean 2,69 1,103 1,274 1,252 0,6591 0,4481
Std. 3,108 0,5291 0,6662 1,321 0 0,1835
Deviation
P=0,4416

Hipofizdeki GHRL ekspresyon sonuglari; FO miR-124* erkek(n=5, ortalama=1, 140, 5),
F1 miR-124* erkek(n=3, ortalama=1, 3+0, 7) ve kontrol erkek(n=8, ortalama=2, 743,
1) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel anlamli bir fark bulunamamistir

(p=0,4416). Hipofizdeki ekspresyon bulgular1 incelendigine hipotalamustakine paralel
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olarak her iki cinsiyette de kontrol grubunun ekspresyonlar1 FO ve F1 paramutantlardan

daha fazladir.

Tablo 39.GHRL kan ekspresyon sonuglari

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/E/FO 124/E/F1 D 124/D/FO 124/D/F1
n 8 5 1 6 1 1
Minimum 0,1334 0,2167 13,12 0,02864 0,07824 2,452
Maximum 5,042 38,11 13,12 5,479 0,07824 2,452
Mean 2,082 8,64 13,12 3,006 0,07824 2,452
Std.
Deviation 1,864 16,51 0 2,459 0 0
P=0,2775

Kandaki GHRL ekspresyon sonuclart; FO miR-124* erkek(n=5, ortalama=8, 6+16, 5) ve
kontrol erkek(n=8, ortalama=2+1, 8) arasinda karsilastirildiginda gruplar arasi

istatistiksel anlaml bir fark bulunmamistir (p=0,2775).
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Sekil 26. Hipotalamus, hipofiz ve kanda GHRL geni ekspresyon kiyaslanmasi
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4.4. ELISA ile GH ve IGF-1 Protein Konsantrasyon Bulgular

GH / F0 miR-124* D- Disi

Kontrol grubu(n=4) i¢in GH un 6rnekteki konsantrasyonu 3, 5 + 6, 1 ng/ml
miR-124 grubu(n=1) i¢cin GH’ un 6rnekteki konsantrasyonu 9, 46 ng/ml olup,
miR-124 grubundaki GH’un o6rnekteki konsantrasyonunun kontrol grubuna kiyasla

arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 27. Kontrol ve FO miR-124* disiler arasindaki GH diizeylerinin karsilastirmasi.

GH / F0 miR-124* E- Erkek

Kontrol grubu(n=4) i¢cin GH un 6rnekteki konsantrasyonu 5, 1+ 2, 4 ng/ml

miR-124 grubu(n=4) icin GH’un 6rnekteki konsantrasyonu 8, 7+ 0, 6 ng/ml olup,
gruplar kiyaslandiginda, miR-124 grubu erkeklerde kontrol grubu erkeklere gore artmis
bir GH diizeyi goze ¢carpmaktadir.p= 0, 0296 yani p<0, 05; oldugundan gruplar arasinda

anlamli istatistiksel fark bulunmustur.
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Sekil 28. Kontrol ve FO miR-124* erkekler arasindaki GH diizeylerinin karsilastirmasi.

GH / F1 miR-124* D- Disi

Kontrol grubu(n=10) i¢cin GH’un 6rnekteki konsantrasyonu 8, 5+ 0, 4 ng/ml

miR-124 grubu(n=2) i¢cin GH’un 6rnekteki konsantrasyonu 9, 1+ 0, 3 ng/ml olup,
gruplar kiyaslandiginda, miR-124 grubu disilerde kontrol gruba gore ¢ok hafif artmis
GH diizeyleri izlenmektedir.Fakat p= 0, 1605 yani p>0, 05; gruplar arasinda anlamli

istatistiksel fark bulunamamistir.
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Sekil 29. Kontrol ve F1 miR-124* disiler arasindaki GH diizeylerinin karsilastirmasi.

GH / F1 miR-124* E- Erkek

Kontrol grubu(n=4) i¢cin GH un 6rnekteki konsantrasyonu 8,2+ 0, 5 ng/ml
miR-124 grubu(n=1) i¢cin GH’un 6rnekteki konsantrasyonu 8,5 ng/ml olup,
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F1 miR-124* erkek ve kontrol grubunun GH diizeyleri hemen hemen ayni diizeyde

bulunmustur.
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Sekil 30. Kontrol ve F1 miR-124* erkekler arasindaki GH diizeylerinin karsilastirmasi.

IGF1/ F0 miR-124* D- Disi

Kontrol grubu(n=4) i¢in IGF-1 ‘in 6rnekteki konsantrasyonu 28,3+ 12 ng/ml
miR-124 grubu(n=1) i¢in IGF-1 ‘in 6rnekteki konsantrasyonu 28,7 ng/ml olup,
FO miR-124* disi ile kontrol grubu kiyaslandiginda IGF-1 diizeyleri acisindan benzer

olduklar1 goriilmektedir.
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Sekil 31. Kontrol ve FO miR-124* disiler arasindaki IGF-1 diizeylerinin karsilastirmasz.

IGF1/ FO miR-124* E- Erkek

Kontrol grubu (n=4) i¢in IGF-1 ‘in 6rnekteki konsantrasyonu 33,3+ 3,8 ng/ml
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miR-124 grubu (n=4) i¢in IGF-1 ‘in drnekteki konsantrasyonu 32,9+ 12,2 ng/ml olup,
gruplar kiyaslandiginda p= 0,9596 yani p>0,05; gruplar arasinda anlamli istatistiksel

fark bulunamamustir.

&

L L
ERXXXKK XX
505¢5¢505¢5¢

*.6.6.6.06060 0"‘
3090000RNRS
OO0 0"

llill Ilill
Sekil 32. Kontrol ve FO miR-124* erkekler arasindaki IGF-1 diizeylerinin
karsilagtirmasi.

IGF1/ F1 miR-124* D- Disi

Kontrol grubu i¢in (n=10) IGF-1’in 6rnekteki konsantrasyonu 28,6+ 14,5 ng/ml
miR-124 grubu (n=2) i¢in IGF-1’1n 6rnekteki konsantrasyonu 59,1+ 12,1 ng/ml olup,
gruplar kiyaslandiginda, miR-124 grubu disilerde kontrol grubuna kiyasla artmis bir
IGF-1 diizeyi goriilmektedir. p=0,0202 yani p<0,05; saptanmis olup gruplar arasinda

anlamli istatistiksel fark bulunmustur.
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Sekil 33. Kontrol ve F1 miR-124* disiler arasindaki IGF-1 diizeylerinin karsilastirmasz.
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IGF1/F1 miR-124* E- Erkek

Kontrol grubu(n=4) i¢in IGF-1 ‘in 6rnekteki konsantrasyonu 37, 1+ 48, 3 ng/ml
miR-124 grubu(n=1) i¢in IGF-1 ‘in 6rnekteki konsantrasyonu 40, 5 ng/ml olup,

F1 miR-124* erkek ve kontrol grubu erkeklerin IGF-1 diizeyleri karsilastirildiginda
miR-124 grubu erkeklerdeki IGF-1 diizeyinin kontrole kiyasla ¢ok az arttigi, ama bariz

bir farkin olmadig goriilmektedir.
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Sekil 34. Kontrol ve F1 miR-124* erkekler arasindaki IGF-1 diizeylerinin

karsilagtirmasi.
Tablo 40. GH kan diizeyleri
Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/F0-E 124/F1-E D 124/F0-D 124/F1-D

n 8 4 1 14 1 2
Minimum 1,701 7,948 8,48 3,943 9,464 8,834
Maximum 8,855 9,517 8,48 9,249 9,464 9,305
Mean 6,688 8,692 8,48 7,143 9,464 9,069
Std. 2,263 0,6425 0 3,765 0 0,3334
Deviation

p=0,1202
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Sekil 35. Tiim gruplardaki GH diizeylerinin karsilastirilmasi

GH diizeyleri; FO miR-124* erkek (n=4, ortalama 8, 7+0, 6) ve kontrol erkek (n=8,
ortalama 6, 742, 3) arasinda kiyaslandiginda gruplar arast anlamhi bir fark
saptanmamustir (p= 0,1202).Gruplar aras1 istatistiksel bir fark saptanmasa bile
bekledigimiz iizere FO miR-124* erkek ten F1 miR-124* erkege ve kontrol erkege
gidildikce GH diizeylerinde bir diisiis goriilmektedir.Disilerde de beklenen sekilde FO
dan F1 e ve kontrole dogru gidildik¢e azalan bir grafik gormekteyiz.Ayrica 6rnek
sayllarina baktigimizda kontrol grubundaki Ornek sayisinin ¢ok daha fazla olmasi
sebebiyle grafikte belirgin bir artig gézlenmemis olabilir.Sayet paramutantlardaki 6rnek
sayis1 artsa idi onlarda da daha yiiksek GH ortalamalar1 ile karsilasip istatistiksel bir

anlam elde edebilirdik.

Tablo 41. IGF-1 kan diizeyleri

Kontrol/ miR- miR- Kontrol/ miR- miR-
E 124/F0-E 124/F1-E D 124/F0-D 124/F1-D

n 8 4 1 14 1 2
Minimum 0,7607 19,62 40,48 12,56 28,7 50,55
Maximum 107,6 46,37 40,48 62,89 28,7 67,62
Mean 35,2 32,93 40,48 28,53 28,7 59,08
Std. 31,82 12,18 0 13,37 0 12,07
Deviation

P=0,8954
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Sekil 36. Tiim gruplardaki IGF-1 diizeylerinin karsilastiriimast.

IGF-1 diizeyleri; FO miR-124* erkek (n=4, ortalama 32, 9+12, 2) ve kontrol erkek (n=_8,
ortalama 35, 2431, 8) arasinda kiyaslandiginda gruplar arasi1 anlamli bir fark
saptanmamustir (p=0,8954).Her iki cinsiyette de F1 den kontrole bir diisiis vardir. FO
gruplarina bakildiginda ise diger tiim gruplara kiyasla en diisiik IGF-1 seviyelerini

gormekteyiz.
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5. TARTISMA VE SONUC

Doéllenmis fare embriyosuna 0,5. giinde miR-124-3p mikroenjeksiyonu yapildiginda
(paramutant/miR-124*) hem prenatal hem de postnatal donemde belirgin sekilde fark
edilen iri fenotipli fareler olusmaktadir (Sekil 7). Bu bulgu bize yaklasik 22 niikleotid
uzunlugundaki bir RNA parcasmin fenotipik olarak gézlemlenebilen bir degisime yol
acabilecegini gostermektedir. Bu sonug, DNA dizisinde bir degisiklik olmaksizin gen
ifadesindeki kalitsal degisiklikler olarak basitce tanimladigimz epigenetigin aslinda ne
kadar giiclii bir mekanizma oldugunu agiklar niteliktedir. Bu konu ile ilgili literatiirde
Minoo Rassoulzadegan ve ekibinin 2009 yilinda yaptig1 ¢alisma ve Ozkul ve ekibinin
yaptig1 (yaymlanmamis) caligma harici bagka ¢calisma yoktur. Bahsi gecen caligmalarda
miR-124* embriyolarin embriyonik donemden baslayip yetigkinlik donemine kadar
devam eden ve daha sonra birka¢ kusak boyunca miras kalan, asir1 bir biiyiime
sergiledikleri belirtilmistir [11]. MiR-124’iin bu etkisini hangi metabolik yolak
tizerinden gergeklestirdigine dair literatiirde herhangi bir bulguya rastlamadik.Bu
calismada muhtemel en giiclii yolak olarak kabul ettigimiz GH-IGF-1 sistemi iizerine

yoneldik.

miR-124-3p mikroenjeksiyonu ile hem prenatal hem postnatal donemde daha iri
fenotipe sahip fareler elde ettigimiz gozlemini desteklemek icin 2 ardisik jenerasyonda
(FO ve F1) yaklasik 31-36 hafta boyunca haftalik olarak farelerin agirliklarini tartarak

asagida belirttigimiz ¢ikarimlara ulastik.
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Minoo Rassoulzadegan ve ekibinin 2009 yilinda yaptigt caliyjmada miR-124
mikroenjeksiyonu sonucu dogan B6D?2 1rki 8 erkek, 12 disi ve kontrol farelerin 50 giin
boyunca kilo takibini yapmislardir. Bu takip sonunda paramutant farelerin yaklasik %30
daha iri olduklarini gostermislerdir [11]. Bizim caligmamizda ise Balb/c ki fare
kullanilmistir ve miR-124* fareler ile kontrollerinin 2 ardisik jenerasyonda yaklasik 31-
36 hafta boyunca haftalik olarak agirliklar: takip edilmistir. Bizim bulgularimizda da bu
caligmayla uyumlu olarak FO jenerasyon paramutantlarda kontrole gore yaklasik %28
lik, F1 jenerasyon paramutantlarda kontrole gore yaklasik %17 lik bir agirhik artisi
saptanmustir. FO dan F1 e ise yaklasik %9 luk bir agirlik azalmasi oldugu bulunmustur.
Bulgularimiz degerlendirildiginde yapilan mikroenjeksiyonun etkisinin iki jenerasyonda
da devam ettigi fakat effektin giderek azaldigi soylenebilir. Ayrica bu sonugtan hareketle
birka¢ nesil sonra bu etkinin git gide azalarak kaybolacagini ongoriilebilir. Nitekim
Grandjean ve ark. [284] miR-124* B6D?2 1rki farelerin %30 daha iri olduklarini buldugu
caligmalarinda miR-124* erkek ve disileri saglhkli kontrol grubu fareler ile
caprazlayarak elde ettigi nesillerde de daha iri fenotipin F2 nesline kadar devam ettigini
ancak F3 neslinde paramutantlarda agirligin normale dondiigiinii belirtmislerdir. Bu
sonu¢ bizim bulgularimiza paralel ve Ongoriimiizii destekler niteliktedir. Biz de
caligmamizda miR-124* erkekleri miR-124* disiler ile ciftlestirerek elde ettigimiz F1
neslinde iri fenotipin devam ettgini fakat FO jenerasyonununa kiyasla Fl
jenerasyonunda az da olsa bir kiiciilmenin oldugunu gordiikk. miR-124
mikroenjeksiyonu sonucu olusan bu etkinin nesilden nesile azalarak kaybolacagini,
etkinin devamlilig1 i¢in uyaranin (miR-124 ) siirekli maruziyetinin gerekli oldugunu

diisiinmekteyiz.

Tartimlar sonucu her iki jenerasyonda da miR-124* hem disi hem de erkek farelerin
kontrol erkek ve disilerden daha agir olduklar1 Sekil 8’deki grafikte bariz olarak
belirgindir. Jenerasyonlar arasinda bakildiginda ise FO miR-124* erkek fareler en
agirken; bunu sirasiyla F1 miR-124* erkek fareler, FO miR-124* disi fareler, kontrol
erkekler, F1 miR-124* disi ve son sirada kontrol disiler izlemektedir. Kontrol erkekler
ve F1 miR-124* disi fareler arasinda zaman zaman siralamada degisiklik olsa da bu iki
grup da kontrol disilerden hep daha agir olmuslardir. Grafik incelendiginde genel olarak
kontrollere kiyasla FO miR-124* lerdeki belirgin agirhik artisinin azalarak da olsa F1
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jenerasyonunda da devam ettigi goriilmektedir. Cinsiyet olarak ise hemen her zaman
erkeklerin disilerden daha agir oldugu bulgusuna rastlanmaktadir.Bu durum
erkeklerdeki Y kromozomu iizerindeki GCY (Growth control in the Y) bolgesinden
kaynakli olabilir ve her zaman erkeklerin disilerden daha agir olmasi ile aciklanabilir.
Farelerin agirlik kiyaslamalarinda haftalar arasi hafif dalgalanmalar olmustur. Bu durum
yem tiiketim miktarlarindaki artis azalslarla ilgili olabilir.Ozkul ve ekibinin yaptig1 bir
onceki benzer caligmada farelerin haftalilk yem takipleri yapilmistir. Fakat yem
miktarlar1 ile agirlik siralamasinda birebir korelasyon gozlemlenmemistir. Bizim
calismamizda yem takibi yapilmamistir. Ayni zamanda farelerin eseysel olgunluga
ulastigi donemlerde olusan hormonel degisimlerden kaynakli olarak da agirlik
degisimleri olmus olabilir. Ama sonug¢ olarak bakildiginda ortalama genel siralama

degismemistir.

GH kan ekspresyon bulgular1 incelendiginde istatiksel olarak anlamli saptanmasa da
paramutant erkeklerde kontrole gore belirgin bir artis vardir.F1 paramutant erkekde
ornek sayisimin tek olmasi nedeniyle ekspresyon ortalamasi yiiksek goziikmektedir. FO
paramutant erkeklere bakildiginda ekspresyonu c¢ok yiiksek olan drnekler gormekteyiz.
Yani ornek sayist F1 grubunda artsaydi, belki de FO dan F1 e geciste ekspresyonun
bariz azalmasimi1 gorebilirdik. Disilerde ise birer 6rnek olmasina ragmen FO dan F1 e
geciste hafif bir diisiis vardir . Erkek paramutantlarda oldugu gibi disi paramutantlarda

da kontrole gore artmis bir ekspresyon seviyesi izlenmektedir (sekil 19).

ELISA yontemi ile GH diizeyleri karsilastirildiginda; gruplar arasi istatistiksel anlaml
bir fark saptanmamustir (p=0,1202). Gruplar aras istatistiksel bir fark saptanmasa bile
bekledigimiz iizere FO miR-124* erkek ten F1 miR-124* erkege ve kontrol erkege
gidildikce GH diizeylerinde bir diisiis goriilmektedir. Disilerde de beklenen sekilde FO
dan F1 e ve kontrole dogru gidildikce azalan bir grafik gormekteyiz(sekil 35).Ayrica
ornek sayilarma baktigimizda kontrol grubundaki drnek sayisinin ¢ok daha fazla olmasi
sebebiyle istatistiksel bir artis gozlenmemis olabilir.Sayet paramutantlardaki Ornek
sayist artsa idi onlarda da daha yiiksek GH ortalamalar1 ile karsilasip istatistiksel bir
anlam elde edebilirdik.Ornek sayilar1 ve GH minimum ve maximum degerleri dikkatli
incelendiginde paramutant disilerin Ornek sayisi arttiginda kontrollerden yiiksek GH

seviyeleri izlenecegini ongormekteyiz. Tek tek GH diizeylerine bakildiginda 6zellikle FO
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paramutantlar kontrolleriyle kiyaslandiginda yiiksek GH seviyeleri goriilmektedir.FO
paramutant erkek grubundaki GH diizeyleri kontrolleriyle kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptanmistir (p<0,05) (Sekil 28). FO paramutant disinin de
kontrollerine gore artmis GH diizeyi izlenmektedir (Sekil 27). Bu bulgular GH

diizeylerindeki artisin iri fenotipe katki saglamis olabilecegini desteklemektedir.

GH kan ekspresyon bulgular1 ile ELISA GH protein konsantrasyonlar1 koreledir.
Beklenildigi iizere erkeklerde ve disilerde FO>F1>kontrol seklindedir (Sekil 19 ve sekil
35).Bu durumda ekspresyon seviyeleri beklenen siralamaya uygundur fakat bu yolakta
miR-124’tin GHI’1 etkileyip onun ekspresyonunu artirarak farelerin iri fenotipine sebep
oldugunu soyleyebilmek icin yeterli ekspresyon artis1 gdzlenmemistir.Bu ongoriiniin
dogrulanmas:1 i¢in Ornek sayilarinmn artirilarak daha optimal sartlarin  oldugu

caligmalarla desteklenmeye ihtiyag¢ vardir.

IGF-1 ELISA protein diizeylerine bakildiginda FO grubunda en yiiksek degerlerin
olmasin1 beklerken, en diisiik IGF-1 diizeylerine rastlanildi. Kontrol erkek (n=4) ve FO
paramutant erkeklerin(n=4) Ornek sayilar1 esit olmasma ragmen beklenilenin aksine
kontrol grubunda FO paramutantlara gore artmig bir IGF-1 diizeyi ile karsilasildi(sekil
36).Tek tek IGF-1 diizeyleri incelendiginde ise F1 paramutant disilerin kontrol grubuna
kiyasla anlamli istatistiksel artist saptandi (p<0, 05) (Sekil 33). Diger gruplardaki
diizeyler hemen hemen esit seviyelerde idi. IGF-1 kan ekspresyon tablosuna
bakildiginda ise disilerde FO ve F1 grubunda belki de tek drnek olmasi sebebiyle FO’dan
F1’e bir azalma beklerken ilging bir sekilde artis goriildii. Oyle ki FO grubundaki disi
neredeyse kontrol (n=6) grubundaki disilerle ayni ekspresyon seviyesine sahipti.
Erkeklerdeki ekspresyon seviyesi ise hipotezimize uygun bir sekilde FO>F1>kontrol
seklindedir. Fakat istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit edilememistir. Dolayis: ile
ekspresyon bulgular1 ve ELISA bulgular1 birlestirildiginde hipotezimizle uyumlu
sonuclar olmadigi goriilmiistiir. Hipotalamus ekspresyonunda FO’dan F1’e her iki
cinsiyette de bir azalma vardwr. Fakat kontrol gruplarinin ekspresyonlari
paramutantlardan fazla ¢ikmustir.Istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilemeyen bu
bulgular bizim hipotezimizle de biitiiniiyle desteklememektedir.Hipofiz ekspresyonunda
yine  hipotalamustaki tabloya benzer sekilde kontrollerin  ekspresyonlari

paramutantlardan yliksektir.Bu bulgular farelerdeki iri fenotipi agiklamamaktadir.
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Istatistiksel olarak anlamsiz sonuclanan bu bilgiler 1s13inda miR-124’iin IGF-1 in
ekpresyonunda anlamli bir artisa neden olmadig1 sdylenebilir. Grandjean ve ark. [284]
tarafindan yapilan calismada da bizim bulgularimizla uyumlu olarak erken embriyonik

safthada paramutantlarda IGF-1 asir1 eksprese bulunmamustir.

GHRH kan ekspresyon grafigine bakildiginda istatistiksel olarak anlamli saptanmasa da
ozellikle erkeklerde FO>F1>kontrol seklinde azalan bir egri karsimiza ¢ikmaktadir.
Disilerde de tek 6rnek olmasma ragmen FO disi F1 ve kontrol disilerden daha fazla
ekspresyon gostermistir (Sekil 21). Bu bulgular fenotipik bulgularimiza paralel ve
destekler niteliktedir. Kandaki GH fazlaligimma bagli olarak GH 1n negatif feedback
etkisiyle hipotalamustan GHRH salmiminin baskilanmasi beklenmektedir. Hipofiz ve
hipotalamusta ise negatif feedback mekanizmasi sonucu hem erkek hem de disilerde
beklenildigi gibi kontrol>F1>F0 seklinde bir ekspresyon siralamasi saptanmistir (Sekil
21).

IGF’y1 yiiksek afinite ile baglayan alti veya daha fazla ilgili protein ailesi olan
IGFBP’nin, IGF’nin aktivitesini diizenledigi ve hiicre biiyiimesini etkiledigi
bildirilmistir [285, 286]. IGFBP’ler dolasimdaki IGF’lerin yar1 Omriinii diizenler.
Endokrin fonksiyonlarina ek olarak, IGFBP’ler ayrica yerel dokulardaki IGF
mevcudiyetini ve biyolojik aktivitesini de modiile eder. IGFBP’ler, hiicresel baglam ve
deneysel kosullara baglhh olarak IGF eylemlerini inhibe edebilir ve / veya
kuvvetlendirebilir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, IGF-I ile birlikte eklendiginde,
IGFBP-2 veya IGFBP-4, IGF-I kaynakli DNA sentezi iizerinde inhibe edici bir etki
gosterirken, IGFBP-5, IGF-I’in mitojenik etkisini kuvvetlendirir [287]. IGFBP-3 ve -5
gibi bazi IGFBP’lerin IGF’den bagimsiz ic¢sel biyolojik aktivitelere sahip olduklari
gosterilmistir [245], [288], [289]. Caligsmalar, IGFBP’lerin protein sentezini azaltmak ve
kas hiicre farklilasmasmi inhibe etmek icin IGF’yi sekestre edebilecegini
gostermistir [290]. Diger calismalar, IGFBP’lerin IGF igcermeyen cesitli biyolojik
eylemler yaptigini gostermistir. Ornegin, IGFBP-5"in, IGFBP-5’e spesifik hiicre yiizeyi
baglama alanlarmi iceren IGF-bagimsiz bir mekanizma ile kemik hiicresi
proliferasyonunu kismen uyardigi one siiriilmiistiir [291]. Bu nedenle, bu genlerin,
IGF’ye baglanma ve IGFR’lere baglanma reseptoriinii bloke etme yoluyla protein

sentezini inhibe etme rollerinin Gtesinde, alternatif bir yoldan isleyebilecegi sonucuna
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varilmistir  [292]. IGFBP-5, iskelet kaslar1 tarafindan salgilanan ana IGFBP’dir.
IGFBPS, IGF-I ile etkilesime girerek kas hiicresi proliferasyonunu destekleyebilen veya
bagimsiz fonksiyon gosteren IGFBP’lerden biridir [293, 294]. Bir¢ok durumda
IGFBPS, IGF’nin yoklugunda da, IGF’den bagimsiz eylemlerin varligin1 gdsteren
biyolojik aktiviteler uygular. Bu kavram, IGFBP-5’in cekirdekte beklenmedik sekilde
lokalizasyonu ve IGFBP-5’e 0zgii membran bagli IGFBP-5 reseptor (ler) inin
bulunmasi ile desteklenmistir [295]. Literatiirdeki calismalar, yerel IGFBP-5’in kas
biiytimesinde ve farklilagmasinda kritik bir rol oynadigin1 gostermistir. IGFBP-5 nakavt
fareler, muhtemelen diger IGFBP’lerin telafi edici etkileri nedeniyle, kas gelisiminde
belirgin bir anormallik gostermezken [296], IGFBP-3, -4 ve -5 iiclii nakavt fareler,
kaslarinda onemli Olciide azalig gostermislerdir [297]. Zhang ve arkadaslar1 yaptiklar:
bir calismada sigir iskelet kasinda miR-143 iin IGFBPS i hedefleyerek iskelet kasi
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilasmasini etkiledigini bulmuslardir [298]. MiR-143’iin
asirt  ekspresyonu, azalmis IGFBPS proteini seviyesine ve kisitlanmis hiicre
cogalmasma ve farklilagsmasina neden olup, miR-143’lin asag1 regiilasyonu, IGFBP5
proteinin ve kisith hiicre proliferasyonunun artmasina neden olmustur. IGF sinyal
yolunun 6nemli bir bileseni olan IGFBPS, sigir kas hiicresi gelisimine biiyiik katki
sagladig1 gosterilmistir [298]. Salih ve arkadaslarmin yaptigi calismada IgfbpS asiri
ekspre eden transgenik farelerde anlamli derecede artmis yenidogan mortalitesi, tiim
viicut biiylimesi inhibisyonu ve gecikmis kas gelisimi godzlenmistir [216]. Bizim
bulgularimiza bakilip, IGFBP5’in kandaki ekspresyon paterni incelendiginde disi
paramutantlarda tek ©Ornek oldugundan erkekler iizerinden yorumlamak daha dogru
olacaktir. Erkeklerde ise FO>FI1>kontrol seklinde bir ekspresyon mevcut olup,
istatistiksel olarak anlamli saptanmasa da Zhang ve arkadaslarinin sonuclarini destekler
nitelikte sonuc¢lanmustir (Sekil 22). Hipotalamustaki ekspresyonlara bakildiginda
erkeklerde FO ve F1 ekspresyonlar1 hemen hemen ayni olup kontrol erkeklerden
yiiksektir. Digilere bakildiginda ise FO’dan F1’e beklenildigi gibi bir azalma varken,
kontrol disilerdeki yiiksek ekspresyon seviyesi dikkati cekmektedir. Bu, kontrol disi
sayisinin fazlahigindan dolayr olmus olabilir. FO ve F1 paramutant disilerde de sayi
artsaydi, onlarda da kontrolden daha yiiksek seviyeler goriilebilirdi (Sekil 22).
Hipofizdeki ekspresyonlara bakildiginda erkeklerde FO ve F1’deki artmis ekspresyon
seviyeleri dikkati cekmektedir. (sekil 22). .F1 paramutant erkegin kontrol erkek ve F1
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paramutant disilere gore istatistiksel olarak anlamlandirilamasa da artmis ekspresyonu
dikkati cekmektedir. Nitekim F1 paramutant erkekler agirlik olarak bu gruplardan daha
agirdir. Ayn1 zamanda FO paramutant erkegin, FO paramutant disilere ve kontrol
erkeklere kiyasla daha fazla ekspresyon gosterdigi istatistiksel olarak anlaml
bulunmasa da grafikte bariz olarak izlenmektedir (Sekil 22).Ayni1 sekilde FO paramutant
erkekler de kontrol disi ve paramutant disilerden bariz olarak daha irilerdir. Bu bulgular
Zhang ve arkadaslarinin bulgularina paralellik gostermektedir.Dolayis1 ile miR-124,
IGFBP5’in ekspresyonunu artirtp IGF-1 in aktivitesini dolayli yoldan artirarak ya da
IGF-1 den bagimsiz olarak IGFBP-5 spesifik hiicre ylizeyi baglanma alanlar1 vasitasiyla
direk olarak biiyiimelerinin artmasina neden olmus olabilir. Calismamizda her ne kadar
grafikteki sonuglarla bu sonuca varilabilse de bu sdylemin tam olarak dogrulanabilmesi
icin Orneklem sayismin arttildigr yeni caligmalarla desteklenmesi gerekir.Bizim
calismamizin  dezavantaji olarak bazi gruplarda yeterli o©rnek sayis1 elde
edilememistir.Bu ylizden grafikte goriilen bulgularimiz istatistiksel olarak
dogrulanamamistir.Ciinkii bu diisilk 6rnek sayisma sahip gruplar ve kontrolleri icin

istatistiksel analiz yapilamamustir.

GHR’nin kandaki ekspresyonu incelendiginde disiler tek ornek oldugundan erkekler
iizerinden yorum yapmak daha dogru olacaktir. Istatistiksel olarak anlaml1 saptanmasa
da FO ve F1 den kontrole bir azalma goze ¢arpmaktadir. F1 tek 6rnek oldugu i¢cin FO a
gore yiiksekligi bilgi verici degildir (Sekil 23). GHR hipofiz ekspresyonlarinda
erkeklerde yine istatistiksel olarak anlamli olmayan sonuglarda fenotipik bulgularimizla
uyumlu olarak FO>F1>kontrol seklinde bir siralama géze ¢carpmaktadir.Disilerde 6rnek
sayisinin azligi sebebiyle yorum yapmak cok saglikli olmayacaktir (Sekil 23).GHR
hipotalamus ekspresyonlarinda ise birbirine yakin ekspresyon seviyeleri gozlenmis
olup, istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilememistir (Sekil 23).Pagani ve
arkadaslar1 uzun boylu ve kisa boylu ¢ocuklarin periferik kan hiicrelerindeki GHR
ekpresyonunu inceledikleri ¢alismada uzun deneklerde belirgin sekilde daha yiiksek
GHR gen ekspresyon seviyelerini tespit etmislerdir [299]. Bizim caliymamizda da
kandaki bulgularda istatistiksel olarak anlamli saptanmasa da FO ve F1 den kontrole

dagru bir azalma gdze ¢arpmaktadir.Literatiirdeki ¢caligsma ile uyumlu goziikmektedir.
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Insiilin benzeri bilyiime faktorii-I reseptorii (IGF-IR), hiicre ¢ogalmasmin ve
uzunlamasina kemik biiyiimesinin O6nemli bir aracisidir. IGF-IR, tirozin kinaz
bolgesinde% 80-95 homolojiye sahip insiilin reseptorii ile yakindan ilgilidir [234]. IGF-
I'in IGF-IR’e baglanmasi, IGF-IR’nin tirozin kinaz aktivitesinin transmembran
aktivasyonuna neden olur. Insanda, IGF-I reseptorii geni, kromozom 15’in (15q26.3)
uzun kolunun distalinde bulunur [235]. Intrauterin biiyiime geriligi ve postnatal biiyiime
ac1g1 olan hastalarda Kromozom 15q’nin monoalelik kaybi, IGF-I reseptorii geninin
mutasyonlar1 ve bir kopyasinin kayb1 bulunmustur [236]. Farelerde /GF-IR gen nakavt
deneyleri, her iki alelin null mutasyonunu tasiyan farelerin siddetli ve bir allel null
mutasyon olanlarda orta diizeyde embriyonik ve postnatal biiyiime yetmezligi
sergilediklerini gostermistir [237]. Son zamanlarda, intrauterin gelisme geriligi ve
dogum sonrasi biiyiime eksikligi olan hastalarda, kromozom 15q’nin monoalelik kayb1
ve uzun kolunun distalinin delesyonu nedeniyle IGF-I reseptor geninin bir kopyasinin
kayb1 tespit edilmistir [240], [241]. Kromozom 15’in distal kolundan materyal kaybi1
olan hastalar, intrauterin gelisme geriligi, postnatal biiylime eksikligi ve ayrica bazen
kraniyofasiyal ve iskelet anormallikleri ve hafif-orta zeka geriligi gosterirler [242, 243].
Yapilan bir baska ¢alismada obez ¢ocuklar ve normal ¢ocuklar arasindaki kan IGFIR
ekspresyonlar: karsilastirilmis ve obez ¢ocuklarda /GF-/R mRNA ekspresyonu artmisg
olarak bulunmustur [300].

IGFIR kandaki ekspresyon seviyeleri incelendiginde paramutant disiler birer 6rnek
olmasia ragmen kontrole gore daha yiiksek bir ekspresyon sergilemislerdir. Erkeklere
bakildiginda ise, tek 6rnek olan F1 paramutant erkek ciddi sekilde artmus bir ekspresyon
gostermistir. FO paramutant erkekten kontrole hafif bir azalma olsa da bu azalig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamigstir. F1 paramutant erkegin kontrol erkek ve F1
paramutant disilere gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da artmig bir ekpresyonu
grafikte bariz sekilde goriilmektedir (sekil 24). IGFIR hipotalamus ve hipofizdeki
ekspresyon bulgularinda ise istatistiksel olarak anlamli bir bulgu elde edilememistir
(Sekil 24). Literariirdeki bilgiler 15181nda IGFIR ekspresyon artiginin iri fenotipe yol
acmas1 beklenmektedir. Nitekim erkeklerdeki kan ekspresyon bulgularimiz da bu
beklentiyi karsilamaktadir. MiR-124, IGFIR’nin kandaki ekspresyonunu artirip
IGFIR’nin IGF-1’e baglanmas: iizerinden dolayli olarak IGF-1 biyoyararlaniminin

artirdmast ile artmig bir viicut biiyiikliigiine sebep olmus olabilir. Bununla birlikte F1
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paramutant kan Orneginin tek Ornek olmasit nedeniyle istatistiksel analize dabhil
edilemememistir.Dolayisiyla bekledigimiz istatistiksel artis1 gozlemleyemedik. FO
paramutant erkeklerde de bekledigimiz anlamli artisin olmamas1 nedeniyle bu sonug
saibeli kalmaktadir. Dahil olan molekiiler yolaklar1 daha iyi aydinlatmak icin daha ¢ok

orneklerin oldugu daha ileri caligmalar gereklidir.

Dolasim sisteminde, IGFBP’ler, IGF’lerin yar1 Omiirlerini uzatmada ve reseptor
baglanmas1 i¢in IGF’lerin mevcudiyetinin diizenlenmesinde hayati bir rol oynar.
IGFBP’ler IGF’ler icin IGF reseptorlerinden daha yiiksek bir afiniteye sahiptir; bu
nedenle, IGFBP’ler, IGF’lerin biyoaktivitesinin ve biyoyararlanimmin diizenlenmesine
katilmaktadirlar. Insanlarda, dolasimdaki IGF’lerin% 75-80’i IGFBP’lerle bir iiclii
kompleks ve asit labil bir alt iinite (ALS) olusturur ve% 20’si IGFBP’lerle bir ikili
kompleks olusturur. IGF’lerin <% 1’1 dolasimda serbest formdadir [301]. IGFBP’lerin
genellikle iki eylemi vardir: IGF’ye bagimhi ve IGF’den bagimsiz eylemler: IGF ye
bagl eylemlere gore, IGFBP’ler IGF ye baglanarak IGF’nin yar1 dmriinii artirirlar ve
insiilin alicisina potansiyel baglanmasini bloke ederler [302]. IGFBP’lerin IGF yi IGF1
reseptoriinden 10 kat daha yiiksek afinite ile baglanmasi nedeniyle, IGFBP’ler cogu
durumda IGF eylemlerini inhibe eder [303]. IGF’den bagimsiz eylemler i¢in, IGFBP’ler

ayrica hiicre gociinii, cogalmasini ve hayatta kalmasimi engelleyebilir [301].

IGFBP1, IGFBP ailesinin tanimlanmig ilk {iyesidir, IGF eylemini reseptoriiyle
etkilesime girmesini Onleyerek engellemektedir [304]. Igfbp! bir¢ok dokuda eksprese
edilir ve en yiiksek ekspresyon karacigerdedir [305], [250].

IGFBPI’in ana kaynag1 karacigerdir ve insiilin, IGFBPI1 sentezinin merkezi
diizenleyicisidir [306].Proinflamatuar sitokinler, glukokortikoidler, cAMP, oksidatif
stres ve hipoksi dahil olmak iizere tesvik edici faktorler, IGFBP1’in sentezini arttirir
[307]. Insiilin eksikligi nedeniyle, tip 1 diyabetli bireylerde IGFBP1 seviyeleri artmstir
[308]. Ayrica, aclik ve artmig beslenme plazma IGFBP1 seviyelerini diisirmiistiir [309,
310]. IGFBP1 ayrica biiyiimede rol oynar. izole sican hepatositlerinde, Igfbp] mRNA
ekspresyonu, biiyime hormonu (GH) tarafindan inhibe edilmistir [311]Ek olarak,
IGFBP1 plasental fonksiyonda 6nemli bir rol oynar ve IGF’lere baglanarak ve onlarin

aktivitelerini inhibe ederek embriyonik biiylimeyi ve gelismeyi inhibe eder, [308, 312].
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Literatiirdeki bazi calismalar IGFBP1 ile dogum agirligi arasinda ters bir iliski oldugunu

gostermistir [313, 314], [315].

IGFBPI in kandaki ve hipofizdeki ekspresyon bulgular: incelendiginde birbirine yakin
ekspresyon seviyeleri izlenmektedir. Hipotalamustaki ekspresyon bulgularma
bakildiginda FO paramutant erkeklerdeki diisiik ekspresyon seviyeleri — dikkati
cekmektedir. Bundan kaynakli F1 paramutant erkeklerin FO paramutant erkeklere
kiyasla istatistiksel anlamli ekspresyon artig1 goriilmiistiir (p=0,0053) (Sekil 25).
Literatiirdeki bilgiler 1s181nda iri olan farelerde diisiik, zayif olan farelerde ise yiiksek
ekspresyon beklemekteyiz.FO paramutant erkekler fenotip olarak en iri fare grubudur.
Dolayis1 ile bu grupta IGFBPI ekspresyonunun diisiik bulunmasi IGF nin reseptorii ile
baglanmasini  kolaylastirip  biyoyararlanimmi artirmast  sebebiyle  bilyiimenin
hizlanmasma yol acmis olabilir. F1 jenerasyon hem erkek hem disilerde artmuisg
ekspresyon dolayisi ile IGF nin etkisi inhibe edilerek FO jenerasyonuna gore fenotipte

hafif te olsa bir kiiciilmeye sebep olmus olabilir.

GHRL geni sismanlik ile iligkilendirilmistir, ¢linkii yag dokusunda bir artisa neden olur
ve karacigerde ve pankreasta diyabetojenik bir etkiye sahiptir. Plazma ghrelin
diizeylerinin BMI ve gida alim diizenleri ile ters iligkili oldugu; genel olarak obez
bireylerde seviyelerinin azaldigi bildirilmistir [316], [317]. Meksikali ¢ocuklarin
periferik beyaz kan hiicrelerinde obezite ile iliskili aday genlerin ekspresyonunun
arastirildigr bir calismada GHRL geninin obez ¢ocuklarda yiiksek oranda ifade edildigi
goriilmiistiir [318]. Bizim ¢alismamizda da GHRL kan ekspresyon diizeylerinde daha iri
olan paramutant erkeklerde kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir

ekspresyon artis1 gozlenmistir (Sekil 26).

GHRL i¢in hipotalamus ve hipofiz ekspresyonlarinda kontrol grubunda paramutantlara
gore artmis bir ekspresyon izlenmektedir (Sekil 26). Calismamizda GH diizeyleri
incelendiginde (Sekil 35) kontollerin en diisilk, FO jenerasyonunun ise en yiiksek
seviyelerde oldugu goriilmektedir. Bu durumda kontroller diisiik olan GH seviyelerini
ghrelinle artirmak icin artmis bir ekspresyon sergilemis olabilirler. (Sekil 26).Fakat her
iki dokuda da ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit

edilememistir.
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miR-124- 3p mikroenjeksiyonu sonucu hem prenatal hem postnatal donemde daha iri
paramutant farelerin olusturuldugu calismamiz, literatiirde hi¢ miR-124’tin GH/IGF-1
sistemi iizerine etkisinin arastir1ldig: bir calisma olmamasi ve benzer tek yaym olmasi
nedeniyle orijinaldir. Bununla birlikte epigenetik gibi heniiz tam olarak anlasilamamis
ve karmasik bir konu olmasi sebebiyle calismamizin dezavantajlari da olmustur.
Calisma sonucu elde ettigimiz bulgular farelerde mikroenjeksiyon sonucu olusan bu iri
fenotiple ilgili mekanizmalarin aydinlatilmasina yardimci olabilir, fakat tek basma
yeterli degildir.Bu mekanizmanin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in 6rneklem sayisinin
artir1ldig1 benzer ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir ve bu konuda yapilmis daha

cok calismaya gereksinim vardir.

Sonug olarak;

miR-124  enjeksiyonu  farelerde  kilo artist ve ir1  fenotipe  neden
olmaktadir.Calismamizda bu etkinin bir sonraki kusakta azalarak ta olsa devam ettigi
belirlenmistir.

IGFBP1 in hipotalamustaki ekspresyon bulgularinda erkekler arasinda istatistiksel
anlamli bir artis saptanmistir.Dolayis1 ile IGFBP1 geninin artmig biiyiimede rolii
oldugunu diisiinmekteyiz.Ayrica F1 neslinde FO nesline gore olusan kiiciilmenin de
IGFBP1 ekspresyonundaki artig nedeni ile olabilecegi kanisindayiz.

Diger taraftan GH ekspresyonundaki artis ile kilo artig1 arasinda pozitif bir korelasyon
oldugu diger bir bulgumuzdur .IGFBP5 ve IGFIR genlerinin ise biiyiimeye katki
sagladiklarin1 diisiindiirecek sayisal olarak oldukga yiiksek ekspresyon bulgularimiz
olmakla birlikte,istatistiksel olarak anlamlandirilamamistir.Bu durumun temel nedeninin
de ornek sayisindaki yetersizlik oldugunu diisiinmekteyiz.

Bundan sonra yapilacak olan arastirmalar i¢in dnerimiz bu genler icin daha ¢cok drnekle
benzer ¢caligmalar planlanmasidir.

Bunlarin yaninda miR-124 mikroenjeksiyonunun miR-124 ekspresyon seviyesini
arttirip arttirmadigi arastirilabilir.

Ayrica dzellikle fetal biiylimede onemli rolii oldugu bilinen IGF-II ve reseptorii bizim
calisgmamizda bakilmamistir. Bu genlerin de ig¢inde bulundugu, daha fazla Ornek

sayisityla daha ileri caligmalar planlanabilir.
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