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OZET

Biiyiime Hormonu (BH) geninde mutasyonlara bagli olarak BH sentez, salinim ve
sinyal bozukluguna bagl biiyiime geriligine izole Biiyiime Hormonu Eksikligi
(IBHE) denir. Farkl1 etnik kokene sahip IBHE sendromlu kisilerde BH geninde pek
cok mutasyon varlig1 tespit edilmistir. Ancak tespit edilen BH gen mutasyonlarinin
BH biyolojik aktivitesi lizerine etkisi tam olarak bilinmemektedir. Ancak dogal tio
BH’nun hiicre proliferayonu, invazyon-metastaz tzerine etkisi in vitro ve in vivo
modellerde gosterilmistir. Hiicre i¢inde biliyiime ve farklilasma {izerine etkisi
bilinen dogal aminler (putresin, spermidin, spermin) Poliaminler (PA) miktar1 ve
PA anabolizmasinda rol alan Ornitin dekarboksilaz (ODC) enzim aktivitesi bu
sliregte Onem arz etmektedir. Ayrica ciice farelerde (BH-) ODC anlatimi iizerinde
baskilayict etkisi gdsterilen miR-27a’nin 6nemi ortaya konulmustur. Bu tez ile
amacimiz; IBHE sendromlu ¢ocuklarda tespit edilen ve biiyiime geriligine neden
olan Alanin Serin (A13S), 166. Fenilalanin delesyonu (AF166), Treonin Alanin
(T24) mutasyonlarinin BH sinyaline bagli hiicre farklilagmai biiyiime, proliferasyon
tizerine etkisinde PA miktarinin ve ODC anlatim profilinin irdelenmesi ODC’yi
hedef alan miR27a iizerinden molekiiler mekanizmasinin HEK293 hiicrelerinde
ortaya konulmasidir. Dogal tip BH, A13S, AF166, T24A mutasyonlarini tasiyan
gen iceren pcDNA3.1 aracili yaratilan HEK293 hiicrelerinde dogal tip BH
anlatiminin BH yoksun HEK293 hiicrelerine kiyasla proliferasyon, ¢cogalma, koloni
olusturma ve EMT sinyalinin (N-kaderin, vimentin, Slug anlatim artis1) aktive
oldugu, STAT molekiillerinin indiiklendigi gosterilmistir. Ancak mutant (A13S,
AF166, T24A) BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinin dogal tip BH sinyaline
sahip HEK293 kiyasla bu profillerinin mutasyona bagli olarak azaldigi
gosterilmistir. Ayrica BH yoksun hiicrelere kiyasla dogal tip BH anlatim1 yapan
HEK293 hiicrelerinde ODC anlatimimin ve PA miktarinin yiliksek oldugu
gosterilmigtir. Literatiirde ODC inhibit6rii olarak ifade edilen miR27a’nin anti-
miR27a ile baskilanmasi durumunda hiicre proliferasyonu ve bélinmesinde, koloni
capinda arttisa neden oldugu tespit edilmistir. Es zamanli putresin miktarlarinin
arttig, ODC’nin indiiklendigi en belirgin olarak dogal tip BH sinyaline sahip
HEK?293 hiicrelerinde gosterilmistir. Bunlara ek olarak BH salimimi ile iliskili
oldugu bilinen miRNA anlatim profilleri zamana bagl olarak irdelendiginde,

MIRNA-663, miR-2861, miR-663, miR-3152, miR-3185 anlatimlarinin aktif dogal
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tip BH sinyaline sahip hiicrelere kiyasla BH yoksun ve mutant BH (A13S, AF166,
T24A) anlatim1 yapan HEK293 hiicrelerinde daha diisiik oldugu belirlenmistir.
miR27a taklit eden mimics uygulanmasi durumunda ise ODC anlatiminin
azalmasma bagl olarak putresin miktarinin diistiigii, hiicre bolinme, koloni
olusumu tiizerine baskilayici etkisi oldugu gosterilmistir. Sonug olarak bu tez ile
dogal tip BH sinyalinin EMT sinyali lizerinden hiicre ¢ogalmasi, boliinmesi ve
koloni olusturmayr HEK293 model hiicrelerde indiiklerken, ODC anlatimini,
intraselliiler PA miktarim arttirdig: gosterilmistir. Ayrica A13S, AF166, T24A BH
mutasyonlarinin ise dogal tip BH sinyaline kiyasla bu etkilerinin istatistiksel olarak
azaldig1 ilk defa bu tez ile gosterilmistir. Tez kapsaminda ODC hedef alan
miR27a’nin BH varliginda EMT sinyali ve PA anabolik yolak {izerinde etki ederek
hiicre proliferasyon-boliinmesi  tizerine  baskilayici  etkisinin ~ molekiiler

mekanizmasi ilk defa bu tez kapsaminda gosterilmistir.

Kadriye Koyuncu Nisan, 2019
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SUMMARY

Isolated Growth Hormone Deficiency (IGHD) is a syndrome caused by depletion of
Growth Hormone (GH) synthesis, release, and irregular GH singaling due to GH
mutations that leads to growth retardation. Various mutations within the GH gene was
reported in IGHD syndrome childeren/adults with different ethnic origins. However,
the effect of GH gene mutations on the biological activity of GH has not been
invesitagated yet. In case, the effect of biologically active GH signaling leads cell
proliferation, invasion-metastasis in vitro and in vivo models. Natural amines, putresin,
spermidine, spermine, have been known as cell growth and differentiation action and
the important role of Ornitine decarboxylase (ODC) which act on PA anabolism and
intracellular PA levels. In addition, the importance of miR-27a has been shown to
exert a suppressive effect on ODC expression in dwarf mice models (lack of GH
expression). Our aim in this thesis is to modulate the role of Alanin Serin (A13S), 166.
Phenylalanine deletion (F166Del), Treonin Alanine (T24) mutations within the GH
gene that were detected in IGHD syndrome childeren regarding GH singaling and
ODC expression on cell growth, proliferation and differentition. In addition, to
evaluate the molecular mechanism underlying GH mutation dependent effect on ODC
activity through miR27a. HEK293 cells expressing wild type GH, A13S, F166Del,
T24A mutations induced cell proliferation, colony formation and trigger EMT
signaling (N-cadherin, vimentin, Slug expression increase) as compared to GH-
deficient HEK293 cells through STAT molecule activations depend on the mutation
type. In addition, it was shown that the expression of ODC and the amount of
intracellular PA levels were increased in HEK293 cells expressing wild type GH
compared to GH deficient HEK293 cells. According to the literature, miR27a was
shown as an inhibitor for ODC expression. In this thesis, the inhibition of miR-27a
expression through anti-miR27a transfection leads acceleration in colony diameter,
cell proliferation and division through blockage of its effect on ODC. Concominantly,
the increas in intracellular PA levels due to increased ODC expression following anti-
miR27a transfection has been determined in wild type GH compared to GH- HEK293
cells. Similarly, all mutant GH expressing HEK293 cells ODC expression and PA
levels were increased in HEK293 cells. In addition, miRNA expression profiles, which
are known to be associated with the release of GH, are examined in a time-dependent
manner, whereas miRNA-663, miR-2861, miR-663, miR-3152, miR-3185 expressions

Xiv



are increased in wild type GH expression HEK293 cells compared to GH- and mutant
GH (A13S, F166Del, T24A) expressing HEK293 cells.In contrast, transfection of
mimics against miR27a leads depletion of putresin due to decrease ODC expression
and colony formation in wild type GH expressing HEK293 cells. In conclusion, this
thesis shows that wild type GH signal increases cell proliferation, division and colony
formation in HEK293 model cells via EMT signal, while ODC expression increases
intracellular PA amount. In addition, it was shown for the first time that these effects
of A13S, F166Del and T24A GH mutations were decreased statistically signifant
compared to the wild type GH signal. In this thesis, the molecular mechanism of
miR27a that targets ODC targeting cell-mediated effect on cell proliferation-division
by acting on the EMT signal and PA anabolic pathway has been shown for the first
time by this thesis.

Kadriye Koyuncu Nisan, 2019
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BOLUM I. GIRIiS VE AMAC

1.1 GIRIS

Buyume Hormonu (BH), postnatal biyume Gzerine etkisi olan, 6n hipofiz bezinden
saliman ve 191 amino asitten olusan bir hormondur. BH’1n biyolojik fonksiyonlar
arasinda kemik, karaciger, kas ve yag dokusu hiicrelerinin yiizeylerinde konumlanan
Buyime Hormonu Reseptorii (BHR) baglandiktan sonra Insiilin Benzeri Biiyiime
Faktord-1 (IGF-I) anlattimin1 indiikleyerek proliferasyon, biiyiime, farklilagsma
tizerinde etki gostermesidir. Cocukluk cagindaki BH eksikliginin biiylime iizerine ket
vurucu etkileri oldugu bilinmektedir. Postnatal gelisim i¢in genetik ve gevresel
faktorlerin kontrolii altinda normal seviyelerde salinan BH, bazi c¢ocuklarda ve
eriskinlerde genetik ya da travmatolojik durumlardan dolay1 sentez edilememekte, az
veya biyolojik olarak inaktif halde Gretilmektedir. Bu durumda g¢ocuklarda blyume
geriligi, eriskinlerde psikolojik, metabolik rahatsizliklara neden olan Biiylime
Hormonu Eksikligi (BHE) sendromu aciga ¢ikmaktadir. BH uyan testlerine ve
fizyolojik uyarilara karsin BH salimimnin yetersizligi izole Biiyiime Hormonu Eksikligi
(IBHE) sendromu olarak isimlendirilmektedir. Cocukluk donemindeki BH eksikligi,
degisik oranlarda boyca kisalik, biiyiimede gerilik, kemik yogunlugunda azalma,
baskin olarak trunkal dagilimda asir1 yaglanma, yagsiz doku kiitlesi ve aglik
hipoglisemi gibi etkiler tespit edilmistir. Ayrica BH, anabolizma, insulinotrofik ve
instilin antagonisti olarak karbonhidrat metabolizmasi tizerinde karmasik rollere sahip
oldugu tespit edilmistir.

BHE sendromu, BH genindeki mutasyonlar sonucu biyolojik olarak inaktif BH
sentezine bagli BH/BHR sinyalinin blokaji biiylime geriligi ile seyretmektedir. BHE
sendromu BH geninde delesyon, nokta, splise hata mutasyonlarina bagli olarak
iiretilen inaktif BH protein kaynakli oldugu bilinmektedir. Izole edilen biiyiime
hormonu eksikligi IA ve II tipleri, BH1 genindeki biiyiik delesyonlar ve anlamsiz
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. IB tiiri, BH geninin 4. intronunda niikleotit
degisikligi sonucu mRNA'da basarisiz splise veya GHRHR genindeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Tip III, BTK genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. BH
proteininde disiilfit bag1 yapan Cys182, Cys189 site direkt (dogrudan) mutagenez ile

alanin doniistiiriilmesi BH salinimi {izerinden herhangi bir etki gostermezken, Cys53



ve Cysl65 ise BH salimimmi engelledigi ve hem BHR ile baglanmayr hem de
JAK/STAT sinyaline ket vurdugu tespit edilmistir.

Mutant BH proteinin biyolojik olarak inaktivasyonunda rol alan énemli sinyal yolu
JAK/STAT sinyal yolunun hiicre biiylime, farklilasma, inflamasyon ve onkogenik
ozelligi oldugu da bildirilmistir. Onkogenlerden c-Jun, c-fos, c-Myc gibi JAK/STAT
sinyal yolaginin pozitif olarak etkiledigi hedef genler arasinda gosterilmektedir. BH
asagl yolak elemanlar1 arasinda yer alan c-myc proteinin hiicre ¢ogalmasi,
farklilagsmasi, hiicre siklusu ve tiimor gelisimi gibi pek ¢ok hiicresel dongii i¢in 6nem
arz eden Poliaminler (PA) sentezinden sorumlu Ornitin dekarboksilaz (ODC) geni
anlatimini c-myc baglanma bdlgesi aracili gergeklestirdigi de bilinmektedir. Dogal
poliaminler; putresin, spermidin ve spermin olup, hiicre icgindeki seviyeleri, PA
katabolik enzimlerin (SMO, PAO, SSAT) kontroliinde asetile edilerek veya bir 6nceki
formlarina yikilarak kontrol altinda tutulurlar. Bylece hem BH hem de PA’lerin hiicre
bolunmesi, proliferasyonu Uzerine etkisi bilinen bu molekdllerin c-myc gibi protein
tizerinden iliskili olmalarin1 destekler nitelikte literatiirde ODC anlatimi {izerinde
inhibitif etkisi gosterilen miR27a’nin diisiik BH bagl ciice farelerde gosterilmistir.
MikroRNA (miRNA)’lar kisa, kodlama yapmayan tek zincirli RNA’lar olup, 19-25
niikleotitden olusan post-transkripsiyonel agidan hedef genlerin mRNA'larinin 3°UTR
bolgelerine baglanarak susturduklari gosterilmistir. miRNA’larin hiicre biiylimesi,
proliferasyonu, apoptoz, immiin sistem ve hiicre farklilagmasi mekanizmalarinin
diizenlenmesinde hedef aldiklar1 genlerin anlatimlarini etkilemeleri sebebiyle 6nem
tagimaktadirlar. BH ile miRNA anlatimlarinin etkisi {izerine literatiirde, rBH (1-10
ug/kg/glin) tedavisi uygulanan saglikli kisilerin serumlarinda miR-3152, miR-3185,

mMiR-663 ve miR-2861 anlatimlarinin azaldigi tespit edilmistir.

1.2. AMAC

Literatiirdeki bilgiler 15181nda hiicre ¢ogalmasi, proliferasyon, boliinme iizerinde etkisi
olan BH ile ODC enzimi arasindaki iligkinin miRNA anlatim profilleri ilizerinden
dogal tip ve mutant BH anlatimi1 yaratilan HEK293 stabil hiicre hatlarinda irdelenmesi
hedeflenmistir. Bu tezin ile BH geninde A13S, AF166, T-24A gen mutasyonlarinin
BH sinyali iizerine potansiyel ket vurucu etkisi incelenmesi yaninda, bu mutasyonlara
sahip BH proteini Ureten HEK293 hicrelerinde, mutasyonlara gore hiicre
proliferasyonu, metastaz, invazyon, biiyiime iizerine etkisinin PA metabolizmasi gz

Oniine alinarak irdelenmesi de amaclanmistir. Ayrica bu tezin hedefi; BH salinimi ile



iligkili oldugu bilinen miR-3152, miR-3185, miR-663 ve mMiR-2861 anlatim
profillerinin mutasyona bagli olarak irdelenmesi yaninda, ODC iizerinde inhibitif
etkisi olan miR27a’nin anlatim profilinin BH mutasyon tipleri ile iliskilendirilmesi ve
miR27a hedef alan anti-miR ile mimic uygulamasi yapilarak BH mutasyonlarina bagli
ODC anlatim profilleri, PA miktari, EMT rol alan anahtar molekiillerin anlatim

profillerinin irdelenmesi amaglanmistir.



BOLUM Il. GENEL BILGILER

Postnatal buylme uUzerinden etkisi olan hipofiz kaynakli endokrin hormon olan
biiyiime hormon (BH)’dur. BH 6n hipofiz bezinden dogum sonrasi sentez edilip
salinan bir hormon olup, bebeklik déneminde kanda en yilksek miktarda seviyeye
sahip olup, puberti sonras1 zaman i¢inde miktar1 azalarak hayat boyu diisiik miktarda
da olsa salinimi1 devam eden bir hormondur. BH; kas, kemik, yag dokusu iizerinde
biiylimeyi tetikleyen, protein, yag ve karbonhidrat metabolizmalar: lizerinde etkisi
bulunan bir hormondur [1]. Ayrica BH’nin sinir sistemi ve immdan sistem tzerinde
de etkisi tespit edilmistir. Hayat boyu miktarina bagl olarak insan gelisimini
etkileyen BH’nin puberti 6ncesi ve sonrasi azlig1 veya yiiksek olmasi pek ¢ok klinik

vakaya neden oldugu bilinmektedir.

2.1 BUYUME HORMONU (BH) BIYOLOJIK FONKSIYONU

Hipofiz kaynakli BH’ nun postnatal biiylime iizerine etkisinin BH sinyalinin protein,
yag, karbonhidrat metabolizmasi iizerine etkisi kaynakli oldugu bilinmektedir [1].
BH’nun protein metabolizmasi iizerine etkisi; membrandan hiicre i¢cine amino asit
alimini1 hizlandirip hiicre i¢i amino asit seviyesini ve ¢ekirdekte RNA olusumu igin
transkripsiyonu arttirmakta oldugu gosterilmistir. Ayrica BH, protein sentezinde
translasyonel agsama iizerinde indiikleyici etkisi ile protein anabolizmasini arttirdigi,
IGF-1 ise BH nin prednizonla olusan protein katabolizmasini 6nledigi tespit edilmistir
[2].

Protein metabolizmas1 yaninda BH’nun yag metabolizmas: iizerine etkisi
irdelendiginde enerji i¢in yaglarin kullanimimi arttirmak ve yag dokusunda lipolizi
artirtp yag asitlerinin serbestlesmesini hizlandirdigir gosterilmistir [3]. TUm vicut
dokularinda yag asitlerinin asetil koenzim A ya doniisiimiinii ve asetil koenzim-A’nin
enerji i¢in kullanimini hizlandirmaktadir. Yiiksek BH nun yag asidi serbestlesmesi ve
asetil koenzim A artmakta, asetil koenzim A’dan asetoasetik asit olusumunda artma
ile ketozise neden olabildigi gosterilmistir. BH karacigerde ve kaslarda yaglarin
(gliserol {tizerinden) glukoz sentezinde kullanilmasini hizlandirmaktadir. Ayrica
BH’nun esas hedef molekiilii olarak pek ¢ok metabolizmay1 etkilemede yardimci

olacak sekilde karaciger dolagimdaki IGF-1 oldugu belirlenmistir (Sekil 1) [4].
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Sekil 1. Biiyiime Hormonunun biyolojik fonksiyonlari [5].

BH’nun karbonhidrat metabolizmas1 {izerine etkisi ise; BH nin plazma diizeyindeki
artis ile once glikozun hiicreler tarafindan tutulup glikojen seklinde depolanmasini
saglayarak hiicrelere glikoz alinmasi azalmaktadir. Ayni zamanda O&zellikle kas
hiicrelerinin glikoz kullanimini azaltmak, yag metabolizmasinin ve asetilkoenzim
A’nin artmasina neden olarak glikoliz ve glikojenolizin baskilanmasina sebep oldugu
gosterilmistir [6]. BH nin olusturdugu hiperglisemi pankreas langerhans adaciklarinda
B hiicrelerini uyarip insiilin salgisinda artisa neden oldugu gosterilmistir. Insiilin
salgisinda artis hipoglisemiyi diizeltmekte, ancak B hiicrelerinin siirekli uyarilmalari
sonucunda diyabetes mellitus gorulebilmektedir [7]. BH’nun uzun kemiklerin
ucundaki epifiz kikirdaklarinda yeni kikirdak yapimini (kondrogenezi) kondroitin
stilfat olusumu sirasinda siilfat aktarimini artirarak hizlandirmak ve kikirdagin yeni
kemik dokusuna doniisiimiinii saglamakta oldugu gosterilmistir. Bunlara ek olarak,
barsaklarda Ca*? emilimini arttirmakta, bobrekler yoluyla Na* ve K* kaybim
azaltmakta ve plazma fosfor diizeyini yiikseltmek oldugu gosterilmistir [8].

BH biyiime, treme, beslenme, metabolizma, osmoregulasyon ve bagisiklik sistemi
islevlerini igeren genis bir fizyolojik fonksiyon dizisini diizenlemektedir. BHnin
hareketleri, dokular arasinda yaygin olarak konumlanan BH reseptorleri (BHR)
tarafindan ger¢eklesmektedir. BH'nin etkisi, BHR'lerin JAK-STAT, PI3K-Akt, ERK

ve PKC dahil olmak iizere birkag hiicresel efektor sistemine bagl etkisi ile yayildigi
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gosterilmistir [9]. Biiylime hormonu salgilatict hormon (BHRH), hipofiz adenilat
siklaz aktive edici polipeptit (PACAP) ve interlokin-1 (IL-1) gibi ajanlar, adenilil
siklaz (AC) aktivasyonu yoluyla hipofizden BH salgilanmasini uyarmaktadir. Fare
somatotroflarinda BHRH tedavisi cAMP sentezini ve sitosolik PKA aktivitesini
arttirmakta, bu da BH salgilanmasina yol agmaktadir. Fare hipofiz hlcrelerinde, tirosin
kinaz inhibitorlerinin, fosfodiesteraz aktivitesini inhibe ederek BHRH ile induklenen

cAMP birikimini ve BH salgisimi giiglendirdigi de gosterilmistir [10].

Bilyiime Hormonunun Salgisimin Kontrolii

Biiytime hormonu salgilanmasi, biiyiime hormonu serbest birakma hormonu (BHRH)
ve somatotropin salinimi inhibe edici faktér (SRIF) olarak da adlandirilan bir BH
salgilanmasin1  Onleyici hormon olan somatostatin  tarafindan  kontrol
edilmektedir. Bunun yaninda, ghrelin BHRH'min sekresyonunu arttirmak igin
hipotalamusun etkilerini arttirarak BH salgilanmasini arttirmak i¢in somatotroplar
uzerinde etkili olabilmektedir. BHRH, vasoaktif intestinal peptid (VIP), glukagon ve
bu ailede PACAP olarak adlandirilan olas1 atadan peptidi iceren bir gastrointestinal ve
ndérohormonlar ailesinin bir Gyesi olarak bilinmektedir [11]. BHRH hipotalamus
tarafindan tretilmekte ve anterior hipofiz bezinde BH sentezini ve salinimini
uyarmaktadir. BHRH sadece BH salgilanmasinda degil, ayn1 zamanda bir¢ok hiicre ve
organda ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin da Onemli bir diizenleyicisi olarak
gosterilmektedir. BHRHR’lerinin aktivasyonu ayrica beta-hicrelerinde gen
transkripsiyonunun, proliferasyonun ve ERK ve Akt sinyal yolu tzerinde etki ederek
hiicresel sag kalim aktivasyonuna yol a¢tig1 gosterilmistir [12]. BHRH, BHRH (1-40)
ve (1-44) olmak Uzere her ikisi de insan hipotalamusun da (246, 247) bulunan 108
amino asitlik bir preprohormondan dretilmektedir (Sekil 2) [13]. C-terminali 30-44
residuelar, 1-29 kalintilar1 tam biyoaktivite gosterdigi icin, dagitilabilir gibi
gortinmektedir. BHRH, BH geninin transkripsiyonunu ve ayrica hiicre i¢i BH
salimimini uyaran adenilat siklazi (248) aktive eden yedi transmembran alan G-protein
bagli reseptoriine (GPCR) baglanmaktadir. BHRH, BH sentezinin ve salgilanmasinin
temel uyaricis1 6zelligi yaninda, somatostatin ise BH saliniminin gii¢lii olmayan bir
On-inhibitort olarak bilinmekte ve BHRH'ye karsi hipofiz BH yanitini modiile
etmektedir. BH salgilanmasinin iiglincii bir regiilatorii, belirgin bir BH uyarici

aktiviteye sahip olan ghrelin olarak bilinmektedir [14].
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Sekil 2. BH salinimini etkileyen hipofizotrofik hormonlar [13].

2.2. BH GEN LOKUSU

Insanda 17. kromozom iizerinde bulunan biyiime hormonu geni hipofiz bezi
kokenli bir hormon olup 17. kromozom iizerinde bes tane BH geni bulunmaktadir
[15]. Bu gen ailesi insan biiyiime hormonu normal (IBH-N), insan koryonik
somatomammotropin L (iCS-L), insan koryonik somatomammotropin A (iCS-
A), insan biiyime hormonu varyanti (iBH-V), insan koryonik
somatomammotropin B (iCS-B) olarak sirasiyla kromozom {izerinde
dizilmektedir. Bu gen ailesinde iBH-N ve iBH-V birbirine benzer yapiya sahip
oldugu ve sadece iBH-N hipofiz bezinde, iBH-V plasentada eksprese
edilmektedir [16]. Ayrica iBH-N geni 5 ekzon ve 4 intron bdlgesinden
olugsmaktadir (Sekil 3).

iGH-N ics-L ics-A iGH-v ics-B
- — - e

17.

0 20 30 40 50
Kromozom
| 1] i v
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| | 1 | [
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Sekil 3. insan biiyiime hormonu gen ailesi [118].
Buylme hormonu geni 5 ekson, 4 introndan meydana gelen bir gen olup, genin
uzunlugu 814 b¢’dir. Asagidaki sekilde 4’de ekson-intron dizileri verilen BH geni
Uzerinden 693 b¢ uzunlugunda mRNA sentez edilmektedir.
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CCCCTARAATCCCTTTGGCACAATGTGTCCTG GGAGAGGCAGCGACCTGTAGATGGGAC

GGGTTTGGGGTTCTGAATGTGAGTATCGCCATCTAAGCCCAGTATTTGGCCAAT!
GGATGGAGAGAGAAAAACAAACAGCTCCTGGAGCAGGGAGAGTGTTGGCCTCTTIGCTCTCCGGCTCCCTCTGTTGCCCT

CTCGTTTCICCCCAGGCTCCCGGACGTCCCTGCTCCTGGCTTTTGGCCTGCTCTGCCTGCCCTGGCTTCAAGAGGGCAG

TGCCTTCCCAACCATTCCCTTATCCAGGCTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGCTGGCCTTT

GACACCTACCAGGAGTTT GTAAGCTCTTGGGGAATGGGTGCGCATCAGGGGTGGCAGGAAGGGGTGACTTTCCCCCGCT

GGAAATAAGAGGAGGAGACTAAGGAGCTCAGGGTTTTTCCCGACCGCGAAAATGCAGGCAGATGAGCACACGCTGAGCT
AGGTTCCCAGAAAAGTAAAATGGGAGCAGGTCTCAGCTCAGACCTTGGTGGGCGGTCCTTCTCCTAGGARGAAGCCTAT

ATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGTTTCTCAGAGTCTATTCCGACACCCT

CCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCGTGAGTGGATGCCTTCTCCCCAGGUGGGGATGGGGGAGACCTGTAGTCAG

AGCCCCCGGGCAGCACAGCCAATGCCCGTCCTTGCCCCTGCAGAACCTAGAGCTGCTCCGCATCTCCCTGCTGCTCATC

CAGTCGTGGCTGGAGCCCGTGCAGTTCCTCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCTGGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACG

TCTATGACCTCCTAAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGATGGGGE TGAGGETGGCGCCAGGGGTCCCCAATCC

~

GGAGCCCCACTGACTTTGAGAGACTGTGTTAGAGAAACACTGGCTGCCCTCTTTTTAGCAGTCAGGCCCTGACCCAAG

AGAACTCACCTTATTCTTCATTTCCCCTCGTGAATCCTCCAGGCCTTTCTCTACACTGAAGGGGAGGGAGGAAAATGAA

TGAATGAGAAAGGGAGGGAACAGTACCCAAGCGCTTGGCCTCTCCTTCTCTTCCTTCACTTTGCAGAGGCTGGAAGATG

GCAGCCCCCGGACTGGGCAGATCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGATGACGCACTACT

CAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCCTGCGCATCGTGCAGTGCCGC
TCTGTGGAGGGCAGCTGTGGCTTCTAG

Sekil 4. BH-N genomik dizisi, eksonlar: alt1 cizili bold, intronlar: italik

Yukarida ekson ve intron dizisi verilen BH’nun genomik dizisi iizerinden

alternatif splising ile 4 izoform iiretilmektedir. Tiim eksonlar1 iceren 22 kDa

biiyiikliige sahip olan BH 191 amino asitten olusmaktadir [17]. Hipofiz bezinde

farklilasmis somatotrop hiicreleri tarafindan sentez edilen BH sekonder yapisinda

iki distilfit bag: ile sistein amino asitlerinin bag kurmasi ile yapisal seklini

almaktadir (Sekil 5) [18].

Sekil 5. Insan biiyiime hormonu amino asit dizisi [19].



Plasenta tarafindan salgilanan biiyiime hormonu ile hipofizden salgilanan BH 13
farkli amino asit dizilimi goriilmektedir. Ayrica plasentadan salinan biiyliime
hormonu, gebeligin yarisinda hipofizden salinan BH’nin yerini alarak daha fazla

laktojen etki yaratilmasina sebep olmaktadir [20].

Sekil 6. Insan biiyiime hormonu ii¢c boyutlu yapisi
(https://www.drugbank.ca/drugs/DB00052)

2.2.1. Buyume Hormonu Sinyali

Buylme hormonu molekiiliiniin hiicre membranindaki ardisik iki BHR molekiiliine
baglanmasiyla dimerizasyon gergeklesmektedir. Dimerizasyonun meydana
gelmesiyle JAK-2 aktiflesmektedir. JAK-2’nin aktiflesmesi ile hem kendisini hem de
tirozin kinaz aktivitesi olmayan BHR’yi fosforillemektedir [21]. Boylece BH sinyal
iletimi, ¢esitli yolaklar tizerinden devam etmekte ve bu yolaklarin en iyi tanimlanmis
olanlar;; STAT, (sinyal iletici ve transkripsiyonu baglatan), PI3 kinaz (fosfatidil
inozitol 3-OH kinaz) ve MAPK yolaklar1 olarak gosterilmektedir (Sekil 6). Bu
yolaklarda ortak amaci ise BH’nin etkilerini gdstermesini saglayan genlerin
aktiflestirilmesi olarak bilinmektedir.

IGF-I’in yapimini uyarmak BH’nin en 6nemli gorevi olarak gosterilmektedir. BH’nin
bir¢ok dokuda BHR’ye baglanmasi sonucu IGF-I gen transkripsiyonu baslamasini
takiben IGF-I’in salinimi artmaktadir. IGF-I dolasimda, yapimi1 yine BH kontroliinde
olan IGFBP3 e (Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayic protein 3) baglh olarak etki
etmektedir. IGFBP3, IGF-I ve ALS’ye (asite hassas alt birim) baglanarak bir yapi
olusturmaktadir [22].


https://www.drugbank.ca/drugs/DB00052
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BH

BHR§

_— _\'.'I'Wff"‘-“mnmv—
JAK2 I I

PIIK /
ERK1/2

STAT-Salb

siarie (@

Sekil 7. Biiyiime hormonu sinyal yolagi [23].

Trombosit tlrevli biylime faktor, transforme edici blylme faktori-p, bazik
fibroblast blytme faktord, insilin benzeri buyime faktorii ve vaskiler endotelyal
bliylime faktorii gibi ¢ogunlukla iyilesme siirecinde yer alan biiylime faktorleri
bilinmektedir [24]. On hipofiz bezinden salgilanan bir anabolik peptid olan biiyiime
hormonu, 6zellikle iskelet kasi ve kemiginin biiyiimesi i¢in doku yenilenmesini ve
hiicre ¢ogalmasini destekleyebilmektedir. Biiyiime hormonu ayni zamanda farkl
kiiltiir hiicrelerinde kollajen salinimin1 da arttirabilmektedir. Hiicre zar1 {izerindeki
blyime hormonu reseptorii ile baglanma yoluyla, bilylime hormonunun hareketi
dogrudan tirozin kinazin aktivasyonu tarafindan veya dolayli olarak insiilin benzeri
biiyiime faktorii indiiksiyonu ile aracilik edilmektedir. BH’nun farkli hiicrelerin
migrasyonu ve adezyon etkileri oldugu da tespit edilmistir. Taub ve ark. kemokinetik
etki yoluyla, biiylime hormonunun aktive edilmis insan T hiicrelerinin migrasyonunu
onemli dl¢iide indiikleyebildigini gostermistir. Lee ve ark. ise IGF-1 yoluyla blyume
hormonunun keratinosit migrasyonunu ve fibroblast gogalmasini aktive edebilecegini
tespit etmistir [25]. Bilylime hormonu, insanlarda ve diger hayvanlarda kondrositlerin
ve osteoblastlarin biliylimesini, hiicre cogalmasini ve yenilenmesini uyaran bir peptid
hormon olarak bilinmektedir. Hedef hicreler (zerindeki ylizey reseptori ile
baglandiktan sonra biyume hormonu, JAK-STAT sinyal yolunu harekete gegirmekte
ve farkli dokular {lizerinde biiylime uyarici bir etki yarattig1 bilinen insiilin benzeri

blylme faktoru 1 (IGF-1) tretimini yapabilmektedir [26].
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2.3. AKROMEGALI HASTALIGI

Akromegali, hipofiz bezinin 6n lobundan adenomuna bagli fazla miktarda BH
salgilanmasi ile ag¢iga ¢ikan kronik bir hastaliktir [27]. Yiiksek morbidite ve artmis
mortalite riski ve ekstremitelerin anormal buytimesi ile sonuglanan BH
hipersekresyonu ile karakterize bir hastalik olarak gosterilmektedir. BH salgilanmasi
esas olarak BHRH, BH salgilayan peptid (BHRP, 6rnegin ghrelin) ile upregule
edilmekte ve somatostatin tarafindan inhibe edilmektedir. BH'nin karacigerde yer alan
GH-reseptorlerine baglanmasi, insiiline benzer biiytime faktorii-1 (IGF-1) sentezine ve
dolasimda salgilanmaya neden olmaktadir. BH salgilanmasi {izerine negatif geri

besleme, IGF-1 ve BH'nin kendisi tarafindan saglanmaktadir [28].

Akromegali hem BH hem de IGF-1, glukoz homeostazisi etkileyen ara metabolizmada
rol oynamaktadir. Kronik BH fazlaligi yag dokusu ve kastaki glikoz alimini azaltmak,
insiilin duyarliiginmi bozmakta, glukoneogenezi arttirmakta ve pankreatik hiicre
fonksiyonlarmi  degistirmektedir. Boylece Akromegali hastalarinda  glukoz
metabolizmasi degisiklikleri ¢ok sik rastlanan bir komplikasyon olarak bilinmektedir.
Sporadik BH salgilayan hipofiz tiimori ile iligkili patogeneze sahip Akromegali
hastalarinin ¢ogunda kronik bir BH ve bunun sonucu olarak dolasimdaki IGF-1
artmaktadir. Akromegali, metabolik, solunumsal, kardiyovaskuler, neoplastik ve kas
iskelet sistemi komplikasyonlar1 dahil olmak {izere ciddi baska hastaliklar ile iliskili
olup, hastalarin yasam kalitesi ve mortalite riskini dnemli 6l¢iide etkileyen bir hastalik
olarak bilinmektedir [29]. Ayrica 6zellikle kardiyovaskiler komplikasyonlar sebebiyle
mortalite ve morbidite artis1 ile iliskili olan akromegalide ylksek IGF-1 ile
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastalik, hipertansiyon ve hipoadrenalizme sebep
olabilmektedir [30]. Bu hipofiz bozuklugu, BH ve IGF-1’in kronik organlarin yaninda

yumusak dokularin genislemesi ile karakterize oldugu bilinmektedir [31].

Akromegali'nin kesin prevalansi olduk¢a agik olmamakla birlikte, tahmin edilen
insidans y1lda milyonda ti¢ ile dort vaka olup akromegali insidansi cinsiyet, 1tk ve etnik
kokene gore degismektedir. Ispanya'da yapilan epidemiyolojik calismalar
akromegalinin kadinlarda baskin oldugunu bildirmistir. Akromegalinin en yaygin

nedeni, iyi huylu bir timor veya adenoma hipofiz somatotrop hicrelerinden
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kaynaklanan ve asir1 BH salgilayan varligidir. Bu asir1 BH salgilanmasi hipofiz bezi,
kas, karaciger, bobrek ve gastrointestinal sistem tarafindan tiretilen IGF-1"in surekli
yukselmesine yol a¢maktadir. Akromegali'nin Kklinik belirtileri BH ve IGF-1
seviyeleri, farkli doku ve organlarin BH ve IGF-1 diizeylerinin yiikselmesine, tanida
gecikmelere, yas ve timor biiytikliigiine kadar gesitli etkenlere bagli olarak gelistigi
gosterilmigtir. Akromegalide yuksek IGF-1 diizeyi, bazi kanserlerin, 6zellikle de tiroid

kanseri ve kolon kanseri riskinin artmast ile iliskili oldugu gosterilmistir [32].

2.4. iZOLE BUYUME HORMON EKSIKLiGi SENDROMU

Biiyiime bozukluklar1 ve boy kisaligi yaygin bir klinik sorun olarak gdsterilmistir.
Cogu durumda sporadik oldugu ve cevresel veya gelisimsel anomalilerden
kaynaklanmasina ragmen BH eksikligi, BH duyarsizligi (Laron sendromu) ve BH'nin
diisiik biyoaktivitesi (Kowarski sendromu) dahil olmak (zere genetik nedenlerden
kaynaklandigina dair tahmini siklik araligi; 10,000 canli dogumda 4'ten 1'e (1- 4)
oldugu gosterilmistir. Gen, karsilikli halkalarla ayrilmis dort anti-paralel o-heliks
dizilimi ile karakterize edilen bir protein olarak hipofiz bezinde eksprese
edilmektedir. Tek bir BH molekiili esas olarak sarmal 1 ve 2 arasindaki uzun uzatilmis
halkadan ve esas olarak heliks 1 {izerinde bulunan alan 2'den olusan iki BH reseptor
(BHR) baglama bolgesi ile ylksek afinite bolgesi icermektedir. Biyoinaktif BH ile
iliskili kisa boy, klinik olarak normal veya hafif yiikselmis BH sekresyonu, patolojik
olarak diisiik IGF-1 seviyeleri ve BH replasman tedavisinde normal yakalama
blyumesi ile karakterize oldugu bildirilmistir [33]. Biyolojik olarak inaktif BH
kaynaklt IGF-1 miktarinda distis ile iliskili olarak kisa boylu endokrinopati
fenotipinde sendrom varlig: ilk olarak Kowarski ve ark. tarafindan ifade edilmistir.
Serum hBH izoformlarinin heterojenligi li¢ ana mekanizmaya dayanmaktadir:
alternatif mRNA ekleme, intravaskiiler agregasyon ve metabolik doniisiim olarak
bildirilmistir.

BH-1 geninin mutasyonlar1 biyolojik olarak inaktif hBH sendromu gocuklarda ana
genetik bozukluk olmadig1 tespit edilmistir. hBH'nin posttranslasyonel olarak
islenmesi, normal doniisiim tiriiniiniin biyolojik etkinligini azalttig1 bildirilmistir [34].
Buyume hormonu eksikligi (BHE), ¢ocukluk ¢aginda goriilen en belirgin gostergesi
kisa boyluluk olan etiyoloji, patogenez, tani yasi ve biiylime geriligi nedenleri
acisindan nadir goriilen endokrin bir bozukluk olarak ifade edilmistir. Cocuklarda

blylmenin sirdirilmesi, ¢ok sayida genetik, hormonal, ¢evresel ve beslenme
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faktorleri tarafindan diizenlenen karmasik bir siire¢ olmaktadir. Cocuklukta
uzunlamasina kemik biiytimesini diizenleyen énemli sistemik hormonlar; BH ve IGF-
I, tiroid hormonu (Tsve Ts), glukokortikoidler ve ergenlikte cinsiyet steroidleri
(androjen ve Ostrojenlerin)’dir. Bununla birlikte, postnatal kemik biiylimesinin en
onemli diizenleyicileri arasuinda BH ve IGF-I belirtilmistir.

BH ve IGF-I, uzunlamasina kemik biiyiimesinin giicli stimiilatorleri olup, cocukluk
ve/veya yetiskinlik doneminde hipofiz adenomu, gigantizme veya akromegaliye yol
acan asir1 BH sekresyonuna neden olmaktadir. Rutherford ve ark., izole BHE igin
tedavi edilen ergenlerde 12 ay boyunca r-hBH durduruldugunda, viicut yagi ve kas
biiyiikliigiiniin arttigini, biitiinliigliniin ve kuvvetinin azaldiginmi géstermistir [35]. IGF-
1 ve IGF-1 reseptor gen delesyonlar1 ve nokta mutasyonlari gibi BH-IGF eksenindeki
genetik anormallikler, dogumda kiiciik boyut ve postnatal biiyiime geriligi ile iligkili
bulunmustur [36].

2.4.1. IBHE sendromunda tespit edilen BH gen mutasyonlar

BH-N geninde ortaya ¢ikan mutasyonlar sonucu olusan mutant BH proteinlerinin BH
sinyaline ket vurdugu bilinmektedir. Boylelikle postnatal biiylime geriligine neden
olarak Izole Biiyiime Hormonu Eksikligi (IBHE) sendromuna yol agtig1 bilinmektedir.
Bu zamana kadar diinya ¢apinda IBHE sendromuna sahip olan ¢ocuklarda pek cok BH
gen mutasyonu tanimlanmustir. Tanimlanan bu mutasyonlara gre IBHE sendromu Tip
IA, IB, II, IIT ad1 verilen dort ana tipe siniflandirilmistir [37].

IBHE Tip IA sendromlu ¢ocuklarda BH-1 geninde meydana gelen 6.7 kb delesyon
varlig1 Avustralya, Brezilya, Isveg, Tiirk kdkenli IBHE cocuklarda tespit edilmistir.
Ayrica BH geninde 7.6 kb delesyon Italyan, Iran-lrak kokenli ve Tirk kokenli
cocuklarda tespit edilmistir. BH gen kiimesindeki genlerin ekson, ekson intron
dizisinin yiiksek homoloji gostermesi mayoz esnasinda homolog bolgeler arasinda
rekombinasyon esnasinda esit olmayan gen bolgesi degisimi sonucu ortaya ciktigi
tespit edilmistir.

IBHE tip IB resesif olarak goriilen bir rahatsizlik olmakla birlikte, Suudi arap kdkenli
IBHE ¢ocuklarda meydana gelmesi ile bu zamana kadar 4. intronun ilk bazi olan
guaninin sitozine doniisiimii (456+IG>C) ve guaninin timine doniisiimii (456+IG>T)
ile 4. intronu besinci niikleotiti olan guaninin sitozine doniisiimil tespit edilmistir.

IBHE tip IB hastalarinda BHSBHR geninde ¢esitli mutasyonlar gériilmesi ile bu
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mutasyonlarin reseptorii inaktif hale getirmesi ve hastalarda Sindh Dwarfizm adi
verilen karakteristik fenotipe yol agtigi tespit edilmistir [38].

IBHE tip II, otozomal dominant bir 6zellik olarak dogustan konjenital BH
eksikligidir. BH-1 genin 3. intron’nunda splise hata mutasyonlar1 sonucu mRNA
tizerinde cergeve kaymast mutasyonlar: veya ekson 3 icinde kiigiik delesyonlar ile
IBHE tip 2 sendromu ortaya ¢ikmaktadir. Ekson 3. delesyona bagli olarak BH
proteininde 32 ile 71. amino asitleri kayb1 ile 17.5 kDa biiytlikliiglinde mutant BH
proteini Uretilmektedir. BH proteininde Del32-71 olarak anlatim saglayan transgenik
IBHE sendromlu farelerde biiyiime hormonu eksikligine bagli kisa boyluluk ve
makrofaj invazyonu ile genis capli hipofiz bezi hasari gdsterilmistir [39]. IBHE tip
[IT’tin ise X’e bagli BH geninde herhangi bir mutasyon belirlenmedigi ve fenotipe
neden olan kesin bir mekanizma agiklanamadigi bildirilmistir.

Ayrica ililkemizde yapilan IBHE sendromlu c¢ocuklar iizerinde yapilan BH gen
mutasyon taramasina gére BH-N geninin daha Onceden tespit edilen 2. eksonunda
TGG-TAG déniisiimii sonucu Triptofanin dur (W-7X) kodonuna doniistiigii, 748
kodonda A>G sonucu Asparjinin Aspartik Asite (N47D), Treoninin Alanine (T24A),
2. eksonunda alanin kodlayan GCT kodunun Serin amino asidin kodlayan TCT
doniismesi sonucu BH proteininde A13S mutasyonlari tespit edilmistir. Ayrica ilk defa
literatiirde gecen BH-N geninin 5. eksonunda TTC kodunun delesyonu sonucu BH

proteini AF166 novel mutasyon tespit edilmistir [40].
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Tablo 1. Biiyiime hormonu mutasyonlari

Mikro delesyonlar
Eksiklik tipi Delesyon Kodon
1A TGeCTG -10
I CGGggatggogagacctgtaGT | 3'IVS-3 del+28-43
BH-1 gen bélgesinde tek-
baz cift degisimi
FEksiklik tipi Mutasyon Kodon niikleotid
1A TGG-=TAG -1
Trp-=stop
II R183H G6664A
mRNA eklenmesint
etkileyen tek-baz cift
degigimi
Eksiklik tipi FIVS-4 Ekson 3
IB GT-=CT hayir
IB GT-=TT hayir
Aminoasit Niikleotit Gen bilgesi
degisimi degisimi
Yanlis anlam
mutasvonu
T-24A 69A »G Ekson 1
Al3S 177G»T Ekson 2
E33G 238A»G Ekson 3
N47D 279A »G Ekson 3
Anlamsiz
mutasyon
W-7X 122G A Ekson 2
Delesyon
mutasvonlar
Fload Delesyon 636- Ekson 5
638
Delesyon +83C Intron 1
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2.4.2. BH gen mutasyonlarinin BH proteinin biyolojik fonksiyonu iizerine etkisi
IBHE sendromlu ¢ocuklarda tespit edilen BH gen mutasyonlarinin BH biyolojik
fonksiyonu iizerine etkisi irdelenmis, BH sinyali {izerine ket vurma potansiyeline gore
mutant BH proteinlerin biyolojik fonksiyon kaybi1 ortaya konulmaktadir. Bu
mutasyonlarda yirmi dort yeni BH-1 geni mutasyonundan on ii¢ yanlis anlam
mutasyonu, sinyalin tahlil edilmesiyle karakterize edilmistir, in vitro ekspresyon
varyantlarinin transdiiksiyon aktivitesi; alt1 mutasyon (T271, K41R, N47D, S7I1F,
S108R ve T175A) JAK / STAT yolunu aktive etmek igin azaltilmis bir sonuca
varilmigtir. Molekiiler modelleme de K41R ve T175A mutasyonlari, BH reseptoru
baglanmasini tehlikeye atabilecegini 6ne stirmiistiir. R16C, K41R, S71F, E74K, Q91L,




S108C ve fonksiyonel bir polimorfizm olan V1101l mutasyonu tasiyan farelerde BH
proteinin anlatiminin ve salgisinin azalmis oldugunu gostermistir. Bir bagka ¢alismaya
gore; BH geninin promotor bolgesinde mutasyon ile on bir promotér varyanti igin
reportir denemesi sonucuna gore ekson 3 promotor bolgesinin BHI1 proteinini anlaml
derecede azaltilmis oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle toplamda 15 yeni BH1 gen
mutasyonunun olasi fenotipik 6neme sahip oldugu diisiiniilmiistiir [41]. BH1 geninde
heterozigot yanlis anlam mutasyonu BH geninin 59.pozisyonunda prolinin l6sine
dontistimii ile goriilen bir hastada biyoinaktif BH sendromu 6zellikleri ile meydana
gelmesi kismi BHE’ye neden oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada BH geninde
gorilen BH-P59S’nin dogal tip BH ile karsilagtirildiginda JAK2/STATS yolagi
aktivasyonunda BH varyantlar1 arasinda sinerjik bir etkilesimin olmadigi tespit
edilmistir [42]. Ailesel kisa boyluluk goriilen 74 gocukta yapilan bir baska ¢aligmada
iki yeni mutasyon kesfedilmistir. Ilki Ile179Met doniisiimii digeri ise -360A->G
promotorii varyant1 olarak tespit edilmistir. Molekiiler modelleme caligmalarinda,
Ile179Met dontistimiiniin BH geninde Trp169'u igeren BH reseptor dongiisii arasinda
olusan etkilesimleri bozabilecegini dolayisiyla sinyal iletimini etkiledigi s6z konusu
olmustur. Yapilan bu c¢alisma ile Ilel79Met varyantinin STAT 5'e yanit olarak
lusiferaz raport6r genini aktive etmedeki rolti ve STAT-5 ve ERK'nin fosforilasyonunu
indlklemesi bu ¢alismada arastirilmigtir [43]. Gecikmis pubertal gelisimi ve biiyiime
geriligi olan bir hastada ise, BH geninde R77C (arjininin-sisteine doniisiimii) olan
heterozigot bir yanlis anlam mutasyonu tespit edilmistir. BH-R77C’de, serum IGF-I
seviyeleri diisiik olsa da, her zaman kisa boyluluk ile iliskili olmadig: belirtilmistir
[33].

Literattirdeki bu bilgiler 1s18inda laboratuvarimizda hali hazirda tez danigmaninin
doktora tezinde klonlamis oldugu dogal tip BH geni ve A13S, T24A, AF166
mutasyonlarini tastyan mutant BH geni iceren pcDNA3.1 plazmitlerinin varligi neden
ile IBHE sendromlu cocuklarda BH sinyaline ket vurma potansiyelinde olmalari
nedeni ile biiyiime, gelisme iizerine ket vurmalarinin HEK293 hiicre modellerinde
irdelenmesi tez hipotezini ortaya koymustur. Bu kapsamda secili BH gen (A13S,
T24A, AF166) mutasyonlarinin iTasser programi aracili 3B yapisi ¢izilmistir (Sekil 8).
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GH dogal tip

Model 1 Model 3 Model 4 Model 5

BH (A13S) mutant protein

Model 1 Model 2 Model 3 Model4 Model 5

BH (AF166 ) mutant protein

Model 1 Model 2 Model 3 Model 4 Model 5

BH (T-24A) mutant protein

Model 1 Model 2 Model 3 Model 4 Model 5

Sekil 8. Dogal tip, A13S, T24A, AF166 BH mutant proteinlerin sekonder yapisini
gosteren modeller (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/lI-TASSERY/)

2.5. JAK/STAT SINYAL YOLAGI

Tirozin-protein kinaz JAK-2 hiicre gelisimi, biiylimesi, farklilasmasi veya histon
modifikasyonlar1 gibi islemlerde rol oynamaktadir. Hem dogal hem de uyarlanabilir
bagisiklikta gerekli sinyal olaylarina aracilik etmektedir. Sitoplazmada, O6rnegin
blyime hormonu (BH), prolaktin (PRLR'ye), leptin (leptin reseptor), eritropoietin
(EPOR), trombopoietin (THPO) olarak tip I reseptorleri ile iliskili sinyal iletiminde
onemli bir rol oynamakta ya da tip IFN-alfa, IFN-beta, IFN-gama ve coklu
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interlokinler igeren tip II reseptorlerinin iletilmesinde rol almaktadir (Sekil 9). BH’nun
hiicre membraninda lokalize olan BHR’ye baglanmasi reseptorle ilgili JAK-2
aktivasyonunu saglar [44]. JAK-2, kendisi ve BHR araciligiyla tirozin bolgelerinden
fosforile edilmektedir. STAT proteinleri SH-2 domainine sahip proteinler olup
reseptoriine bir ligandin baglanmas1 STAT proteinlerinin bir araya gelmesine neden
olmakta ve SH-2 domainleri ile etkilesime ge¢mesi ile bu siireg¢ STAT proteinlerinin

fosforilasyonu ile sonuglanmaktadir.

Sekil 9. Biiyiime hormonunun protein yapisi

BH diizenlenmesinde STAT transkripsiyonu etkili bir rol oynamakta olup, STAT
proteinlerinin BH tarafindan aktivasyon mekanizmasi, JAK’1n BHR fosforilasyonunu
takiben kendi otofosforilasyonu sonucu BH elemanlarmin pSTAT dimerleri tarafindan
niiklear lokalizasyonuna bagli olarak gerceklestigi gosterilmistir. Birgok biiyiime
faktorii ve sitokinler tarafindan yonetilen sinyalleri JAK ve STAT’lerin ilettigi
gosterilmistir. STAT protein ailesi; STATI, 2, 3, 4, 5 (5a ve 5b) ve 6 olarak tespit
edilmistir. STAT1, STAT3 ve STATS, JAK-2 iizerinden aktive olan STAT lardur.
Fosforilasyon ile aktive olan STAT proteinleri homodimer veya heterodimerler
olusturarak nilkleusa go¢ edip, transkripsiyon faktorii olarak gorev almaktadir [45].
JAK/STAT sinyal yolaginin regiilasyonu SOCS (Sitokin Sinyalini Baskilayict)
proteinleri tarafindan ger¢eklesmektedir (Sekil 10). Hiicre sagkalimina bagli genler ve
hiicre donglst icin kritik bir transkripsiyon aktivatori olarak STAT3 gorev
almaktadir. Baz1 SOCS proteinleri sitokinler tarafindan indiiklenmektedir ve negatif

feedback mekanizmasi ile STAT proteinlerini inhibe ettigi etmektedir [1]. Yapilan
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birgok ¢alisma, JAK-2 / STAT3 yolunun aktivasyonunun, farkli kanser hicrelerinde

EMT'nin ilerlemesine katkida bulundugunu gostermistir.

Sekil 10. GH/GHR/JAK-STAT sinyal yolag [1].

2.6. Epitel Mezenkimal Gec¢is (EMT)
Epitel mezenkimal gecis (EMT), epitel hiicrelerinin epitel ozelliklerini bircok

biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler sonucu kaybederek mezenkimal 6zellikler
kazanmalarina neden olan biyolojik bir siirectir. Bu yiizden EMT, embriyogenez ve
yetiskinlikte hiicresel gesitlilik mekanizmasi olarak bilinmektedir [46]. Mezenkimal
hlcre profiline sahip olan hiicreler ise epitel hiicre profiline doniismektedirler. Epitel
hlcre belirtecleri E-kaderin, desmoplakin, klaudin, okludin, laminin ve tip 1V kollajen
olarak bilinmektedir. Mezenkimal hiicre belirtecleri ise N-kaderin, vimentin, snail,
integrin, fibronektin ve tip I/I1I kollajen olarak bilinmektedir (Sekil 11) [47].

5 5 o

Epitel hilcre belirtegleri Mezenkimal hilcre belirteleri
E-Cadherin N-Cadherin
Claudins Fibronectin
Occludins Collagen /Il
201 Snail
Desmoplakin uSMA
Cytokeratins Vimentin

Sekil 11. Epidermal Mezenkimal gecis belirtecleri [48].
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EMT’nin ve mezenkimal epitelyal gecisin (MET) gelisim, yara iyilesmesi,
rejenerasyonu ve kanser metastazi baglatilmasi sirasinda doku biitiinliigiiniin yeniden
yapilanmasinda ¢ok 6nemli rol oynadigina dair bir¢ok kanit bulunmaktadir. EMT
sirasinda metaloproteazlar aktive edilerek hiicre dis1 matris bilesenlerini ve membran
tabanini pargalayarak hiicre gociinli kolaylastirmaktadir. Ayrica literatiirde pek ¢ok
calismaya gore kodlama yapmayan mikroRNA'larin, EMT belirteclerinin ¢evirisini
diizenleyereck EMT'de rol oynadigi belirtilmistir [49]. Spesifik transkripsiyon
faktorlerinin, kanser hiicrelerinin ve sinyallesme yolaklarinin aktivasyonu ile invazyon
etki olusturarak fenotip kazanmasi i¢cin EMT nin 6nemli oldugu kabul edilmistir. EMT
uygulamasimnin 6nemli diizenleyicileri olarak, SNAI ailesine ait transkripsiyon
faktorleri olan Snail ve Slug ayrica Twistl / 2 gosterilmistir. N-kaderin, vimentin gibi
mezenkimal hiicrelerde anlatimi  olan genlerin  transkripsiyonunu tesvik
etmektedir. Buna ters olarak, E-kaderin, okludinler ve claudinler epitel markirlarinin
anlatimini baskilamaktadirlar [50]. Ayrica EMT ve tiimo6r metastazinin indiikleyicileri
arasinda SNAIL, Slug, ZEB1 ve ZEB2, Twist de dahil olmak (zere birgok
transkripsiyon faktorii 6ne siiriilmiistir. EMT ve MET’de gorev alan miRNA’lar
arasinda miR-9, miR-27, miR-30a, miR-194, miR-200 ailesi olarak bildirilmistir [51].

Tablo 2. EMT/MET de yer alan miRNA’lar [51].

mMiRNA EMT’ye etkisi Hedef
miR-9 Uyarict CDH1
miR-27 Uyarict APC
miR-29a Uyarict TTP
miR-30a Baskilayict Snail
miR-103/107 Uyarici DICER1
miR-194 Baskilayict BMI1
miR-200 ailesi Baskilayict ZEB1/ZEB2, Sec23a
miR-204 Baskilayict TGFBR2, SNAIL2
miR-661 Uyarict StarD10, Nectin-1
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Tablo 3. Tiimor invazyon ve metastazinda rol oynayan miRNA’lar [51].

MiRNA Invazyon ve Kanser turu Hedef
metastazdaki roli
miR-7 Baskilayict Meme, Pakl, EGFR
glioblastoma
miR-10a Uyarici Pankreas HOXB1, HOXB3
miR-16 Baskilayici Prostat CDK1,CDK2
miR-17-92 Uyarici Meme, kolorektal CTGF, Tspl
miR-21 Uyarict Mide, akciger, PTEN, RHOB,
meme,pankreas TPM1,NF1B
miR-22 Baskilayici Meme CDKG6,SP1
miR-126 Baskilayici Akciger, meme VEGF, CRK
miR-194 Baskilayict Karaciger HBEGF,CDH2
miR-214 Uyarict Melanoma TFAP2C
miR-335 Baskilayict Mide, meme SOX4, TNC, SP1,
BCL2L2
miR-520c Uyarict Meme CD44
miR-146a/b Baskilayict Pankreas, prostat, NFKB1, EGFR,
mide ROCK1

Yukarida ifade edilen EMT ile iliski miRNA ve hedef aldiklart EMT markirlar1 disinda
EMT ile indiiklemesini uyaran ve BH iliskili miRNA varligida literatiirde
gosterilmistir. Plazmit aracili BH anlatimi indiiklenmis T47D, MDA-MB-453 ve
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde BH bagl hiicre proliferasyonunun, miR96-183-
182 anlatim profili artmasina neden oldugu gosterilmistir. Ayrica miR96-182-183
mimics verilmesi ile proliferasyonun indiiklendigi ve hedef miRNA 6zgii anti-miRNA
ile proliferasyonun baskilandigi gosterilmistir. Otokrin BH anlatiminin arttirilmasinin
EMT yolagini, MMP2, MMP9 ve Snail molekiilleri hedef alarak indiikledigi
gosterilmistir [52]. BH ayrica MMP'ler, c-myc, Bcl-2 ve CHOP dahil olmak Gzere
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metastazla iligkili genlerin transkripsiyonunu arttirabilmektedir. EMT nin epitelyal

malign tiimorlerin invazyon ve metastazlarina katkida bulundugu diistiniilmistiir [53].

2.7. microRNA (miRNA)

1993 yilinda Lee ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan ilk mikroRNA Victor Ambros
laboratuarinda yuvarlak solucan olan Caenorhabditis elegans'ta lin-4 olarak
adlandirdiklart genin higbir protein kodlamamasina karsin 22 niikleotid uzunlugunda
kicuk bir RNA transkribe etmesiyle ilgili bir ¢alisma bildirilmistir. Daha sonra 2000
yilinda Reinhart ve arkadaslar1 tarafindan yine C.elegans’da 22 nikleotid
uzunlugunda, let-7 olarak adlandirilan, canlinin gelisim zamanlamasini diizenleyen
farklt bir mikroRNA’nin varligi tespit edilmistir. Daha sonraki yillarda let-4 ve let-
7'ye benzeyen birgok kicuk RNA molekilld, hemen hemen bitin ¢ok htcreli
organizmalarda kesfedilip miRNA olarak isimlendirilmistir.

MikroRNA’lar veya miRNA’lar translasyonel olarak gen ekspresyonunu kontrol eden,
3’-¢evrilmemis bolgelerdeki (3°-UTR’ler) hedef mRNA’larin  boliinmesini
transkripsiyonel olarak dilizenleyen, endojen, son kesfedilen kiicik, 21-24
niikleotidden olusan, kodlamayan RNA’larin bir sinifi olarak ifade edilmektedir [54].
Bircok ¢alisma miRNA’larin apoptoz, hiicre farklilagmasi, proliferasyon, invazyon ve
metastaz dahil olmak tiizere cesitli organizmalarda rol alan diizenleyici
mekanizmalarda 6nemli islevlere sahip oldugu bildirilmistir [55]. Birkag¢ dogal
kodlamayan RNA’nin miRNA’lar1 baz eslestirme yolu ile inhibe ettigi gosterilmistir.
Her mRNA’nin ¢oklu miRNA’lar tarafindan diizenlenebilecegi, birden fazla hedef
mRNA’nin ekspresyonunu tek bir miRNA’nin kontrol edebildigi bildirilmistir.
MikroRNA’larin farklilasma, gelisim ve farkli fizyolojik fonksiyonlarda dnemli rol
aldig1 belirtilmesine yaninda, diizensiz miRNA anlatim profillerinin farkli patolojik
olaylar ile iliskilendirilmistir. MikroRNA biyogenezinin farkli fizyolojik siire¢lerde ve
hastaliklarda epigenetik etkisinin molekiiler diizeyde anlasilmasinin potansiyel 6nemi
bulunmaktadir. miRNA profilleri belirli bir kanserin farkl: alt tiplerini, ayrica spesifik
onkojenik anormallikleri ayirt edebilmektedir. Dolayisiyla sadece normal ve kanserli
dokular1 ayirt etmekle birlikte ayn1 zamanda orjinli dokularida tanimlayabilmektedir.
Her miRNA ortalama 100-200 hedef geni dlizenleyebilmektedir. Gen ekspresyon
profili, farkli kanserlerin alt tiplemesinde etkinligini gdstermistir. Ekspresyon

degisiklikleri farkli kanser alt tiplerinde gozlemlenen gen olasiliklar1 hakkinda bilgi
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saglayabildiginden miRNA profilleri daha bilgilendirici ve daha iyi bir ayrim
saglayabilmistir. Son zamanlarda miRNA’larin bu o6zellikleri ve viicut sivilarinda
varliklarinin gosterilmesi miRNA’larin kanser, ndrodejeneratif hastaliklar gibi pek ¢ok
hastalik i¢in teshise yonelik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi yoniindedir.
MikroRNA’larin biyogenezi, RNA polimeraz II tarafindan ¢ekirdekte transkripsiyon
ile baglamaktadir. Hairpin yapisinda olgun miRNA dizisini i¢ceren uzun miRNA (pri-
miRNA)’dan olugsmaktadir. Hairpin yapisi Drosha (RNAaz III enzimi) ve kofaktorii
DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8 (DGCRS8)’den olusan mikroprosesor araciligiyla
kesilmektedir. Olusan prekiirsor miRNA (pre-miRNA) nikleustan Exportin-5 ile
sitoplazmaya tasinmakta ve diger RNAaz IIl enzimi olan Dicer tarafindan 21-24
niikleotid uzunlugundaki dubleks miRNA’ya kesilmektedir. Olgun diziye kesilecek
olan iplik miRNA, indiikklenmis susturma kompleksinde (RISC) Argonaute’a
yiiklenmistir (Sekil 12) [56].

:
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Sekil 12. miRNA molekillerinin biyogenezi ve tasimum [57] .

MikroRNA’nin 2-8 nikleotidlik cekirdek dizisi hedef mRNA ile tam olarak
eslendiginde mRNA’nin destabilizasyonu saglanmaktadir. Fakat tam olarak
eslenmedigi zaman translasyonel baskilanmaya sebep olmadigi bilinmektedir.
MikroRNA, hedef mRNA'in 3' ucundaki translasyona ugramayan bdlgesi
(untranslated region-UTR) ya da hedef mRNA'min ORF (open reading frame)
bolgesine baglanmaktadir. Bu baglanma sekli mikroRNA kompleksinin mRNA'ya
komplementer olma durumuna gore degisiklik gostermektedir. 3'UTR bolgesine

baglanma tam olmayan, kusurlu, eksik komplementerligi icermekte ve translasyonun
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baskilanmasi ile sonuglanmaktadir. ORF bolgesi icine baglanma ise kusursuz, tam
komplementerligi gostermektedir. Daha sonra Argonaute2 (Ago2) tarafindan
mRNA'in yikimi ile sonuglanmaktadir. Ayrica, mikroRNA'larin her birinin birden
fazla mRNA'nin ekspresyonunu diizenleyebilecegi ve mRNA'larin her birinin de

birden fazla mikroRNA tarafindan hedeflenebildigi bilinmektedir (Sekil 13).

MIRNA/MIRNA®

Nikleus

Sekil 13. Hedef mRNA yikimu [58].

2.7.1. BH salgilanmasi iizerine etkisi olan miRNA’lar

Bazi miRNA'larin endokrin ile iliskili fonksiyonlarla diizenlendigi gosterilmektedir.
Kromozom 19 izerinde yer alan miRNA-27a'nin (miR-27a), karsinomlarda prohibitin
hedefleyerek onkojenik bir islevi oldugu gosterilmistir. miR-27a mitojen aktif protein
kinaz kinaz 4'in (MAP2K4) hedeflenmesi yoluyla, insan osteosarkom hicrelerinin
proliferasyonunu, go¢iinii ve invazyonunu tesvik etmistir. Bununla birlikte, siirl
caligmalar miR-27a'nin meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonu {izerindeki
etkileriyle ilgili olup, higbiri spesifik mekanizmadan bahsetmemektedir. miR27-a
belirli proinflamatuar sitokinlerin Gretimini etkilemektedir [59]. Antineoplastik bir
faktor olarak miRNA-27a, glioma hucrelerinin proliferasyonunu, gécunii ve invazyon
yetenegini etkilemek igin Wnt/B-katenin sinyal yolagini inhibe etmistir. miR-27a
cesitli hastaliklarda hiicre farklilasmasini diizenlemede rol almaktadir. Calismalar

miR-27a'nin miyofibroblast, embriyonik kok hiicre (ESC), adiposit, osteoblast,
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myoblast, meme kanseri hicreleri ve eritroid gibi c¢esitli hiicrelerde kritik bir
farklilagsma diizenleyicisi oldugu gosterilmistir [60]. Glutatyon metabolizmasinda, {ire
dongiisi  ve poliamin biyosentezinde miRNA 27a’nin  Onemli oldugu
bildirilmistir. Ciice fare karacigerindeki poliamin sentezinin miR-27a yoluyla
transkripsiyon sonrasi baskilandigi gosterilmistir. Ayrica miR27a'nin ekspresyonu,
BH eksikligi olan farelerde artmis ve ODC seviyesi azalmistir. Literatlr bilgisi
kapsaminda BH tedavisi ile kisilerin serumlarinda miR-2861, miR-663, miR-3152,
mMiR-3185 anlatimlarinin azaldigi gosterilmistir. Ayrica miR-145 anlatimmin GH
salimimi yapan hipofiz adenoma hiicrelerinin normal hipofize kiyasla anlatiminda
azalma oldugu ve miRNA’nin cluster analizlerine gore fos, myc, cyclin D2, MAPK,
insiilin substrat-1 genlerinin anlatimi {izerinde de etkisi oldugu gosterilmistir. miR-16,
miR-129-5p, mIiR-142-3p ve mMIiR-202 miRNA’larinin miRNA tarafindan BH
baglandigt BHR’nin anlatimmin engellendigine iliskin miRNA’lar oldugu tespit
edilmistir. BH tedavisi sirasinda BHE sendromlu hastalarin kas hiicrelerinde miR-29a

anlattminin irdelenmesi hedeflenmistir [61].

2.8. POLIAMIN

Poliaminler kiiglik organik polikatyonik molekuller olup normal ékaryotik hiicrelerde
biiylime ve gelisimde gorev almaktadir. Bakterilerde, 6karyotlarda ve arkeada bulunan
cesitli poliaminlerin fizyolojik pH'da pozitif yiiklii olmalar1 ortak 6zelliklerindendir
[62]. Poliaminler putresin, spermidin ve sperminden olusmaktadirlar, katyon
olduklarindan dolayr DNA, fosfolipitler, spesifik protein trleri, ATP ve ozellikle
RNA ile etkilesime girmektedirler [63]. Poliamin konsantrasyonu hiicresel transport
mekanizmasi ile regiile edilmekle birlikte poliaminler intestinal flora ve katabolik
reaksiyonlar tizerinden diyet ile alinabilir veya hiicreden disar1 atilabilmektedir [64].
Yiiksek diizeyde intraseliiler poliamin konsantrasyonu ¢esitli kanser tiirleriyle oldugu
gibi meme kanseri ile de iligkilendirilmektedir. Poliamin sentez veya katabolik
reaksiyonlarinda gorevli enzimlerin diizeyi bu asamada onem teskil etmektedir.
Memelilerde poliaminler direkt olarak hiicre biiylimesine, farklilasmasina ve hiicre sag
kalim, hiicre dongiisii gibi pek ¢ok hiicresel fonksiyon iizerinde etkisi bilinmektedir.
PA’lerin fonksiyonel Ozellikleri PA’lerin yapisindan kaynakli negatif yiikli
makromolekiillerle geri doniisiimlii olarak iyonik interaksiyonuna dayanmaktadir.

Niikleik asitlerle interaksiyonunda kromatin konformasyonu ve gen anlatimi iizerine;
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proteinler ve membran fosfolipidlerle interaksiyonunda ise iyon kanallarinin

regiilasyonu ve membran biitiinliigliniin stabilizasyonu lizerine etki etmektedir.

Poliamin biyosentezinde gorevli iki 6nemli enzim bulunmaktadir. Put sentezinde
gorevli  ornitin  dekarboksilaz  (ODC), A-adenozil-L-metionin  (AdoMet)
dekarboksilasyonu ile dekarboksile S-adenozil-L-metionin (DcAdoMet) sentezinde
gorevli S-adenozil-L-metionin dekarboksilaz (AdoMetDc) enzimidir [65]. Poliamin
katabolizmasinda goérevli 6nemli enzimler ise spermidin/spermin N-asetil transferaz

(SSAT), poliamin oksidaz (PAO) ve spermin oksidaz (SMO)’dir.

2.8.1. Poliamin Anabolizmasi

Mitokondriyal arjinaz enzimi arjininden ornitin sentezini katalizlemektedir (Sekil 14).
Memeli hiicrelerindeki 1{i¢ O6nemli poliamin sentezi ornitinden baslayarak
gerceklesmektedir. Ornitin dekarboksilaz (ODC) enzimi araciligiyla gergeklesen
ornitinden putresin sentezi ilk asama olup, ornitin dekarboksilasyona ODC enzimi
yardimiyla ugramaktadir. Bu asamayr ‘“S-adenozilmetiyonin”in (SAM), SAM
dekarboksilaz etkisiyle “dekarboksile S-adenozilmetiyonin”e (DAM) doniistimii takip
etmektedir., DAM, spermidin sentaz araciligiyla putresini  spermidine
doniistiirmektedir. Tkinci DAM eklenmesiyle, spermin sentaz spermidinden spermin
olusturmaktadir. Bu sekilde, putresinden spermidin ve spermidinden spermin sentezi
gerceklesmektedir. ODC enziminin regiilasyonu antizim (AZ) olarak adlandirilan
enzim tarafindan gergeklestirilmektedir. AZ, ODC ile direkt etkilesime girerek
inhibisyonunu saglamaktadir. AZ seviyeleri artan hiicre i¢i poliamin konsantrasyonlari
ile artmaktadir. Bunun yani sira AZ enzimi de antizim inhibitorii (AZI) tarafindan
regule edilmektedir [65]. AZ1, ODC/AZ heterodimerleri olusturarak enzimatik olarak
aktif ODC homodimerlerini bozmaktadir. AZ'nin bilinen fonksiyonu ve ODC
dongiisiindeki rolii ile etkilesime girmesi, poliamin konsantrasyonlarindaki
degisimlere cevap vermesine neden olmaktadir. Bu ylizden ODC seviyelerini kontrol
etmek i¢in OAZI1 varliginin gerekli oldugu sonucuna varilmistir. Poliaminler OAZ1

ile mRNA’nin translasyonu sirasinda ribozomal ger¢eve kaymasini indiiklemistir [66].
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Sekil 14. Poliamin metabolizmasi.---katabolizma; biyosentez. dcAdoMet: dekarboksile
S-adenosil-L-metiyonin; AdoMet: S-adenosil-L-metiyonin; MTA: Metiltiyoadenosin;
AdoMetDC:S Adenosil-L-metiyonin dekarboksilaz; MAT: Metiyoninadenosil
transferaz; SSAT: Spermidin/spermin asetiltrasferaz; APAO: Asetilpoliamin oksidaz
[67].

2.8.2. Poliamin Katabolizmasi

Spermidin ve sperminin yikim reaksiyonlari spermidin/spermin asetiltrasferaz (SSAT)
enzimi araciligiyla gerceklesmekte ve N-asetil-spermidin ile N-asetil-spermin
meydana gelmektedir. Bunlarin daha ileri katabolik reaksiyonu hidrojen peroksit ve
asetoamidopropanol olusmasiyla poliamin oksidaz enzimi reaksiyonu sonucu putresin
ve spermidinin agiga ¢ikmasi ile sonlanmaktadir. SSAT ve poliamin oksidaz (PAO)
katabolik reaksiyonlarda 6nemli rol alan enzimlerdir. SSAT konsantrasyonunun
timorli dokuda arttigi, PAO konsantrasyonunun ise azaldigi tespit edilmistir.
Poliaminler, PAO enzimi ile yiiksek oranda apoptozu uyarici olarak bilinen hidrojen
peroksit agiga ¢ikarilmaktadir. Dolayisiyla, PAO aktivitesi azaldiginda tumor
hiicrelerinde apoptoz azalmistir. Bundan faydalanilarak PAO aktivitesini uyaran
ilaglarin  gelistirilme ¢alismalart siirdiiriilmektedir. Hiicrede poliamin seviyesi
anabolizma (sentez), katabolizma (yikim) ve aktarimin birlikte diizenlenmesiyle
gerceklestirilmistir. SSAT spermine asetil grubu transfer ederek N-asetilspermini
olusturmaktadir.  N-asetilsperminin PAO enzimi tarafindan oksidasyonu
gerceklestirilmekte ve spermidin olusturulmaktadir. Sperminden spermidin olusumu

SMO enzimi tarafindan direkt olarak katalizlenebilmektedir. Spermidin SSAT enzimi
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tarafindan asetil grubu transfer edilmekte ve N-asetilspermidin meydana gelmektedir.
PAO enzimi tarafindan oksidasyonu gergeklestirilerek putresin olusturulmaktadir. N-
asetilspermin ve N-asetilspermidin ile putresin direkt olarak membran transportirlar
araciligi ile hiicreden atilabilmektedir. Tiim bu reaksiyonlar siiresince PAO enziminin
aktivite gosterdigi her oksidasyon basamaginda ortaya hidrojen peroksit (H.O:) ¢ikist
gerceklesmektedir. Asirt H.O. ¢ikist reaktif oksijen tiirlerini (ROS) arttirmakta ve
kanser olusumunu tetiklemektedir. Meme kanseri hastalarinda yapilan ¢alismalarda
SMO, SSAT ve PAO enzim aktivitelerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ozellikle
kanser hiicrelerinde katabolik enzimler tetiklenerek H.O. diizeyinin artis1 ile apoptotik

hicre 6limuanun induklenmesi hedeflenmektedir [68].
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BOLUM IIl. MATERYAL VE METOT

3.1. KULLANILAN MATERYALLER
3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 1°de sunulmustur.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Donanimlar:

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Ekler boliimiinde Tablo 2’de sunulmustur.

3.1.3. Kullamlan Kimyasallar
Calisma siirecinde kullanilan kimyasal maddeler Ekler boliimiinde Tablo 3’te

sunulmustur.

3.1.4. Kullanmilan Tamponlar

10X TBS

87,6 gr NaCl, 12,11gr Tris-Baz 800 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir. pH: 8 e ayarlandiktan
sonra distile su ile 1000 ml ‘e tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak i¢in; 500
ul 10X TBS, iizerine 500 ml hacimde olacak sekilde distile su eklenerek 1X TBS’e
dondstiraldr.

1X TBS-Tween

1X TBS-Tween; 500 ml 10X TBS ve 500 pl Tween-20, 500 ml hacimde olacak sekilde
tizerine distile su eklenerek hazirlanir.

10X PBS

80 gr NaCl, 2 gr KCI, 14.4 gr NaoHPOs, 2.4 gr KH2PO4 800 ml distile su ile ¢ozdiralir.
pH: 7,4 e ayarlandiktan sonra distile su ile 1000 ml ‘e tamamlanir. Hazirlanan 10X PBS
kullanilmak i¢in; 500 pl 10X PBS, iizerine 500 ml hacimde olacak sekilde distile su
eklenerek 1X PBS’e doniistiiriiliir.

Besiyeri Hazirlanmasi

450 ml negatif besiyeri igerisine 50 ml FBS ve 5 ml Penisilin-Streptomisin (10,000
U/ml) eklenir. 0,22 uM por capindaki filtrelerden gecirilerek 50 ml’lik falkonlara

suzulir.
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Protein Standardi (Bovine Serum Albumin = BSA)

0,015 gr Albumin 10 ml distile suda ¢ozdirilip 0,22 UM por capindaki filtrelerden

gecirilerek suzulur.
Bradford Reagent

100 mg Comassie Brillant Blue (6-250) 50 ml %95 etanol de ¢6zdirdlar. 100 ml %85

Fosforik asit eklenir hepsi 1 litreye tamamlanir. Filter kagidi ile siiziiliir.
Hucre Lizis Tamponu (CLB)

100 pl Proteinaz inhibit6rii 10 ml CLB igerisinde karistirilir.

Harsh Strip Buffer

200 ml %10’luk SDS, 125 ml Tris-HCI (pH=6,8), 8 ml B-merkapta etanol Uzerine 675

ml distile su eklenerek karistirilir ve 1 litreye tamamlanir.
Mild Strip Buffer

15 gr glisin, 1 gr SDS, 10 ml Tween-20 eklenerek 800 ml distile suda ¢ozdurulir. pH

2,2’ye ayarlandiktan sonra distile suyla 1 litreye tamamlanir.
%10 Amonyum persulfat tamponu (APS)

100 mg Ammonium persulfate 1 ml distile suda ¢ozdurdlir.
Kumarik asit (CA)

0,15 gr P-Coumaric asit 10 ml DMSQO’da ¢6zdiiriiliir.
Luminol

0,44 gr Luminol 10 ml DMSO’da ¢ozdiiriiliir.

Yiiriitme tamponu

30,3gr Tris-baz, 114 gr Glisin ve 1 gr SDS tartilarak 1000 ml distile su iginde
¢ozdiiriiliir. pH: 8.3 e ayarlanir. Hazirlanan 10X yUriitme tamponu, 100 ml 10X y(r{itme
tamponu ve 900 ml distile suyla 1000ml e tamamlanarak 1X’e doniistiiriiliir ve jel
yiirlitmesi sirasinda kullanilir.

Transfer Tamponu

33,3 gr Tris-base ve 144 gr Glisin tartilarak 1000 ml distile su iginde ¢6ziindiiriiliir. pH:

8.3 e ayarlanir. Hazirlanan 10X transfer tamponu, 100 ml 10X transfer tamponu, 150 ml
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metanol ve 750 ml distile suyla 1000 ml e tamamlanarak 1X’e doniistiiriiliir ve jelin
transferi sirasinda kullanilir.

Yiiriitme Jelinin Hazirlanmasi

Proteinleri agirliklarina gore ayirmak i¢in %12’ lik SDS poliakrilamid jelde yiiriitiildii.
Jel igerigi Ekler boliimiinde Tablo 4’te sunulmustur.

Hiicre Dondurma Medyasinin Hazirlanmasi

9 ml FBS ve 1 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) karistirilir ve hiicre kiiltiirii ile uyumlu olan
0,22 uM por capindaki filtrelerden gegirilerek dondurma medyas1 hazirlanmistir.

Dondurma medyasiyla hiicreler uzun siireli siv1 azot tanklari i¢cinde saklanabilir.
LB Agar

20 gr LB agar 1 litre suda ¢ozdiiriiliir ve otoklavlanir.

3.2.YONTEMLER

3.2.1. Hucre Kultura

HEK?293 hiicreleri %10 sigir fetus serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotigi
iceren MEM besiyeri icerisinde %5 CO2 iceren 37°C etiivde inkiibe edilmistir.
Hazirlanmis olan besiyeri 0,22 uM por ¢apindaki hiicre kiiltiirii ile uyumlu filtrelerden

gegcirilerek steril hale getirilip, besiyeri 50 ml’lik falkon tiiplerde +4°C’de saklanmustir.

Huicreler 25 ve 75 cm?’lik hiicre kiiltiirii petrilerinde biiyiitiilmiistiir. Protein ve poliamin
izolasyonu i¢in 60 mm’lik, RNA izolasyonu ve hicre akis sitometresi igin 6
kuyucuklu, floresan mikroskobu ¢alismalari i¢in 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine
ekimler gerceklestirilmistir. Hiicreler belirlenen siirelerde hiicre kiiltiirii petrilerine

yapismalari igin %5 CO? igeren 37°C etiivde inkiibe edilmistir.

Uygulanacak deneyler dogrultusunda hiicre ekimleri veya petri kabi igerisindeki
hiicrelerin yogunlugunun artmasi sonucunda hiicre pasajlama islemi icin Oncelikle
ortamdan besiyeri uzaklastirlmistir. 75 mm?’lik hiicre kiiltiirii petrisi 2 ml fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikandiktan sonra PBS uzaklastirilir. Petri kab1 igerisine
2 ml tripsin-EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) (%0,25) eklenerek CO? igeren etiivde
3 dakika boyunca bekletilmistir. inkiibasyon sonunda hiicrelerin zarar gdrmemesi i¢in
petri kabina 2 ml MEM besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus ve hiicreler

santrifiij tiipiine alinmistir. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij isleminden sonra slipernatant
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atilmus, hiicrelerin iizerine 1ml taze besiyeri eklenmistir. lyice pipetaj yapilip homojen

bir hale gelen hiicre siispansiyonu hiicre sayimina hazirlanmis bulunmaktadir.

Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak Neubauer hemositometresinin
kanalina aktarilmig ve lizeri lamel ile kapatilmigtir. Hemositometre de 25 karede sayilan
hiicre sayis1, 1 ml’deki hiicre sayisinin bulunabilmesi i¢in 10 ile ¢arpilmistir. 1,5x10°
hiicre, 75 cm®lik petri kaplarma ekilerek hiicrelerin  pasajlama islemi

gergeklestirilmistir.
3.2.2. Hiicre Dondurma

Hiicre dondurma islemi i¢in santrifiij isleminin tamamlanmasina kadar pasajlama islemi
gerceklestirilmistir. Santrifiij sonrasi atilan siipernatanttan sonra pellete 1 ml dondurma
medyas1 (freezing medya) eklenip iyice pipetaj yapilmistir. Elde edilen homojen
stispansiyon etiketlenen kriyo tlplere eklenerek -80°C’de izopropanolde bekletilmistir.

Ardindan hiicre stoklar1 s1vi azot tankina alinmistir.

3.2.3. Stabil Hiicre Hatt1 Eldesi

Dogal tip ve A13S, AF166, T24A mutasyonlar1 tagtyan BH geni igeren pcDNA3.1
vektorlerini igere plazmit -80 C stoklari LB besiyerinde biiyiitiilmiis ve segilen
kolonilerden plazmit izole edilmesini takiben, klonlama primerleri ile PCR yapilmistir.
1.6 kb BH inserti icerdigi gosterilen plazmitler lipozomal ajan aracili HEK293
hiicrelerine verilmis, 48 saat inkiibasyonu takiben hiicrelere neomisin ile 10-12 gin
antibiyotik secilimi yapilarak pozitif klonlar segilmis, sivi azot stoklari yapilarak

saklanmugtir.

3.2.4. Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu QIAGEN’in QIAprep Spin Miniprep Kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bakteriden elde edilen pellete 250 ul Buffer P1 eklendikten sonra
pipetaj yapilip yeni bir mikrofiij tiipiine aktarilmistir. 250 pl Buffer P2 eklenerek
eppendorf 4-6 kez alt-iist edilerek karistirilmigtir.350 pl Buffer N3 eklenerek eppendorf
4-6 kez alt-iist ederek karigtirllmistir. Oda sicakliginda 10 dakika 13.000 rpm’de
santrifiij yapilmistir. Stpernatant QlAprep spin kolonuna pipet yardimiyla aktariimistir.
30-60 saniye 13.000 rpm’de santrifiij yapilip, alt tarafta kalan faz atilmistir. QIAprep
spin kolonuna 0,5 ml Buffer PB ile 30-60 saniye 13.000 rpm’de santrifiij yapilarak alt
tarafta kalan faz atilmistir. QIAprep spin kolonuna 0,75 ml Buffer PE ile 30-60 saniye
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13.000 rpm’de santrifiij yapilarak alt tarafta kalan faz atilmistir. Yikama soliisyonundan
iyice arindirmak i¢in 1 dakika tekrar santrifiij yapilmigtir ve DNA’nin elde edilmesi i¢in
QIAprep spin kolonu yeni bir 1,5 mI’lik eppendorfa alinmistir. QIAprep spin kolonunun
tam ortasina 20-50 pl Buffer EB ya da su eklenip 1 dakika oda sicakliginda bekledikten
sonra 1 dakika 13.000 rpm’de santrifiij yapilmistir ve bir gece +4°C’de ¢dziinmesi igin
tutulmustur. 1zole edilen plazmit DNA nin, UV-spektrofotometresinde konsantrasyonu

ve saflig1 dl¢lilmiistiir. %0,8’lik agaroz jele 1, 2 pg izole edilen plazmitler yiiklenmistir.

3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Retriksiyon Enzim Kesimi

Dogal tip ve mutant BH (A13S, AF166, T24A) geni iceren pcDNA3.1 plazmitleri kalip
olarak kullanilarak BH geni i¢in kullanilan klonlama primerleri ile PZR
gerceklestirilmistir. PZR tirlinleri her bir mutasyon bolgesindeki kesim enzimi dogal

tip BH gen dizisi ile kiyaslamali olarak retriksiyon enzim kesimine tabi tutulmustur.

3.2.6. Transfeksiyon

Hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kultiirti petrisi icerisine 10x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Hiicrelerin bir gece boyunca hiicre kiiltiirii petrisine yapismalari beklenmistir.
ki ayr1 mikrofiij tiipii icerisine 100 pl hacimde negatif MEM (FBS icermeyen)
konulmustur. Transfeksiyon orani 1:3 ve 1:6 olacak sekilde GH-pcDNA3.1 plazmiti
lipozomal ajan olan FuGENE transfeksiyon ajan1 kullanilmustir. Iki ayrt mikrofijj tiipiine
hazirlanan plazmit ve transfeksiyon ajani 5 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda iki mikrofiij tiipii birlestirilerek 20 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bir gece dnceden
ekimi gergeklestirilmis olan hiicreler iizerine hazirlanan siispansiyon damla damla
olacak sekilde verilmistir. Transfeksiyondan sonraki inkiibasyon siiresi 24 ve 48 saat
olarak gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben 10-12 gin boyunca artan

konsantrasyonlarda (0-1000 ng/ml) Neomisin uygulamasi gergeklestirilmistir.

3.2.7. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Trizol yontemi ile gergeklestirilmistir. BH ve 18S rRNA genlerinin
transkripsiyonel anlatimlarinin irdelenmesi i¢in dogal tip BH ve BH T-24A, A13S ve
AF166 HEK293 hiicreleri 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 3x10° hiicre olacak
sekilde ekilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapigsmasi beklendikten sonra direkt

total RNA Trizol ajani ile gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler kaziyici
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yardimiyla kaldirilarak, hiicre pelletine 1 ml trizol ajan1 eklenip pipetaj yapilmistir. 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1 ml trizol ajani i¢in 200 pl kloroform
eklenerek eppendorf alt iist edilmistir. Ornekler 12.000 g +4°C’de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Ust sivi faz yeni 1.5’luk eppendorfa alinarak iizerine 500 pl
izopropanol eklenip tip alt-iist edildikten sonra oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edilmistir. Ornekler 12.000 xg +4 °C’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra iist faz
atilip lizerine 1 ml %75 etanol eklenmistir. Ornekler 7500xg +4°C’de 5 dakika
santrifiijlendikten sonra siipernatant atilip tiipler 5-10 dakika kurumaya birakilmistir.
20-50 pl RNase free water eklenip 55-60°C°de 10-15 dakika inkiibe edilmistir. Izole
edilen RNA’lar %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendikten sonra iScript cDNA
sentez kiti kullanilarak cDNA’ya cevrilmistir.

3.2.8. GH Eliza

HEK?293, BH+, T-24A, A13S ve AF166 hiicre hatlarinda GH salimmmini belirlemek
amaciyla ELIZA teknigi (ab190811-Growth Hormone (GH) Human SimpleStep ELIZA
kit, Abcam) kullanilmistir. HEK293, BH+, T-24A, A13S ve AF166 hiicreleri 7x10°
hiicre olacak sekilde 60 mm'lik hiicre kiiltiirii petrisine ekim islemi yapilmistir. Bir gece
boyunca hiicrelerin yapismasi beklenmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra besiyerleri
alinarak ultrasantrifiij tiiptinden (Amicon 10K Ultra-15 CentrifugalFilter Units)
gegirildikten sonra elde edilen 200 pl hacminde 6rnek kullanilmistir. GH antikoru
immobilize edilmis 96 kuyucuklu petri kab1 igerisine sirasiyla 250, 125, 62.5,31.3, 15.6,
7.8, 3.9 pg/mL olacak sekilde standartlar ve 50 ul 6rnek eklendikten sonra 50 pl antikor
kokteyl eklenerek 400 rpm’de oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 3 kez yikama tamponu soliisyonuyla her bir kuyu yikanmstir.
Yikama sonrasinda her bir kuyuya 100 ul TMB substrat soliisyonu eklenmistir ve 10
dakika karanlikta 400 rpm’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda substrat soliisyonu
tizerine STOP soliisyonu eklendikten sonra 1 dakika boyunca 400 rpm’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 450 nm OD degerleri ol¢iilmiistiir. BOylece
konsantrasyonu bilinen standart degerlerinin absorbans degerleriyle birlikte
konsantrasyon/absorbans grafigi olusturulmustur. Bu grafigin egim esitligi kullanilarak

absorbans degerleri bilinen 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.
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3.2.9. Iimmunofloresan

HEK?293, BH+, T-24A, A13S ve AF166 hiicreleri 35 mm’lik petrilere 5x10% hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicrelerin yapigsmasi beklendikten sonra hiicrelerin
medyasi atilmistir ve 3 kere 1xPBS ile yikama islemi yapilmistir. Hiicrelerin Gzerine 1
ml soguk metanol eklenip 10 dakika inkiibe edilmistir. Metanol atilip kurumaya
birakilmistir. Hiicrelere 3 kere 1xPBS ile yikama islemi uygulanmistir. 1 ml Triton X-
100 soliisyonu eklenip 10 dakika bekletilmis ve tekrardan 3 kere 1xPBS ile yikama
islemi gerceklestirilmistir. Hiicrelerden 1xPBS uzaklastirilip 3 kere 500 pul PBB
soliisyonu ile yikama islemi yapilmistir. PBB soliisyonu uzaklastirilip 1 ml block
soliisyonu ile oda sicakliginda 10-15 rpm’de calkalayicida 45-60 dakika inkibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 3 kere 500 pl PBB soliisyonu ile yikama islemi
yapilmistir. Hazirlanan primer petrinin iizerini kaplayacak sekilde eklenip petrinin tizeri
gergin bir sekilde 1slak filtre kagidi ile kapatilip tizeri folyo ile kaplanmistir ve +4°C’de
10-15 rpm ¢alkalayicida gece boyu inkiibe edilmistir. 3 kere 500 pl PBB soliisyonu ile
yikama islemi gergeklestirilmistir. Hazirlanan sekonder petrinin Uzerini kaplayacak
sekilde eklenip petrinin {izeri gergin bir sekilde 1slak filtre kagidi ile kapatilip tizeri folyo
ile kaplanmistir ve +4°C’de 10-15 rpm ¢alkalayicida 60-90 dakika inkiibe edilmistir. 3
kere 500 pl PBB soliisyonu ile yikama islemi gergeklestirilmistir. PBB solusyonu
igerisine DAPI hazirlanip petrideki hiicrelere uygulanarak 10-15 rpm ¢alkalayicida 15
dakika inkibe edildikten sonra floresan mikroskobunda ¢ekim islemleri yapilmistir.
Cekim bitisi sonrasi petri igerisine 1 ml PBS soliisyonu eklenip iizeri gergin bir sekilde
1islak filtre kagidi ile kapatilip tizeri folyo ile kaplanmistir ve +4°C’de kullanim

ithtiyacina kadar depolanmugtir.

3.2.10. pGL-STATS5 Plazmit Aracilh Lusiferaz Deneyi

HEK?293, BH+, T-24A, A13S ve AF166 hiicreleri BH protein anlatiminin biyolojik
aktivitesinin belirlenmesi icin STAT-5 baglanma bolgesi iceren lusiferaz pGL plazmiti
(Danigsman hocanin doktora tezinde kullanilmistir) Fugene HD lipozomal ajan yardin
ile 1:3 oraninda transfekte edilmistir. 48 saat transfeksiyonu takiben hicreler luciferase
Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega; E1910) kitindeki 1X hiicre
Oziitleme tamponu ile muamele edilmistir. Luminol ajan ile muamele edilen hiicreler
Fluoro/LuminoScan cihazi yardimi ile luminometrik 6l¢iim gerceklestirilmistir. BH

anlatimi yapmayan HEK293 hiicrelerine kiyasla dogal tip (BH+) ve T-24A, Al13S,
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AF166 hiicrelerindeki lusiferaz 1s1mas1 bagil olarak hesaplanmis ve grafik cizilerek

kiyaslamal1 BH biyolojik aktivitesi {izerinde mutasyonlarin etkisi irdelenmistir.

3.2.11. MTT Hiicre Canlihginin Belirlenmesi

HEK293, BH+, T-24A, A13S ve AF166 hucreleri 96 kuyucuklu petrinin her
kuyucugunda 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmis ve 24 saat boyunca hiicrelerin
yapismasi i¢in inkiibe edilmistir. Her kuyucuga 10 pl MTT ayiraci eklenerek hiicreler 4
saat boyunca etiivde bekletilmistir. MTT (Metiltiazol difeniltetrazolyum bromiir)
eklenmis olan besiyeri ¢ekildikten sonra her kuyucuga 100 pl olacak sekilde DMSO
eklenmistir. Karanlikta 5 dakika bekletilmistir. Mikroplaka ELIZA okuyucuda, ikili
dalga boyunda 570 nm ve 655 nm’de absorbans 6l¢limii yapilmistir.

3.2.12. Hiicre Sag Kalim Analizi

HEK?293, BH+, T-24A, A13S ve AF166 hiicrelerinde sagkalim analizi yapilmistir. 6
kuyucuklu petrinin her kuyucugunda 5x10% hiicre olacak sekilde ekim yapilmis ve
hiicrelerin yapigmasi i¢in 37°C de bir gece inkiibe edilmistir. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat
sonunda tripsin ile toplanarak 2000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij ile
coktiiriilmistiir. Elde edilen hiicre stspansiyonundan 50 ul alinarak ve 50 pl Tripan

mavisi boyast ile karistirilarak hemositometre yardimai ile hiicre sayimi yapilmustir.

3.2.13. Floresans Boyamalar

3.2.13.1. MitoTracker Boyama

HEK?293, BH+, T-24A, A13S ve AF166 hiicrelerinin zamana bagli BH anlatim profiline
gore hiicre canlilig1 ve hiicre biiylimesi lizerine etkisinin belirlenmesi i¢in mitotracker
boyamas1 gerceklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 50x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. 24-48 saat inkiibasyonu sonrasi her bir kuyucuga 100 nM
mitoTracker (ana stok:1 mM) 15 dakika boyunca uygulanarak floresan mikroskobunda

yesil filtre ile goriintiiler ¢ekilmistir.

3.2.13.2. 4" 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama
HEK293, BH+, T-24A, A13S ve AF166 hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimii {izerine
etkisini belirlemek amaciyla DAPI boyama gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben

her bir kuyucuga 1pl/ml DAPI boyasi 15 dakika uygulanmistir.
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3.2.13.3. 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOC6) Boyama

HEK293, BH+, T-24A, A13S ve AF166 hiicre canlilig1 {izerine etkisini belirlemek
amaciyla DiOC6 boyama gergeklestirilmistir. 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirli petrisine
50x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 1
nM DiOC6 (ana stok: 4 mM) 15 dakika boyunca uygulanarak floresan mikroskobunda

mavi filtre ile ¢ekilerek canli hiicreler belirlenmistir.

3.2.13.4. Revers Transkriptaz PZR (RT-PZR) Analizleri

cDNA’larin spektral analizleri yapildiktan sonra asagidaki genlere ait primerler ve 18S
rRNA PZR primerleri ile ExPrime Taq Polimeraz kullanilarak PZR
gerceklestirilmistir.  PZR drlinleri  %2°lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra
transluminatorde BH mRNA profilleri goriintilenmistir. RT-PZR analizi igin
kullanilan primerlerin dizileri ve optimum baglanma sicakliklar1 Tablo 5°de

verilmistir.

Tablo 4: RT-PCR’da kullanilan primerlerin optimum baglanma sicakliklari. Forward: F, Reverse: R

Primer Primer Dizileri Baglanma
Sicaklhigi (-C)
F:GCGGAGATTGGGAACCAGCTGTA 65

MMP-9 | R:GACGCGCCTGTGTACACCCACA

F: GGCTGGTCAGTGGCTTGGGGTA
MMP-2 R: AGATCTTCTTCTTCAAGGACCGGTT
F: ACCATGGCCCCCTTTGAGCCCCTG
TIMP-1 R: 65
TCAGGCTATCTGGGACCGCAGGGA
F: ATTGGAGCCTTGCCTTGCTG

51

VEGF R: CACGTCTGCGGATCTTGTAC 65
F: GCTCTTCCCCGTGTTACTCC
oDC R: GGCAATCCGCAAAACCAACTT 55

F:CCGACACCCTCCAACAGGGA
GH R:CCTTGTCCATGTCCTTCCTG 65

F: CTACCACATCCAAGGAAGGCA
18S R: TTTTTCGTCACTACCTCCCCG 55
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3.2.14. Yar1 Yumusak Agar Yontemi

HEK?293, BH+, T-24A, A13S ve AF166 hiicrelerinde 3 boyutlu ortam igerisinde koloni
olusumu lizerine etkisini belirlemek amaciyla yar1 yumusak agar teknigi kullanilmistir.
6 kuyucuklu hicre kiltart petrisine %0,5'lik agar ve %20 FBS iceren besiyeri 1:1
oranda hazirlanarak dokiilmiistiir. Agar donduktan sonra 3x10* hiicre, % 0,3'liik agar ve
medya ile alt agarin iizerine ekim yapilmistir. 10-15 giin inkiibasyon sonrasinda koloni

caplari 151k mikroskobu ve DiOC6 boyama ile belirlenmistir.

3.2.15. Koloni Olusumunun Kristal Viyole ile Gosterilmesi

6 kuyucuklu hiicre kiiltirii petrisine 5x102 hiicre olacak sekilde dogal tip BH ile mutant
BH (T-24A, A13S ve AF166) stabil anlatimi yapan HEK23 hiicreleri ekilmistir.
Inkiibasyon sonunda her bir kuyucukta bulunan besiyeri normal besiyeri ile
degistirilmistir. Hiicreler 10-15 giin boyunca biiyiimeye birakildiktan sonra 1X PBS ile
yikama islemi ger¢eklestirilmistir. 3 ml %100 methanol, 1 ml asetik asit ile 5 dakika
inkiibe edilmistir. Kristal viole ytizeyi saracak miktarda eklenip 20 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. 20 dakika sonunda distile su ile yikanarak boya

uzaklastirilmistir.

3.2.16. miRNA izolasyonu ve qRT-PZR

miRNA izolasyonu QIAGEN’in miRNeasy Mini Kiti kullanilarak gerceklestirilmistir.
Dogal tip BH ile mutant BH (T-24A, A13S ve AF166) anlatim1 yapan HEK293 hiicreleri
60 mm’lik petrilere 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmstir. Hiicrelerin yapismasi
beklendikten sonra hiicreler 1X PBS ile kazima islemi yapilip petriden toplanarak 2
dakika 13200 rpm’de santrifiij islemi gergeklestirilerek c¢oktiiriilmiistiir. Bu islem
petrideki tiim hiicreler toplanip ¢oktiiriilene kadar tekrarlanmistir. Coken hiicrelere 700
ul QIAzol Lizis reagent eklenip pipetaj yapilarak hiicreler homojenize hale getirilmistir.
Oda sicakliginda (15-25°C) 5 dakika inkiibasyona birakilmigtir. 140 pl kloroform
eklenerek 15 saniye tiipler alt tist edilerek faz olusumu saglanmistir ve 2- 3 dakika oda
sicakliginda (15-25°C) inkiibe edilmistir. 15 dakika 12000xg 4 °C’de santrifiij edilerek
iist faz yeni 1,5 ml’lik eppendorfa almmistir. Ust faz iizerine 525 ul %100 etanol
eklenerek pipetaj yapilmistir. RNeasy Mini 2 ml’lik tiiplere alinarak 8000xg 15 saniye
oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Alt faz atilarak RNeasy mini tiiplerin igerisine 700

pul RWT soliisyonu eklenerek 15 saniye 8000xg’de santrifiij edilmistir. Alt faz dokilerek
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tiiplere 500 pul RPE soliisyonu eklenmistir ve 15 saniye 8000xg’de santrifilij edilmistir.
Bu adim tekrarlanarak tiipler 8000xg 2 dakika santrifiij edilmistir. RNeasy mini ttpler
yeni 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir. 30 ul RNase-free water eklenerek
8000xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Izole edilen miRNA’larin konsantrasyonu
nanodropta dl¢lilmiis ve Qiagen RT-PZR kit araciligi ile U6 RNA universal primer ile
gRT-PZR gerceklestirilmistir.

3.2.17. miRNA cDNA Doniistiiriilmesi

miRNA’lar miScript II RT Kiti kullanilarak cDNA’ya ¢evrilmistir.

3.2.18. Protein izolasyonu

Dogal tip BH ile mutant BH (T-24A, A13S ve AF166) anlatim1 yapan HEK293 hiicreleri
60 mm’ lik petrilere 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. Hiicrelerin yapismasi
beklendikten sonra hiicreler 1X PBS ile kazima islemi yapilarak petriden toplanarak 2
dakika 13200 rpm’de santrifiij islemi gergeklestirilerek c¢oktiiriilmiistiir. Bu islem
petrideki tiim hiicreler toplanip ¢oktiiriilene kadar tekrarlanmistir. Santriftj ile gokmesi
saglanan hiicrelere lizis tamponu ilave edilmistir. Orneklerin oda sicakliginda
calkalayicida 15 dakika boyunca inkiibasyonu gerceklestirildikten sonra 15 dk 16000
rpm’ de +4 °C’ de santrifiij yapilmus, iist faz yeni eppendorf tiipline alinarak -80 °C’ de

muhafaza edilmistir.

3.2.19. Bradford Protein Miktar Tayini

Izole edilen proteinlerin miktar1 Bradford yontemi ile belirlenmistir. 1,5 pg/ml
konsantrasyona sahip Bovine Serum Albumin (BSA), artan miktarlarda kullanilarak
standart egri olusturulmustur. 96 kuyucuklu petriler kullanilarak her 6rnekten 1 pl
konulmus, tizerine 200 pl Bradford soliisyonu ilave edilmis ve 5 dakika karanlikta
bekletilmistir. Ornekler mikroplaka okuyucuda 595 nm’ de okunmustur. Cikan

absorbans degerleri kullanarak protein konsantrasyonlari belirlenmistir.
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3.2.20. immunoblotlama Yéntemi

Proteinlerin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE’de Y Uruttlmesi

Immunoblotlama yéntemi igin 50 pg protein ile Laemli tamponu (5X) 1:4 oranda
karistirillarak 95°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. %4 ylikleme ve %12-%15’1lik
ayirma SDS-PAGE hazirlanarak, sistemde ilk kuyuda protein belirteci olacak sekilde
proteinler jele yuklenmistir. Jel yiiriitme tamponu igerisinde yaklasik 3 saat boyunca 70-
80 V’de yiiriitiilmiistiir.

Membrana Transfer ve Bloklama

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra yiikkleme jeli kesilerek ortamdan
uzaklastirilmigtir. Ayirma jeli biiylikliigiinde poliviniliden fluorid (PVDF) membran
metanol ile aktif hale getirildikten sonra jelin altina koyulmustur. Membranin altina ve
jelin iistiine transfer tamponu ile 1slatilmis filtre kagitlar1 olacak sekilde hazirlanan bu
sistem transfer kasetine yerlestirilmistir. 2,5 miliamper, 25 voltta transferler
gerceklestirilmistir. Biiyiik kilodalton proteinler 5-9 dakika arasi, kii¢lik kilodalton
proteinler ise 2,5-4 dakika arasinda olacak sekilde transferler yapilmistir. Transfer
islemi sonunda membranlar %5’lik yagsiz siit (%0,1 Tween20 igeren 1X TBS)
icerisinde 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilerek bloklama islemi
gerceklestirilmistir.

Primer ve Sekonder Antikor Isaretlemeleri ve Bantlarin Goriintiilenmesi

Siit tozu igerisinden alinan membranlar, 1X TBS-Tween ile 5 dakika olmak Uzere 3 kez
yikandiktan sonra, primer antikorlarla gece boyu +4°C sicaklikta bekletilmislerdir.
Birincil antikorlar %5°’lik yagsiz siit tozu (%0,1 Tween20 iceren 1X TBS) i¢inde asagida
belirlenen dilisyonlarda uygulanmislardir: B-aktin, STAT1, STAT3, STATS5 (Try694),
N-kaderin, E-kaderin, Snail, Slug, Vimentin, Bcl-2, B-katenin, c-Jun, p-c-Jun, c-Myc,
JNK, p-JNK, GAPDH (CST, poliklonal anti tavsan). Her bir antikor super block T-20
cozeltisi ile (Pierce) 1:250-1:1000 araliginda g¢alisilmistir. HRP-konjuge sekonder
antikorlar 1:3000 araliginda ¢alisilmistir (CST).

Primer antikorlarin uygulanmasini takiben membranlar 10’ar dakika boyunca oda
sicakliginda 3 kez TBS-Tween ile yikanmistir. Yikama sonunda, membranlar anti-
tavsan ve anti-fare ikincil antikorlar (1:3000) ile gece boyu +4°C sicaklikta
bekletilmistir. Ikincil antikor uygulamasinin ardindan, 10’ar dakikalik 3 TBS-Tween ve
5 dakikalik TBS yikamasi sonrasinda, ornekler kemiluminisans tampon (A ve B

¢ozeltilerinin  1:1 karisimi) ile 2 dakika muamele edilmisti. Membranlar
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kemiluminisans tamponu ile bekletildikten sonra, transluminatér aletinde

goriintiilenmistir.

3.2.21. Poliamin Miktarlarimin Yiiksek Basin¢h Sivi Kromotografisi (HPLC) ile
Tayini

Dogal tip BH ile mutant BH (T-24A, A13S ve AF166) anlatimi yapan HEK293 hiicreleri
60 mm’ lik petrilere 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicrelerin yapismasi
beklendikten sonra hicrelerin medyas: atilarak 2 kez 1xPBS ile yikama yapilip
hiicrelerin 6rnege uygun santrifiij yapilarak ¢Oktlrilmesi ile hicre pelleti elde
edilmistir. Pelletin lizerine 1 ml 1xPBS koyularak homojenizasyon gergeklestirilmistir.
100 pl TCA (trikloroasetik asit) eklenip tiip alt-list edilmistir. 13200 rpm’de 20 dakika
santrifiij gerceklestirilmistir. Ust faz yeni eppendorfa almarak 500 pl’si cam tiiplere
aktarilmistir. Her 6rnegin tizerine 1 ml 2M NaOH c¢ozeltisi eklendikten sonra 6rnegi
dagitmadan {ist kismina 10 pl Benzoil klorid eklenmistir. Tamamen seffaf olana kadar
3-5 dakika vorteks ile karistirilmasi takiben 20-30 dakika karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Orneklerin Gizerine 2 ml 5 M NaCl eklendikten sonra 2 ml dietileter
eklenmistir. Ornekler yeterince karisana kadar 1-2 dakika vortekslendikten sonra st faz
1 ml olacak sekilde HPLC tiiplerine aktarilmistir. Oda 1s1sinda gece boyu c¢eker ocakta
dietileterin u¢masi i¢in birakilmistir ve Orneklerin iizerlerine 200 pl %60 metanol

eklenerek HPLC cihazinda yiiriitiilmiistiir.

3.2.22. Anti-miR-27a Transfeksiyonu

HEK293, BH+, T-24A, A13S ve AF166 hiicreleri 60 mm’ lik petrilere 1x10° hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicrelerin bir gece boyunca yapismasi beklendikten
sonra hiperfect ajan1 ile 50 nM anti-miR27a ve miRNA mimic transfeksiyonu

gergeklestirilmistir.

3.2.23. istatistiksel Analiz

Tiim tez boyunca gergeklestirilen MTT hiicre canlilik testi, asili damla modeli analizi,
HPLC ile PA analizi, qRT-PCR ile miRNA profil belirleme gibi deneylerden elde edilen
sayisal veriler GraphPad Prism 6 kullanilarak grafik haline doniistiiriilmiis ve
istatistiksel olarak analizleri bu program sayesinde gerceklestirilmistir. Istatistiksel
analiz olarak Iki ydnli ANOVA Bonforreni testi kullanilarak analiz sonuglari
gerceklestirilmis ve istatistiksel olarak anlamlilik degeri olarak “p degeri”

kullanmilmistir. p degerleri sirasiyla *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 olarak
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verilmistir. MTT hiicre canlilig1 analizi ii¢ kez, asili damla modeli ve yar1 akigkan agar
deneyi ise iki kez tekrarlanan deney ortalamasina gore belirlenmistir. Tim
immiinoblotlama sonuglari en az iki kez tekrarlanmis ve bant yogunluklarini hesaplamk

icin Image J programi uygulanmastir.
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BOLUM IV.SONUCLAR

IBHE sendromlu ¢ocuklarda tespit edilen BH genindeki mutasyonlardan A13S, AF166
ve T24A amino asit doniigiimlerini igeren BH geni insert edilmis pcDNA3.1
plazmitleri (Danismanin Doktora tezi esnasinda klonlanmustir) igeren E.coli HB101
transformantlar1 -80 C’den ag¢ilmis, 5 ml LB ortaminda biiyiitiilmiis ve alkali lizis ile
plazmit izole edilmistir. 5428 bg biiylikliigiindeki bos pcDNA3.1 plazmit ve 1.5 kb
uzunlugundaki dogal tip BH ile mutant BH (T-24A, A13S ve AF166) geni iceren
plazmitler 6955 b¢ uzunlugunda olarak %1°lik agaroz jelde goriintiilenmistir. Boylece
-80 C acilan bakterilerden izole edilen bos vektor ve dogal tip BH ile mutant BH (T-
24A, A13S ve AF166) geni iceren pcDNA3.1 plazmitlerinin BH gen insert uzunluguna
bagli olarak varliklar1 gosterilmistir (Sekil 15).

Sekil 15. BH A13S, AF166, T24A ve dogal tip GH geni iceren pcDNA3.1 plazmitleri ile
pcDNA3.1 bos vektoriin agaroz jelde goriintiilenmesi.

Dogal tip BH ile mutant BH (T-24A, A13S ve AF166) geni iceren pcDNA3.1
plazmitlerinin BH gen inserti girdigi agaroz jelde uzunluga bagl gosterilmesini
takiben, BH gen klonlama primerler ile PZR gerceklestirilmistir. PZR 6rnekleri %2’lik
agaroz jelde yuritiildiikten sonra goriintiilenmistir. Agaroz jel goriintiisiine gore dogal
tip BH ile mutant BH (T-24A, A13S ve AF166) geni igeren pcDNA3.1 plazmitlerinde
1.6 kb BH gen insertinin oldugu gosterilmistir. Negatif kontrol olarak 6n goriilen
pcDNA3.1 plazmitinde BH gen inserti olmadigi i¢in herhangi bant profiline
rastlanilmamistir (Sekil 16).
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Sekil 16. BH genin BH A13S, AF166, T24A ve dogal tip BH geni iceren pcDNA3.1
plazmitlerindeki PCR sonucu.

Yukarida BH gen insert aldigi gosterilen plazmitler HEK293 hucrelerine lipozomal
ajan aracili transfekte edilmis, neomisin ile 10-12 glin secilimi takiben pozitif klonlar
secilmigtir. Secilen klonlarda BH anlatiminin transkripsiyonel ve translasyonel
profilinin irdelenmesi igin BH genine 6zgii primerler ve primer antikor kullanilarak
siras1 ile QRT-PZR ve immiinoblotlama teknigi gergeklestirilmistir. PZR sonuglarina
gére hem mutant hem de dogal tip BH anlatimi yapan HEK?293 hiicrelerinde BH
mRNA anlatiminin oldugu anlatiminin oldugu tespit edilmistir. Bu etkinin 6zellikle 48
saat zaman zarfinda dogal tip BH anlatimi1 yapan HEK293 hiicrelerinde daha belirgin
oldugu gosterilmistir. Ayrica A13S, AF166 ve T-24A BH stabil anlatimi yapan
HEK293 hiicrelerinde BH mRNA anlatimlarinin dogal tip BH sentez yapan hiicrelere
ile kiyaslandiginda daha diisiik transkripsiyonel anlatiminin oldugu gosterilmistir. RT-
PCR takiben immunoblotlama ile BH translasyonel anlatiminin en belirgin olarak 48
saat i¢cinde gergeklestigi tespit edilmistir. Ayrica dogal tip BH kiyasla A13S, F166 Del
ve T24A daha diisik BH anlatimi yaptigi 48 saat hiicre protein lizatlarinda
gosterilmistir. Ozellikle T24A mutant BH anlatim1 yapan HEK293 hiicrelerinde BH
anlatiminin diger mutantlara kiyasla en diisiik oldugu gosterilmistir. HEK293 GH-
hiicrelerinde ise ¢ok diisiikte olsa 48 saat protein lizatlarinda GH anlatimi varlig
immunoblotlama ile tespit edilse de bunun antikorun (GH antibody (C-3): SC-166696
santa cruz) baglanma etkinligi ile iligkili oldugu ve diger BH gen ailesi iiyelerinede

0zgu olmasi kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir (Sekil 17).
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Sekil 17. A. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre
hatlarinda BH anlatimimin RT-PZR ile gosterilmesi. B. HEK293 BH-, BH+ dogal tip,
AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre hatlarinda BH anlatiminin immiinoblotlama
yontemi ile gosterilmesi.

BH dogal tip ve mutant A13S, AF166, T-24A BH stabil olarak anlatim1 yapan HEK293
hiicrelerinde zamana bagli (24-48 saat) olarak BH anlatim profili immunofloresans (IF)
deneyi ile gerceklestirilmistir. HEK293 BH- hiicrelere kiyasla dogal tip BH anlatiminin
varlig1 BH 6zgii antikor ile IF deneyi ile hem 24 hem de 48 saat i¢in gerceklestirilmistir.
Mutasyonlar kiyaslandiginda ise AF166 mutant BH olan HEK293 hiicrelerinde diger
mutasyonlara ve dogal tip BH kiyasla IF isaretlemenin diisiik oldugu gosterilmistir.
Ancak T-24A mutasyonu tagtyan HEK293 hiicrelerinde zamana bagli olarak BH
anlatiminin arttig1 gosterilmistir (Sekil 18).

Isik mikroskobu Anti-GH DARL Anti-GHeDAPL Anti-GH+DAPI Iy|k mikroskobu Anti-GH Anti-GH+DAPI Anti.GH+DAPI
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Sekil 18. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre hatlarinda
24-48 saat icinde BH anlatiminin immunofloresan ile gésterilmesi.
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Hiicre i¢in transkripsiyonel ve translasyonel BH anlatim profillerinin belirlenmesini
takiben dogal tip BH+ ve mutant BH (A13S, AF166 ve T-24A) anlatimi yapan
HEK?293 hiicrelerinin besi yerine salgiladigi BH miktar1 BH ELIZA kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. ELIZA sonucuna gore dogal tip BH+ HEK?293 hicrelerinin besi
yerine 48 saat iginde 3.6 pg/ml BH salgiladig1 tespit edilmistir. Ayrica A13S, AF166
ve T-24A BH stabil anlatimi1 yapan HEK293 hiicrelerinde 48 saat iginde hiicrelerin
besi yerine salgiladigt BH miktar1 siras1 ile 1.8, 1.5 ve 2.4 pg/ml olarak tespit
edilmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan HEK293 BH- hiicrelerinde besi yerine
salinan BH miktar1 48 saatte 0.4 pg/ml olarak BH ELIZA ile tespit edilmistir (Sekil
19).
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Sekil 19. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre hatlarinda
besiyerine salinan BH miktarmin ELIZA yontemi ile gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01,
****n<0.001).

Besi yerine BH salgilandigi tespit edilmesini takiben hiicrelerde JAK/STAT sinyalinin
aktif oldugunun gosterilmesi i¢cin pGL-STATS plazmit aracili lusiferaz deneyi ile
STAT], STAT3, 5 immunoblotlama gerceklestirilmistir. Lusiferaz deneyine gore besi
yerine salinan BH’nun biyolojik olarak aktif oldugu STATS baglanma bolgesi olan
lusiferaz reportir1 transfeksiyonu kaynakli olarak luminimetrik ol¢iim ile tespit
edilmisgtir. HEK293 hiicrelerinde STAT5 baglanma profili 2.3 kat, dogal tip BH
anlatimi1 yapan HEK293 hiicrelerinde ise 5.6 kat oldugu tespit edilmistir. Ayrica
STAT-5 biyolojik aktivitesinin A13S, AF166, T-24A BH mutant protein anlatimi
yapan HEK293 hiicrelerinde STAT-5 aktivitesi 2.9, 0.9 ve 1.8 kat olarak sirasiyla
gosterilmigstir. Negatif kontrol olarak hiicre lizatlarinin ¢oziindiigi 1XPBS tercih
edilmistir ve bunun lusiferaz 151ma oram 1 kat oldugu gésterilmistir. Immunoblotlama
ile STATI, 3, 5 anlatim profillerinin BH- olan HEK293 ve mutant BH eksprese eden
HEK?293 hiicrelerine kiyasla en fazla dogal tip BH anlatim1 yapan HEK293
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hiicrelerinin oldugu gosterilmistir. Ayrica mutasyonlar kendi aralarinda irdelendigi
zaman A13S HEK293 hiicrelerinde STAT3 anlatiminin AF166 ve T24A kiyasla ¢ok
daha diistik oldugu tespit edilmistir. STATS anlatim profili ise en diisiik olarak T24A
BH mutant HEK293 hiicrelerinde oldugu gosterilmistir (Sekil 20).

Sekil 20. A. STATS3, 1, Slug anlatiminin RT-PCR, B. Iimmunoblotlama ile gosterilmesi,
C. pGL_STATS plazmiti aracihi lusiferaz deneyi ile STATS biyolojik aktivite profilinin
HEK?293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre hatlarinda
gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001).

Zamana baglhh BH anlatimimin HEK?293 hiicrelerinde hiicre canliligi, boliinmesi
tizerine etkisi MTT hiicre canlilik deneyi ve tripan mavisi boyamasi ile gosterilmistir.
MTT sonucuna bakildiginda HEK293 dogal tip hiicreler BH anlatimindan yoksun
HEK293 hucrelerine kiyasla 24 saat zaman zarfinda hiicre canliliginda %18 artis
oldugu tespit edilmistir. Dogal tip BH ile A13S, AF166 ve T-24A mutant BH sinyali
olan HEK293 hiicreleri kiyaslandiginda hiicre canlilifinda mutant HEK293
hiicrelerinin hiicre proliferasyonuna bagli BH- sinyalinden yoksun HEK293 hiicreler
gibi davrandigi tespit edilmistir. HEK293 dogal tip hiicreler BH anlatimindan yoksun
HEK?293 hiicrelerine kiyasla 48 saat zaman zarfinda hiicre canliliginda %22 artis
oldugu tespit edilmistir. Ayni etki dogal tip BH ile A13S, AF166 ve T-24A mutant BH
sinyali olan HEK293 hiicreleri kiyaslandiginda da hiicre canliliginda mutant HEK293
hicrelerinin BH- sinyalinden yoksun HEK293 hiicreler gibi davranildigi tespit
edilmistir (Sekil 21A). Aktif BH sinyalinin hicre bolinmesi Uzerine etkisinin

gosterilmesi i¢in tripan mavisi boyamasi teknigi uygulanmistir. Bu teknige gore aktif
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BH sinyalinin (dogal tip BH HEK293 hiicrelerinde) BH- yoksun HEK?293 hiicrelerine
kiyasla zamana bagli olarak belirgin bir sekilde hiicre boliinmesini tetikledigi tespit
edilmistir. BH sinyalinin hiicre biiylimesi {izerine indiikleyici etkisi belirgin olarak 24
saat sonrasi oldugu tespit edilmistir. Ayrica aktif BH sinyali ile A13S, AF166, T24A
BH stabil anlatim1 yapan HEK293 hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun dogal tip BH
sinyaline kiyasla daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil 21B).
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Sekil 21. Dogal tip, A13S, AF166, T24A BH stabil anlatimi yapan HEK293 hiicrelerinde
A. Zamana bagh hiicre canhihigimin MTT testi ile gosterilmesi, B. Blylume egrisinin
tripan mavisi boyamasi ile gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001).

Aktif BH sinyalinin, BH olmayan hiicrelere kiyasla koloni olusumu tlizerine etkisi hem
yar1 akigkan agar yontemi hem de kristal viole koloni olusum deneyi ile gosterilmistir.
Kristal viole koloni olusumu sonucuna gore; dogal tip BH anlatim1 yapan hiicrelerde
BH sinyali yoksun hicrelere kiyasla koloni ¢apinin 418 pum ¢iktig tespit edilmistir.
Ayrica A13S, AF166, T-24A mutant BH anlatimi yapan hiicrelerin koloni ¢aplari ise
siras1 ile 325,437,345 pm olarak BH sinyali olmayan hiicrelere yakin olarak tespit
edilmistir (Sekil 22A). Yar akiskan agar deneyine gore; BH’dan yoksun HEK293
hucrelerinde koloni ¢apinin 101 pM oldugu, aktif BH sinyali olan HEK293
hlcrelerinde ise koloni ¢apinin 174 uM’a arttig1 tespit edilmistir. AF166, A13S, T-
24 A mutant BH sinyali olan HEK293 hiicrelerinde ise koloni ¢aplari sirasiyla 151 pM,
134 uM ve 138 uM olarak gosterilmistir. Bu iki deney sonucuna gore, dogal tip BH
sinyalinin hucrelerde hiicre bdliinmesi, proliferasyon yaninda koloni ¢apini
indiikledigi HEK293 hiicrelerinde gosterilmistir. Ayrica AF166, A13S, T-24A
mutasyonlariin BH sinyaline ket vurarak koloni olusumu iizerinde dogal tip BH

sinyaline kiyasla daha az indiiklendigi gosterilmistir (Sekil 22B).
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Sekil 22. A. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil huicre
hatlarinda A. Koloni olusumunun Kkristal viyole ile gosterilmesi, B. Yar1 yumusak agar
yontemi ile koloni ¢aplarmmin gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001).

BH dogal tip ve mutant A13S, AF166, T-24A BH stabil olarak anlatim1 yapan HEK293
hiicrelerinde aktif BH sinyalinin zamana bagli olarak hiicre canlilig1 ve mitokondriyel
membran potansiyeli (MMP) Uizerine tetikleyici etkisini gosterebilmek icin DiOC6 ve
mitotracker floresan boyamalar1 gerceklestirilmis ve DAPI ile c¢ekirdekler
isaretlenmistir. Sonuglara gore otokrin BH salinimi yapan HEK293 hiicreleri, BH
sinyalinden yoksun HEK293 hiicrelerine kiyasla hiicre canliligt ve MMP
potansiyelinin belirgin olarak arttigi gosterilmistir. Ayrica otokrin biyolojik olarak
aktif BH sinyaline sahip hiicrelere kiyasla A13S, AF166, T-24A mutant BH sinyal
anlatim1 olan HEK293 hiicrelerinin MMP potansiyelinin otokrin BH sinyali kaynakli
proliferasyon indiikleyici etkisine bagli olarak daha az hiicre sayisi kaynakl

etkinliginin azaldig1 gosterilmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. HEK293 BH BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T- 24A stabil hiicre hatlarinda
hiicre canlihg ve mltokondrl membran potansiyeli iizerine mutasyonlarin etkisinin 48
saat zaman zarfinda Mitotracker/DAPI ve DiOC6 boyamasi ile gosterilmesi.

Literatiirdeki bilgiler 15181inda EMT hiicre invazyon-metaztatik profilinde rol aldiginin
bilinmesi nedeni ile aktif BH sinyalinin ve A13S, AF166 ve T-24A mutant BH sinyali
olan hiicrelerdeki EMT markirlarin profili RT-PZR deneyi ile gerceklestirilmigtir. RT-
PZR sonuglarina gore 24 saat zaman zarfinda dogal tip BH sinyaline sahip olan
HEK?293 hiicreleri ile BH sinyaline sahip olmayan HEK293 hiicreleri kiyaslandiginda
Vimentin, VEGF, Snail, Slug, MMP2 anlatiminin arttigi, TIMP1 anlatiminin ise
azaldig1 gosterilmistir. Bu etkinin 48 saat zaman zarfinda da devam ettigi daha belirgin
olarak tespit edilmistir. Dogal tip BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerine kiyasla
A13S, AF166 ve T-24A mutant BH sinyali olan HEK293 hicrelerinde ise VEGF,
Vimentin ve Snail anlattminin diisiik oldugu, ket vurucu etkinin AF166 mutasyonuna
sahip HEK 293 hiicrelerinde oldugu tespit edilmis ve bu etkinin 6zellikle 48 saatte daha
fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre hatlarinda
VEFG, TIMP1, Vimentin, MMP2, Snail, 18S, STAT-1, STAT-3, Slug genlerinin 24 saat
(sol), 48 saat (sag) RT-PZR ait agaroz jel géruntileri (M:100 bg)

BH sinyal degisikligine bagli olarak EMT markir proteinlerin anlatim profilleri ve BH
sinyali asag1 hedef molekiillerinin anlatim profilleri 24 ve 48 saat zaman zarfinda
immunoblotlama deneyi ile irdelenmistir. Dogal tip BH+ sinyaline sahip HEK293
hlcrelerinde BH- sinyalinden yoksun HEK293 hiicrelerine kiyasla N-kaderin, Snail,
Vimentin anlatiminin arttigi, E-kaderin anlatiminin azaldigi gosterilmistir. Ayrica
otokrin BH sinyalinin BH sinyali asag1 yolak elemanlart olan c-jun, c-myc, JNK
anlatiminin arttig1 ve bu etkinin 48 saatte daha belirgin oldugu tespit edilmistir. Dogal
tip BH ile Al13S, AF166 ve T-24A mutant BH sinyali olan HEK293 hucreleri
kiyaslandiginda mutant HEK293 hiicrelerinde E-kaderin anlatiminin azalip N-kaderin
anlatimina dondugii gosterilse de EMT markirlarindan Vimentin ve Snail anlatiminin

da daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil 25).
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Sekil 25. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre hatlarinda
E-kaderin, N-kaderin, Snail, Slug, p-katenin, Vimentin, c-Myc, ¢c-Jun, JNK anlatim
profillerine ait immunoblotlama sonucu.

Plazmit aracili BH dogal tip, mutant (AF166, A13S ve T-24A) BH anlatimina bagh
BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde biyolojik olarak aktif BH sinyalinin
varliginin gosterilmesini takiben artmis BH varliginda anlatim profili literatiirde
degisiklik gosteren miRNA-663, miRNA-3152, miRNA-3185, miRNA-2861 ve
MIRNA-27a anlatimlarinin zamana bagli anlatim profili qRT-PZR ile irdelenmistir.
Otokrin BH sinyalinin miRNA-663 anlatiminin 24 saat zaman zarfinda 2 kat arttirdigi,
48 saat icinde 5 kat arttig1 tespit edilmistir. Dogal tip BH ile A13S, AF166 ve T-24A
mutant BH sinyali kiyaslandiginda hem 24 hem de 48 saatte miRNA-663 anlatiminin
yaklasik 1.5 katta kaldig1 gosterilmistir. miRNA-3152 anlatimina bakildiginda otokrin
BH sinyalinin 24 saat icinde 1.7 kat artmasi ile 48 zaman zarfinda miRNA-3152
anlatiminin 7.2 kat arttig1 gézlemlenmistir. Dogal tip BH ile A13S, AF166 ve T-24A
mutant BH sinyali kiyaslandiginda mutant BH sinyali olan HEK293 hiicrelerinde
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MIRNA-3152  anlatiminin  diistiigii  gosterilmistir.  MIRNA-3185  anlatim
incelendiginde otokrin BH sinyalinin 24 saat zaman zarfinda 2 kat artmasi ile 48 saat
zaman zarfinda ise miRNA-3185 anlatiminin 3 kata kadar c¢iktig1 tespit edilmistir.
Dogal tip BH ile A13S, AF166 ve T-24A mutant BH sinyali kiyaslandiginda mutant
BH sinyali olan HEK293 hicrelerinde miRNA-3185 anlatiminin diistigi tespit
edilmistir. miRNA-2861 anlatim1 incelendiginde otokrin BH sinyalinin 24 saat zaman
zarfinda anlatimda etkisi olmadig1 fakat 48 saat zaman zarfinda anlatimin yaklasik 3
kat arttig1 tespit edilmistir. Dogal tip BH ile A13S, AF166 ve T-24A mutant BH sinyali
kiyaslandiginda mutant BH sinyali olan HEK293 hiicrelerinde miRNA-2861
anlatiminin diistigli gosterilmistir. miRNA-27a anlatimi incelendiginde ise otokrin
BH sinyalinin 24 saat zaman zarfinda 2 kat artmasi ile 48 saat zaman zarfinda ise
MIRNA-27a anlatiminin yaklasik 3 kata kadar ¢iktigi tespit edilmistir. miRNA-27a
anlatimmin ayrica A13S, AF166 ve T-24A mutant BH sinyali olan HEK293
hiicrelerinde dogal tip BH sinyaline kiyasla diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A BH sinyali olan HEK293
hiicrelerinde zamana bagh olarak miRNA-663, miRNA-3152, miRNA-3185, miRNA-
2861, miRNA-27a anlatim profillerinin qRT-PZR ile gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01,

**x%n<0.001).
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Literatirde Bates et al tarafindan yapilan, PA ile ODC geni iizerine etki ederek BH
sinyali eksikliginde anlatim profili arttan miR27a’nin iizerinden, bu tez ¢alismasinda
ODC anlatim profili, PA seviyesi irdelenmistir. RT-PZR sonucuna gére BH sinyali
indiklenen HEK293 hiicreleri ile BH- sinyalinden yoksun HEK293 hiicreleri
kiyaslandiginda BH sinyali indiiklenen HEK293 hiicrelerinde ODC anlatiminin 24
saat zaman zarfinda transkripsiyonel ve translasyonel olarak arttig1 tespit edilmistir.
Aymni etkinin 48 saat zaman zarfinda da devam ettigi gosterilmistir. Dogal tip BH ile
A13S, AF166 ve T-24A mutant BH sinyali olan HEK293 hiicreleri kiyaslandiginda
mutant HEK293 hiicrelerinde ODC anlatiminin az oldugu gosterilmistir. HPLC
sonuglarina gore otokrin BH anlatiminin intraselliiler PA miktar1 tizerinde sadece
spermidin miktarinda artis oldugu tespit edilmistir. A13S BH+ sinyaline sahip
HEK293 hicrelerinde dogal tip BH+ salinimi yapan HEK293 hiicrelerine kiyasla
putresin ve spermin miktarinda azalig, spermidin miktarinda ise herhangi bir degisiklik
olmadigi tespit edilmistir. AF166 BH+ sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde de dogal
tip BH+ salinim1 yapan HEK293 hiicrelerine kiyasla putresin ve spermin miktarinda
azalig, spermidin miktarinda ise artis oldugu tespit edilmistir. T-24A BH+ sinyaline
sahip HEK293 hucrelerinde ise dogal tip BH+ salinimi yapan HEK293 hiicrelerine
kiyasla putresin miktarinda azalig, spermidin ve spermin miktarinda ise artis oldugu
tespit edilmistir. HPLC sonuglaria gore otokrin BH anlatiminin, hiicre i¢i spermidin

seviyelerini arttirdig1 gosterilmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre hatlarinda
A. Zamana bagh ODC anlatim profillerine ait RT-PZR sonucu, B. ODC anlatiminin
immunoblotlama sonucu, C. PA miktarinin HPLC ile gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01,
****n<0.001).

miR27a’nin ODC iizerinden PA metabolizmas1 ve BH sinyaline bagli hiicre boliinme
ve proliferasyonu {izerine etkinin irdelenmesi i¢in ODC ile antagonist olarak ¢alisan
miR27a’ya 6zgii anti-miR transfeksiyonu gergeklestirilmistir. miR27a 0zgi anti-miR
uygulamasi ile BH- sinyalinden yoksun ve BH- parallel cevap gosteren AF166, A13S
ve T-24A mutant BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde hiicre canliligini anti-miR
uygulanmayanlara kiyasla %20, %18, %22 arttirdig1 tespit edilmistir. Ancak biyolojik
olarak aktif BH sinyalinin anti-miR uygulamasindan MTT hiicre canlilik testine gore
istatistiksel olarak belirgin farklilik yaratacak sekilde etkilemedigi tespit edilmistir
(Sekil 28).
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Sekil 28. Dogal tip, A13S, AF166, T24A BH stabil anlatimi yapan HEK293 hiicrelerinde
bagil hiicre canhiliginin 48 saat (sag) boyunca anti-miR27a uygulanmasinin ardindan
MTT testi ile gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001).

miR27a’ya 6zgii anti-miRNA transfeksiyonunu takiben BH- sinyalinden yoksun, BH+
dogal tip, AF166, A13S ve T-24A BH sinyali olan HEK293 hicrelerinde koloni
caplarmin belirlenmesi amaciyla asili damla modeli deneyi gergeklestirilmistir. Asili
damla modeline gére BH- sinyalinden yoksun HEK293 hiicrelerinde koloni ¢aplari 3
giin boyunca sirastyla 199, 218 ve 323 uM gosterilirken anti-miR27a uygulanmasi ile
koloni gaplart sirasiyla 284, 362 ve 374 pM’a arttig1 tespit edilmistir. BH+ dogal tip
HEK293 hiicrelerinde koloni c¢aplar1 3 giin boyunca sirasiyla 201, 212 ve 353 uM
gosterilirken anti-miR27a uygulanmasi ile koloni gaplari sirasiyla 313, 329 ve 370
uM’a arttig1 tespit edilmistir. BH+ A13S mutant HEK293 hiicrelerinde koloni ¢aplari
3 giin boyunca sirastyla 164, 206 ve 297 pM gosterilirken anti-miR27a uygulanmasi
ile koloni ¢aplar1 sirastyla 245, 255 ve 276 puM’a arttig1 tespit edilmistir. BH+ AF166
mutant HEK293 hiicrelerinde koloni ¢aplar1 3 giin boyunca sirasiyla 157, 278 ve 263
MM gosterilirken anti-miR27a uygulanmast ile koloni gaplari sirasiyla 249, 283 ve 383
uM’a arttig1 tespit edilmistir. BH+ T-24A mutant HEK293 hiicrelerinde koloni ¢aplari
3 giin boyunca sirastyla 172, 188 ve 316 pM gosterilirken anti-miR27a uygulanmasi
ile koloni caplar sirastyla 212, 241 ve 370 uM’a arttig tespit edilmistir (Sekil 32).
Boylece anti-miR uygulamasi ile inhibe edilen miR27a’nin hiicre canliligi {izerine
indiikleyici etkisine bagli olarak koloni olusumunun tetiklendigi koloni ¢apinin

artmasi ile tespit edilmistir (Sekil 29).
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Sekil 29. Dogal tip, A13S, AF166, T24A BH stabil anlatimi yapan HEK293 hiicrelerinde

koloni olusumunun anti-miR27a uygulanmasinin ardindan zamana bagh olarak asili

damla modeli ile gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001).
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Anti-miR uygulamasinin miR27a baskilayarak hiicre canliligin1 ve koloni olusumunu
indlklemesinin gosterilmesini takiben hucrelerde tripan mavisi ile hiicre bolinmesi
Uzerine anti-miR27a’nin etki incelenmistir. Tripan mavisi biiylime egrisine gore anti-
miR27a uygulanan HEK293 hiicrelerinde 6zellikle dogal tip BH sinyaline sahip hiicre
tiplerinin BH yoksun olan hek293 hiicrelerine kiyasla hiicre bdliinmesinde zamana
bagli arttigin varligi tespit edilmistir. Es zamanli olarak gerceklestirilen A13S, AF166,
T24A BH mutasyonu tasiyan HEK293 hiicrelerinde dogal tip BH kiyasla anti-miR27a
uygulamasiin etkisinin diisiik olmasi ile beraber zamana bagli her bir mutasyon
tiretim ve salgist yapan HEK293 hiicrelerinde hiicre boliinmesini indiikledigi

gosterilmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre hatlarinin
anti-miR27a uygulanmasinin ardindan zamana gore biiyiime egrisinin tripan mavisi
boyamasi ile gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001).

Anti-miR27a transfeksiyonunun dogal tip BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde
anti-miR27a uygulanmayanlara kiyasla ODC gen anlatiminda artisin gortildiigii tespit
edilmistir. Ayrica A13S, AF166, T24A BH mutasyonu tastyan BH sinyaline sahip
HEK?293 hiicrelerinde ise ODC anlatiminin A13S ve T24A mutasyonlari iizerinde

belirgin artisin varligi gosterilmistir (Sekil 31A). ODC anlatiminin olasi sonucu olarak
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ifade edebilecegimiz lizere PA seviyeleri incelendiginde, put ve Spd miktarlarinin anti-
miR27a uygulanan dogal tip BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde anti-miR
uygulanmayanlara kiyasla belirgin olarak arttig1 tespit edilmistir. BH mutasyonuna
bagli anti-miR uygulamasinin PA miktar1 iizerine etkisi irdelendiginde ODC anlatim
profili ile benzer sekilde, put ve spd miktarinin istatistiksel olarak anlamli arttisinin

varligt HPLC ile tespit edilmistir (Sekil 31B).
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Sekil 31. A. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre
hatlarinda anti-miR27a uygulanmasinin ardindan ODC, E-kaderin, N-kaderin,
Vimentin, STATS3, 5 anlatim profiline ait immunoblotlama sonucu, B. Total poliamin
miktarinin HPLC yontemi ile gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001).
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miR27a’nin ODC iizerinden PA metabolizmasi ve BH sinyaline bagli hiicre boliinme
ve proliferasyonu iizerine etkinin irdelenmesi icin ODC ile antagonist olarak ¢alisan
miR27a taklit eden mimics transfeksiyonu gergeklestirilmistir. miR27a 6zgii mimics
uygulamasi ile BH- sinyalinden yoksun ve BH- parallel cevap gosteren AF166, A13S
ve T-24A mutant BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde hiicre canliligin1 mimics
uygulanmayanlara kiyasla %16, %3, %15 arttirdigi tespit edilmistir. Anti-miR27a
uygulamasimin aksine mimics uygulamasinin biyolojik olarak aktif BH sinyalinin
mimics uygulamasi ile belirgin olarak hiicre canliligina istatistiksel olarak ket vurdugu

MTT hiicre canlilik testi ile tespit edilmistir (Sekil 32).
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Sekil 32. Dogal tip, A13S, AF166, T24A BH stabil anlatim1 yapan HEK?293 hiicrelerinde
bagil hiicre canlihiginin 48 saat sag boyunca mimics-mir27a uygulanmasinin ardindan
MTT testi ile gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001).

Anti-miR uygulamasinin miR27a baskilayarak hiicre canliligini ve koloni olusumunu
indiiklemesinin gosterilmesini takiben, miR27a’nin etkisini gostermek i¢in mimics
uygulamasi ile miR27a taklit edilerek hiicre boliinmesi tripan mavisi ile incelenmistir.
Tripan mavisi biiylime egrisine gore mimics miR27a uygulanan HEK293 hiicrelerinde
ozellikle dogal tip BH sinyaline sahip hiicre tiplerinin BH yoksun olan HEK293
hiicrelerine kiyasla hiicre boliinmesinde zamana bagli diisme tespit edilmistir. Es
zamanl olarak gerceklestirilen A13S, AF166, T24A BH mutasyonu tagityan HEK293
hiicrelerinde dogal tip BH kiyasla mimics miR27a uygulamasinin etkisinin dogal tip
BH sinyali yapan HEK293 hiicrelerine kiyasla daha diisiik olarak zamana bagli hiicre
bolunmesine ket vurdugu gosterilmistir (Sekil 33).
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Sekil 33. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre hatlarinin
mimics-miR27a uygulanmasimin ardindan zamana gore biiyiime egrisinin tripan mavisi
boyamasi ile gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001).

miR27a’ya 6zgii mimics-miR27a transfeksiyonunu takiben BH sinyalinden yoksun,
BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A BH sinyali olan HEK293 hiicrelerinde koloni
caplarmin belirlenmesi amaciyla asili damla modeli deneyi gerceklestirilmistir. Asili
damla modeline gore BH sinyalinden yoksun HEK293 hiicrelerinde koloni gaplar1 3
giin boyunca sirastyla 241, 366 ve 421 uM gosterilirken mimics miR27a uygulanmasi
ile koloni ¢aplari sirastyla 239, 374 ve 368 uM’a diistiigii tespit edilmistir. BH+ dogal
tip HEK293 hiicrelerinde koloni ¢aplart 3 giin boyunca sirasiyla 302, 461 ve 473 pM
gosterilirken mimics miR27a uygulanmasi ile koloni ¢aplari sirasiyla 239, 364 ve 386
uM’a distigi tespit edilmistir. BH+ A13S mutant HEK293 hiicrelerinde koloni
caplar1 3 giin boyunca sirasiyla 227, 440 ve 464 uM gosterilirken mimics miR27a
uygulanmasi ile koloni caplar1 sirasiyla, 237, 393 ve 382 uM’a distigii tespit
edilmistir. BH+ AF166 mutant HEK293 hiicrelerinde koloni ¢aplar1 3 giin boyunca
sirasiyla 223, 406 ve 428 UM gosterilirken anti-miR27a uygulanmasi ile koloni ¢aplari
sirasiyla 206, 364 ve 375 pM’a diistiigii tespit edilmistir. BH+ T-24A mutant HEK293
hicrelerinde koloni ¢aplart 3 giin boyunca sirasiyla 223, 406 ve 428 uM gosterilirken
mimics-miR27a uygulanmasi ile koloni gaplari sirasiyla 252, 369 ve 431 pM’a arttig
tespit edilmistir (Sekil 37). Boylece mimics-miR uygulamasi ile inhibe edilen
miR27a’nin  hiicre canliligi iizerine indiikleyici etkisine bagli olarak koloni

olusumunun tetiklendigi koloni ¢apinin artmast ile tespit edilmistir (Sekil 34).
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Sekil 34. Dogal tip, A13S, AF166, T24A BH stabil anlatimi yapan HEK?293 hiicrelerinde
koloni olusumunun mimics-mir27a uygulanmasinin ardindan zamana bagh olarak asih
damla modeli ile gosterilmesi (*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001).
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Mimics-miR27a transfeksiyonunun dogal tip BH sinyaline sahip HEK293
hicrelerinde mimics-miR27a uygulanmayanlara kiyasla ODC gen anlatiminda diisiis
oldugu tespit edilmistir. Ayrica A13S, AF166, T24A BH mutasyonu tasiyan BH
sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde ise ODC anlatimmin AI13S ve T24A
mutasyonlart iizerinde belirgin azalisin varligr gosterilmistir (Sekil 35A). ODC
anlatiminin olas1 sonucu olarak ifade edebilecegimiz Uzere PA seviyelerine HPLC
yontemi ile bakildiginda, put ve spm miktarlarinin mimics-miR27a uygulanan dogal
tip BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde mimics-miR uygulanmayanlara kiyasla

belirgin olarak azaldig tespit edilmistir (Sekil 35B).

mimic - - R
GH- GH+ GH+ GH+ GHt GH- GH+ GH+ GH+ GH#+
(A135) (F166Dd) (T244) (A138 166Del] 244)
i 300 be
1,00 094 1,01 1,02 1,06 0,56 050 088 125 0,51
155 MR R R Rl
1,00 095 09 1,010 091 098 091 1,12 0,88 095
B.
Put Spd
6 & s
W MiR27a mimic- B miR27a mimic- . miR27a mimic-
’—‘ miR27amimict 4 = miR27amimict miR27a mimic+

Total Pollamin Miktan
(nvy

Total Pollamin Miktan

Total Poliamin Miktari

Sekil 35. A. HEK293 BH-, BH+ dogal tip, AF166, A13S ve T-24A stabil hiicre
hatlarinda mimics-miR27a uygulanmasinin ardindan ODC anlatim profiline ait
immunoblotlama sonucu, B. Total poliamin miktarinin HPLC yontemi ile gosterilmesi
(*p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001).
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BOLUM V. TARTISMA

Biiyiime Hormonu Serbest Birakma Hormonu (BHSBH) ve somatostadin tarafindan
salinimi1 kontrol edilen BH, hipofiz bezinin 6n lobundaki hiicrelerden salinan postnatal
bliylime, protein, karbonhidrat ve yag metabolizmalar1 lizerinde 6nemli rollere sahip
peptit hormondur. Yasa bagli serum seviyesinde azalma goriilen BH uyku [69], stres,
egzersiz ve travma gibi durumlarda yiikselirken, hamilelikte diiserek yerini BH-V
birakmaktadir [70]. Hipofizden salinan BH nin ilk hedefi karacigerde IGF-1 sentezini
uyararak kemik ve kas dokusu iizerinde gelisimi etkilemektir. Ayrica BH nin kas ve
kemiklerde lokal IGF-I sentezini uyararak gelisim tizerinde direkt etkisi oldugu
gosterilmektedir [71]. BH biyolojik fonksiyonlarini yalniz BH’nin baglandigi reseptor
olan BHR baglandiktan sonra reseptoriin intraseliiler kisimlarinin fosforilasyonu ve
STAT-1 ile STAT-3, STAT-5 [72] aktive ederek hedef genlerin (IGF-1, c-fos, c-jun,
cyp 2/3, jun-B) ekspresyonu ile gergeklestirilmektedir [73]. Baz1 durumlarda hem
cocuklarda hem de erigkinlerde BH az veya biyolojik olarak inaktif BH
salgilanmaktadir. Boyle durumda c¢ocuklarda ve eriskinlerde BHE sendromu ortaya
cikmaktadir [74]. Cocuklarda boyca gerilige, eriskinlerde sosyal izolasyon, uyku
diizensizligi, kardiyovaskiiler mortalite ve mobiliteye neden olan BHE, BH verilmesi
ile tedavi edilmektedir. Ayrica BH, genetik kaynakl biiytime geriligi goriilen PWS,
Noonan, TS sendromlari, spida bifa, son donem bobrek yetmezligi gibi rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir.

BH basta uzun kemiklerin gelisimi ile birlikte protein, yag ve karbonhidrat
metabolizmasi lizerindeki etkilerinin bilinmesi ile beraber viicutta birgok metabolizma
ile iligkisi gosterilmistir. Sinir sistemi, immun sistem gibi pek ¢ok sistem ile iliskisinin
olmas1 BH’ nin esas fonksiyonel bir hormon oldugunun yaninda periferal anlatiminin
Onemini ortaya koymaktadir [75]. BH proteini, insanin 17. komozomunda konumlanan
BH-N geni iizerinden anlatimi olan BH’nun farkli etnik kokene sahip kisilerde
bebeklik, ¢ocukluk veya eriskin donemde genlerinde pek ¢cok mutasyon varligi tespit
edilmistir [45]. BH-N genindeki delesyon, insersiyon, nokta mutasyonlari ile izole
Biiyiime Hormonu Eksikligi (IBHE) sendromu mutasyon tipine gore I, II, III ayrilmus
ve rekombinant BH verilerek mutasyona bagli biyolojik olarak inaktif BH etkisi yerini
alarak tedavi statejileri gelistirilmistir [18]. 1950-1960 yillarinda BH tedavisi igin
kullanilan BH kadavralarin hipofiz bezinden izole edilen preparatlardan elde edilmistir

[76] ama zaman igerisinde bu sekilde tedavi edilen kisilerde CJH gelisiminin
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goriilmesi ve ayrica BHE goriilen kisilerin 6lmesi sonucu kadavral kaynakli BH nin
tedavi amagh kullanilmasi engellenmistir [77]. Bu zaman siirecinde balik, 6rdek,
kurbaga, koyun, maymun, insan [78] gibi gesitli canlilarda BH geninin klonlanmasi ile
BH-N geninin nikleotit ve BH proteinin amino asit dizisinin belirlenmesi s6z konusu
olmustur. Klonlanan iBH-N geni mayalar, bakteriler, bocek, bitki ve memeli
hiicrelerinde eksprese edilmis ve transgenik hayvanlarin siit ve idrarlarinda iiretilmistir
[79] [80].

BH’nin viicutta az salgilanmasina bagli olarak gelisim bozuklugu oldugu durumda
BHE sendromunda sadece BH-N geninde mutasyonlardan kaynaklanan farkli etnik
kokene sahip IBHE cocuklarinin BH-N geninde mutasyonlarin tespit edilmesi ile
belirlenmistir. BH-N gen mutasyonlarma gore IBHE; Tip 1A, Tip 1B, Tip Il ve Tip 11l
[81] [82] olarak tespit edilmistir. IBHE Tip IA ¢ocuklarda bu zamana kadar 45, 7.6,
7.0, 6.7 kb biiyiik delesyonlar ile sinyal peptidindeki amino asit kodlarmmin dur
kodonuna déniisiim sonucu BH proteininin sentez edilmedigi mutasyonlar [83], IBHE
Tip IB intron 4 tek niikleotit degisim mutasyonlari sonucu splise atlama mutasyonlari
ile BHSBHR geninde cesitli mutasyonlar tespit edilmistir [84]. IBHE Tip II ise hem
intron 3 tek niikleotit degisikligi sonucu ekson 3 atlanmasi hem de BH proteininde
amino asit degisikligine neden olan nokta mutasyonlar tespit edilmistir. BHE Tip II
olan c¢ocuklarda intron 3 atlanmasina neden olan splise hata mutasyonlar1 yaninda
yanlig anlam mutasyon varliklar belirtilmistir. BH-N geninin 4.eksonunda 307C>T
dontisiimii sonucu BH proteininde arjinin sisteine (R103C) doniisiimii tespit edilirken
ayrica 406G>T dontistimii BH proteininin 136. amino asidi olan valinin fenilalanine
(V136F) [85], 413A>G doniisiimii ile BH proteininin 138. amino asidi olan aspartik
asidin glisine (D138G) doniisimil de tespit edilmistir. Ayrica BH-N geninin 5.
eksonunda guaninin adenine doniisimii sonucu BH-N proteinin 183. aminoasidi
arjinin histidin amino asidine (R183H) doniisiimii ve bu mutasyonlardan baska T-24A,
E33G, N47D mutasyonlar1 da tespit edilmistir. Bu zamana kadar literatiirde T-24A,
N47D, W7X, S71F gibi mutasyonlarin JAK/STAT sinyali iizerine etkisi lusiferaz
deneyi ile sadece irdelenmistir. Ancak Ulkemiz IBHE sendromlu ¢ocuklarda tespit
edilen AF166 BH mutasyonunun biyolojik aktivitesi JAK/STAT sinyali tUzerinden
ortaya konulmamistir. Bu bilgiler 1s181inda A13S, AF166, T24A BH mutasyonlarinin
dogal tip BH sinyaline kiyasla biyolojik aktivitesinin, EMT doniisiimii ve PA
anabolizmasi tizerine etkisinin irdelenmesi i¢in HEK293 in vitro hiicre modeli aracili

ortaya konugmasi bu tezin amacini olusturmustur. Bu amac¢ kapsaminda bu tez ile
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pozitif kontrol olarak dogal tip BH anlatimi yapan HEK293 stabil hiicre hatt1 ve
biyolojik aktivitesi irdelenmek istenen A13S, AF166, T24A BH mutasyonlarini igeren
HEK293 hiicreleri kiyaslanarak BH transkripsiyonel, translasyonel, besi yerine
salinim profilleri ile STAT biyolojik aktiviteleri irdelenmistir. Tez sonuglar
gostermektedir ki, dogal tip hiicrelerde BH sentezi hem transkripsiyonel hem de
translasyonel agidan gerceklestirilek STATS biyolojik aktivitesini lusiferaz deneyi ile
gosterilmistir. BH kendi reseptorii olan BHR ile baglanmasini takiben, intraselliiler
reseptor otofosforilasyonunu takiben JAK?2 aktivasyonuna bagli STAT molekiillerinin
fosforile olmas1t BH sinyalinin esas sinyal iletim basamagi olarak bilinmektedir.
Fosforile olan STAT1/3 ve/veya STATS dimerlerinin nuklear lokalizasyonu sonucu
BH sinyalinin asagida yolak elemanlar1 olan c-myc, c-fos, cjun gibi onkogenik gen
anlatimlarinin arttig1 bilinmektedir [86]. BH sinyalinin esas biyolojik aktivitesinde rol
alan STAT molekiillerinin hedef olmasi nedeni ile STAT1, 3, 5 anlatim profili A13S,
AF166, T24A mutant BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde transkripsiyonel ve
translasyonel varlig1 belirlense de bu etkinin dogal tip BH proteinine kiyasla daha
diisiik olmas1 Al13S, AF166, T24A mutasyonlarinin BH sinyali iizerine ket vurucu
etkisi ilk defa bu tez kapsaminda gosterilmistir. Es zamanli olarak lusiferaz deneyi ile
STATS aktivasyonun dogal tip BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde A13S,
AF166, T24A mutant BH kiyasla belirgin STATS biyolojik aktivitesinin diistiigii
gosterilmistir. IBHE sendromlu c¢ocuklarda tespit edilen BH gen mutasyonlarmin
mutant BH biyolojik aktivitesi lizerine ¢calismalar irdelendiginde, R77C mutant BH ile
dogal tip BH arasinda STAT-5 aktivitesi Uzerine belirgin olarak ket vurma profili
mutasyon kaynakli lusiferaz deneyi ile tespit edilememistir [87]. Bu tez kapsaminda
irdelenen T24A mutasyonun BH proteinin sinyal peptidinde Treonin Alenine
doniistimii sonucu BH firetimi ve BH’nin BHR baglanmasmi etkilemedigi bocek
hicrelerine transfekte edilen T24A mutasyonu iceren BH geninin hicrelerde BHR
baglanma ve JAK/STAT sinyal yolagimi etkilemedigi tespit edilmistir. Ancak N47D
yanlig anlam mutasyonun fare hipofiz bezinden BH salinimini diisiirdiigi ve BH
eksprese eden bocek hiicrelerinde dogal tip BH kiyasla %50 civarinda STATS
aktivasyonunu diisiirdiigii gosterilmistir [88]. Sonug¢ olarak BH gen mutasyonlarinin
her birinini BH sinyali lizerinde farkli ket vurucu etkisi sadece STATS biyolojik

aktivitesi irdelenerek farkli olarak tespit edilmistir.
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BH esas aldig1 sinyal yollarindan biri olan JAK/STAT sinyalinin BH biyolojik
aktivitesini gerceklestirmede 6nemli oldugu, JAK-2 tarafindan fosforile olan BHR ’nin
intraseliiler bolgesindeki tirozin amino asitlerine baglanan STAT molekiilleri JAK-2
tarafindan fosforile edildigi ve iki STAT-5 molekillnin STAT-5 dimerleri olusturup
STAT-5: STAT-5 dimerinin g¢ekirdege giris yaptiktan sonra BH biyolojik etkisini
gosterecegi BH cevap genlerini aktive ettigi tespit edilmistir [89]. BH’ nin hedef
genleri arasinda IGF-I ve Serin Proteaz Inhibitor (Spi 2.1), Cyp 2/3, c-fos, c-jun, jun-
B ve c-myc gibi proto-onkogenlerde bulunmaktadir. Bu bilgi 1siginda STATS5
aktivitesini takiben dogal tip ve Al13S, AF166, T24A mutant BH sinyaline sahip
HEK293 hiicrelerinde BH asagida yolak elemanlariin anlatim profili zamana baglh
olarak irdelenmistir. Dogal tip BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde c-jun ve c-
myc anlatimlarinin BH yoksun HEK293 hiicrelerine kiyasla belirgin olarak arttigi
gosterilmistir. Ancak hem c-jun hem de c-myc anlatiminin A13S mutant BH sinyaline
sahip HEK293 hiicrelerinde dogal tip BH kiyasla diistiigii goriilirken, AF166, T24A
mutasyonu tastyan hiicrelerde ise sadece c-myc anlatimi {izerinde ket vurucu etki tespit
edilebilmistir. 24 saat zaman zarfinda elde edilen bu sonuclar 48 saat sonunda AF166,
T24A mutasyonlart i¢in c-jun anlatimi lizerinde ket vurucu etkinin 24 saate kiyasla
daha belirgin oldugu gosterilmistir. Boylece A13S, AF166, T24A mutasyonlarinin
zamana bagli BH sinyali {izerinde c-fos ve c-myc anlatimi {izerinden etkin ket vurma
potansiyeli ilk defa bu tez kaspaminda ortaya konulmustur.

Postnatal blytme tzerinde etkisi ortaya konan peptit hormon olan BH nun, amino asit,
karbonhidrat, yag metabolizmasi lizerinde biyolojik aktivitesi olmas1 ve hipofiz bezi
disinda periferal BHR anlatim durumu kaynakli BH nin kemik proliferasyon, gelisimi,
blyume Uzerine etkisi in vitro ve in vivo’da gosterilmistir [90] [91]. Bu ¢alismalar
istinaden A13S, AF166 ve T24A mutasyonlarinin BH sinyali kaynakli hiicre
bliylimesi, boliinmesi iizerine etkisi tez kapsaminda modellenmeye calisilmistir.
Otokrin BH sinyali indiiklenen MDA-MB-231, MDA-MB-453 ve MCF-7 meme
kanseri hucrelerinde c-jun, c-fos gibi onkogenlerin anlatiminin artmasina bagli olarak
parental hiicrelere kiyasla hiicre boliinme, proliferasyon, koloni ¢aplarinda arttis tespit
edilmistir [92]. Laboratuvarimizda gergeklestirilen bir baska ¢alisma kapsaminda
T47D meme kanseri hiicrelerinde plazmit aracili liretilmesi tetiklenen BH proteinin
hiicre ¢ogalmasi, invazyon-metastazi indiikledigi EMT ile iligkili olarak gdsterilmistir.
Literatiirdeki bilgiler 15181nda biyolojik olarak aktif BH sinyalinin BH salgis1 olmayan

hiicrelere kiyasla boliinme iizerine indiikleyici etkisi oldugu ve zamana baglh olarak
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meme kanseri disinda ilk defa HEK293 hiicrelerinde gosterilmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan bu sistem ile Al3S, AF166, T24A mutant BH sinyaline sahip
HEK?293 hiicrelerinde hiicre boliinmesinin dogal tipe gore daha az etki ettigi, HEK293
hiicrelerinde koloni ¢apini biyolojik olarak aktif BH sinyaline kiyasla bu etkinin
azaldig1 tez ¢alismasinda tespit edilmistir. Bu etkinin VEGF anlatimi lizerinde T24A
BH mutant sinyalinde zamana bagli olarak dogal tipe kiyasla baskilandigi
belirlenirken, 48 saat sonunda AF166 mutasyonunda BH mutasyonuna bagli ket
vurucu etki gosterilebilmistir. Literatiirdeki bilgiler ile paralellik gosterdigi iizere
dogal tip BH sinyalinin HEK293 hiicrelerinde hiicre bdliinmesi, koloni olusumunu
indiiklemesine karsin A13S, AF166, T24A mutasyonlarinin BH sinyaline ket vurucu
etkisi Ozellikle 48 saat zaman zarfinda daha kesin olarak belirlenmistir.

Epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT), hiicre-hiicre ve hiicre-hiicre dist matriks (ECM)
etkilesimlerinin, hiicre iskeleti, hareket kabiliyeti kazandirmak i¢in yeniden
diizenlenmesi olarak tanimlanmistir. Aktin hiicre iskeleti, komsu hiicreler arasinda
dogrudan kimyasal etkilesimlere ve ara filament hiicre iskeletine bagli desmozomlara
ve integrinlerin ve diger molekiillerin aracilik ettigi hiicre-ECM etkilesimlerinde
kaderin bazli baglar rol almaktadir [93]. Mezankimal hiicreler, yeni bilesenleri
sentezleyerek ve organize ederek ve ECM’yi matriks degrade edici
metalloproteinazlar (MMP’ler) lireterek yeniden modiile edilerek ECM’ye katkida
bulunmaktadirlar. Mezenkimal hicreler, heptosit (HGF), epidermal (EGF) ve
fibroblast (FGF) ailelerinin biiyiime faktorleri ve transforme edici biiylime faktorii 8
(TGFP) de dahil olmak tizere epiteryal hlcreler zerinde etkili olan sinyal verici
proteinlerin bol kaynaklari olarak bilinmektedir [94]. EMT, apoptotik ajanlara karsi
artan direng¢ saglayarak tiimor ilerlemesinde de rol oynamakta ve merkezi tiimdriin
malignitesini arttiran destekleyici dokular iiretmektedir. EMT nin kontroliinde bir¢ok
sinyal yolunun ima edilmesi agik bir sekilde tespit edilmistir [95]. Ayrica Snail, Slug
ve ETS ailesinin transkripsiyon faktorleri ile transkripsiyon faktort SIP-1, EMT hedef
genlerinin regiilasyonunda dogrudan rol oynamaktadir [96]. Plazmit aracili insan BH
ekspresyonu kazandirilan HEK293 hiicrelerinde hiicre proliferasyonu, canlilik,
onkojenite, EMT doOniisiimiinii indiikledigi meme, prostat ve kolon kanseri
hicrelerinde in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir. Ayrica BH anlatimi
kazandirilmasmin kolon kanseri hiicrelerinde ERK1/2 aktive ederek, fibronektin
mezensimal markirt anlatimini arttirdigi, epitel markir olan E-kaderin anlatimini

baskiladig1 zenograft fare modellerinde gosterilmistir [92] [97]. Otokrin BH sinyaline
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sahip MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin BH sinyali eksik olanlara kiyasla hiicre
farklilagmasi, proliferasyonu, apoptoz ve metastaz ile ilgili genlerin ekspresyonunu
module eden transkripsiyon faktorli NF-kB p65°i arttirdigi ve E-kaderinin azaldigi
gosterilmistir [98]. Bununla paralel sekilde otokrin BH sinyalinin MCF-7, MDA-MB-
231, MDA-MB-453 meme kanseri hucrelerinde invazyon-metastatik profili Slug,
Snail, Vimentin, N-kaderin anlatimim arttirirak, E-kaderin anlatimin1 baskilayarak
gerceklestirdigi ifade edilmistir [99]. Literatiirdeki bu bilgiler ile benzer sekilde
otokrin BH sinyali yaratilan HEK293 hiicrelerinde E-kaderin anlatiminin azaldigi, N-
kaderin, Snail ve vimentin anlatiminin arttigi belirlenerek yaptigimiz calisma
kapsaminda yarattigimiz BH in vitro modelinde biyolojik olarak aktif BH sinyalinin
yaratildig1 belirlenmistir. Ayrica literatiirde ilk defa A13S mutant BH sahip hiicrelerin
dogal tip BH sahip hiicrelere kiyasla Snail anlatiminin daha diisiik oldugu, N- Kaderin
ve vimentin anlatimlarinin dogal tipe kiyasla daha diisiik oldugu ilk defa bu ¢alismada
tespit edilmistir. Ancak AF166 mutant BH ise A13S kiyasla vimentin, Snail
anlatiminin daha diisiik oldugu ve Slug anlatimimin tamamen ortadan kayboldugu
gosterilmistir. Sonug olarak A13S, AF166, T24A mutasyonlarinin dogal tip BH kiyasla
hiicre proliferasyonu, bdliinme iizerine indiikleyici etkisinin diisiik olmasinin EMT
sinyali anahtar molekiilleri iizerinde zamana bagli olarak farkli anlatim profili
sergilemesi ile iligkili olabilecegi gosterilmistir.

Hiicre biiylimesi ve farklilasmasinin 6nemli diizenleyicileri olan PA’lar, DNA, RNA
ve protein sentezinden sorumlu olarak bilinmektedir. Poliaminleri enerjiye bagimh
tasima yoluyla ve yliksek diizeyde diizenlenmis ornitin dekarboksilazin (ODC)
katalize ettigi bilinmektedir. ODC’nin inaktivasyonu esas olarak, ODC’ye baglanan,
20-25 kDa poliamin ile indiiklenen bir protein olan antiyzme (AZ) tarafindan etkisiz
hale getirilir, 26S proteazomun bozunmasi igin hedef olusturmaktadir [100]. Poliamin
biyosentezinden sorumlu enzim olan ODC’nin pozitif diizenleyicisi olan c-myc
yaninda EMT siirecinde esas role sahip olan matriks metalloproteinaz (MMPI,
MMP2), TGF-B1 ve kollajen tip I mRNA'mmn transkripsiyonunu etkiledigi
gosterilmistir [101]. Otokrin BH kazandirilmis meme kanseri (MCF-7, MDA-MB-
231, MDA-MB-453) hiicrelerinde parental hiicrelere kiyasla ODC anlatiminin
indiiklendigi ve PA miktarinin arttig1 gosterilmistir. Bu siirecte NF-kB sinyaline bagh
Snail, Slug anlatimimin artarak EMT (MMP-2, MMP-9, vimentin anlatiminda artis)
tetikledigi tespit edilmistir [92]. Ayrica farelere BH yaninda, prolaktin verilerek ODC

aktivitesinin zamana bagli olarak arttig1 tespit edilmesi ile BH’nin biiyiimeyi
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indiikleme esnasinda biiylime tizerinde roli olan PA sentezinden sorumlu ODC
enziminin aktivitesini indiikleyerek gergeklestirdigi ifade edilmistir [102]. Yaptigimiz
tez calismasi ile otokrin BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerinde ODC anlatiminin
zamana bagli olarak parental HEK293 hiicrelerine kiyasla arttigi, ODC anlatimindaki
artisa bagl olarak hiicre i¢ci PA miktarinin (Put) artti§1 gosterilmistir. Ancak 24 saat
zarfinda ODC anlatim1 yiiksek olan A13S, AF166 mutasyonu tasityan HEK?293
hiicrelerinde ODC anlatim profili 48 saat i¢inde dogal tipe kiyasla diistiigii ozellikle
AF166 ve T24A mutasyonlarinin belirgin bir sekilde ODC anlatiminm1 BH yoksun
hiicrelere benzer sekilde oldugu tespit edilmistir. ODC anlatim profili ile paralle olarak
put seviyesinin dogal tip BH anlatimi yapan HEK293 hiicrelerine kiyasla AF166,
T24A mutasyonlarinda ciddi diisiistin varlig1 tespit edilmistir.

19-25 niikleotitden olusan, endojen, kiigiik, tek zincirli, kodlamayan RNA’lar olan
mikroRNA (miRNA)’lar, post-transkripsiyonel a¢idan hedef genleri mRNA'"larinin 3°-
UTR bolgelerine baglanarak susturduklar1 belirlenmistir [103]. Insanda 1800 yakin
miRNA varlig: tespit edilmis ve 1990 yilinda tespit edilen kiiciik RNA molekiilleri
genis capta biyolojik ve patolojik olaylarda gorev almakta olduklari belirlenmistir
[104]. RNA yapisina sahip olmalarina ragmen miRNA molekiilleri RNA gibi
degredasyona hassas olmadiklar1 ve hiicre dis1 sistemlerde serumda diisiik/yiiksek pH,
yiiksek sicaklik, c¢oklu dondurma/¢ézme durumlarinda stabil olduklari tespit
edilmistir. Serum miRNA varliklar1 iizerine iki hipotez 6ne siiriilmektedir; miRNA
hiicre ve dokulardan salinmakta veya biyolojik sivilardaki hiicrelerin hiicresel
aktivitelerine bagli iretilerek dolagima katildigi ifade edilmektedir [105].
Saptanabilirligi ve giiniimiizde siklikla kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltilabilmesi yoniinden sirkiiler miRNA’larin sistemik hastaliklarin teshisinde
giiclii bir biyomarkir ve ayn1 zamanda terapilerde potansiyel hedef olarak kullanilmasi
ongorilmektedir. Birgok transkripsiyon faktort Twist, ZEB1, ZEB2, Snail ve Slug
olmak tizere EMT ve tiimor metastazinin indiikleyicileri olarak bildirilmistir. Literatiir
kapsaminda miR-205 ve miR-200 ailesi (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141
ve miR-429), yeni epitel markerleri ve baskilayicilari olarak tanimlanmistir [51].
miRNA’larin hiicre biiyiimesi, proliferasyonu, apoptoz, immiin sistem ve hiicre
farklilagsmas1 mekanizmalarin diizenlenmesinde hedef aldiklar1 genlerin anlatimlarim
etkilemeleri nedeniyle 6nem arz ettikleri ve biyolojik sivilarda varliklari nedeni ile pek
cok metabolik hastalik teshisinde biyomarkir olma durumu {izerinde calisilmistir.

miRNA anlatim durumlarinin obezite [106], Alzheimer [107] sizofreni ve kanser
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[108] gibi pek ¢ok hastalik i¢in hedef genlerin anlatimi tizerinden etki ederek hastalik
patogenezi tzerindeki etkileri gosterilmektedir [108]. Transkriptomik c¢alismalardan
elde edilen veriler miRNA hedeflerinin pek ¢ok metabolizma hastaliginin teshisine
olanak saglayacak markir olarak 6n goriilmesi s6z konusudur. Bu hedef dogrultusunda
BH ile iligkili miRNA anlatimlar1 tizerine pek ¢ok in vitro ve in vivo galismalar
mevcuttur. rBH tedavisi uygulanan kisilerin serumlarinda yapilan miRNA array
caligmalarina gore 1063 miRNA anlatiminda artis, 360 miRNA anlatiminda azalma
tespit edilmistir. Bunlarin arasindan en belirgin olanlar1 IGF-I sinyali iizerinden yag
metabolizmasi, iskelet gelisimi ile iliskili olan [insiilin sinyali (PTEN), Kollajen ve
kollajen matirasyon (COL3A1, SPARC), Miyokinler (SPARC), (FSTL1)] genlerin
anlatimin1 baskilayan miR-29a anlatiminda azalma gosterilmistir [109]. Ozellikle BH
ile iligkili serum miRNA anlatim durumu incelemeleri icin referans olarak gosterilen
Kelly, B.N. 2013 yilinda yapilan c¢aligmaya goére rBH (1-10 pg/kg/giin) tedavisi
uygulanan kisilerin serumlarinda normal kisilere kiyasla miRNA Array yontemi ile
miR-2861, miR-663, miR-3152, miR-3185, anlatimlarinda BH tedavisi
uygulananlarda azaldig1 gosterilmistir [110]. Ancak bu tez ile HEK293 hiicrelerinde
miR-2861, miR-663, miR-3152, miR-3185 anlatim profillerinin zamana bagl olarak
biyolojik aktif BH sinyali ile istatistiksel olarak anlamli olarak anlatimlarinin arttig
gostermesi tespit edilmistir. Biyolojik olan BH sinyaline ket vurma potansiyeli
bulunan A13S, AF166, T24A mutant BH’larin anlatiminin ise BH sinyali yoksun
hiicreler ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Literatiire ters diisen bu sonucun in
vitro ile in vivo arasindaki fark kaynakli olabilecegi, ayrica insanlara uygulana rBH
miktarinin tez kapsaminda olusturulan model sisteme kiyasla daha yiliksek olmasina
bagl olabilecegi kaynali olabilir. Ayrica BH yiiksek anlatim yapan hipofiz adenoma
hiicrelerinde miRNA anlatim durumlari irdelenmis, miR-145 anlatimiin BH salinimi1
yapan hipofiz adenoma hiicrelerinin normal hipofize kiyasla anlatiminda belirgin
azalma oldugu, bu miRNA nin cluster analizlerine gére MAPK, cyclin D2, myc, kras,
fos, Insiilin reseptor substrat-1 genlerinin anlatimi iizerinde de etkisi oldugu tespit
edilmistir. Hipofiz adenoma hiicrelerinde yeni olarak miR-769-5p, miR-885-5p, miR-
886-5p, MiR-890 tespit edilmistir [61]. Ayrica miRNA tarafindan BH baglandig:
BHR’nin anlatiminin engellendigine dair gosterilen miRNA’larin miR-129-5p, miR-
142-3p, miR-202 ve miR-16 oldugu gosterilmistir [111]. Otokrin/parakrin BH anlatimi
kazandirilan MCF-7 ve T47D meme Kkanseri hucrelerinde hiicre blylme ve

farklilasmanin Epitel Mezensimal Transizyon (EMT) indiiklemesi yaninda BHR,

71



STAT-3, STAT-5 hedef alan miRNA’lardan, miR-96, miR-182, miR-183 anlatiminin
belirgin olarak tespit edilmistir [112]. miRNA’larin BH sentez ce salinimi {izerine
etkisinin ortaya konulmasi i¢in sporcularda doping durumunun irdelenebilmesi igin
serum miRNA anlatim diizeylerinin rBH alinmasina bagli anlatiminda arttig1 tespit
edilen serum miRNA teshis amagli kullanilmas1 6n goriilmiistiir [113]. Propl geninde
nokta mutasyonuna bagli olarak hipofiz gelisiminden eksik olan (BH, prolaktin ve
tirotropin eksikligi olan) ames ciice farelerin karacigerlerinde yapilan qRT-PZR Array
analizine gére miRNA-27a’nin belirgin olarak anlatimi artan 10 miRNA arasinda
oldugu tespit edilmistir [114]. Bu ¢alismaya gore in vitro reporter deneyleri ve hiicre
ici ekspresyon analizlerine gore anlatiminda artig goriilen miRNA-27a ile olas1 6n
goriilen hedef genlerden PA biyosentezinden sorumlu ODC geninin anlatiminda
azalma goriilmistir [110]. miR-27a anlatiminin azalmasi ile makrofajlarin asiri
inflamatuar yanit1 sinirlandirdigi énemli bir negatif feedback mekanizmasi olarak
calistigini  gostermektedir. mMiR-27a'nin TLR2 veya TLR4 ile aktive edilen
makrofajlarda azaldigi, makrofajlarin TLR2/4 stimiilasyonuyla aktivasyonunu
azalttig1 ve artan IL-10 ekspresyonu ile ¢akistigr gosterilmistir. IL-10'un azalmis
ekspresyonu nedeniyle, miR-27a'nin artmasi, TLR4 ile aktive edilmis makrofajlarda
IL-10'a bagli STAT-3 fosforilasyonunu azaltmistir [115]. Literatiir bilgisi 1s18inda
MDA-MB-231 hucrelerinde miR-27a’nin onkojenik aktivitesi, kismen ZBTB10G ve
Myt-1’in  (miyelin transkripsiyon faktor-1) baskilanmasindan kaynaklandigi
bildirilmistir. MDA-MB-231 hicrelerinde CDK-2/siklin B inhibitori Myt-1"i
baskiladigin1 ve boylece G2/M’de hiicreleri durdurarak kanser hiicresi bdliinmesini
bloke eden bir geni baskilayarak meme kanseri hiicre ¢ogalmasini kolaylastirdigi
gozlemlenmistir. Varsayilan bir SP (spesifik protein) baskilayici olan ¢inko parmag:
ZBTB10G genini diizenledigi oOne siirlilen miR-27a nedeniyle olabilecegi
Ongorilmistiir.

miR-27a'nin varsayilan spesifik protein baskilayici ZBTB10'u bastirdigin1 gdsteren
yeni bir c¢alisma, miR-27a'min SP proteinlerinin asir1 ekspresyonunda rol
oynayabilecegini one siirmiistiir [116]. Bu bilgiler dogrultusunda yaptigimiz ¢alisma
ile BH salgisi lizerinde negatif regiilator olarak ifade edilen miR-2861, miR-663, miR-
3152, miR-3185 yaninda miR27a anlatim profillerinin biyolojik olarak aktif BH
salinimi yapan HEK?293 hiicreleri ile A13S, AF166 ve T-24A BH mutant sinyale sahip
HEK?293 hicrelerinde anlatim profilleri irdelenmistir. Bu tez ile literatirde BH ile
miktarinin  diistigi tespit edilen miR-2861, miR-663, mMiR-3152, miR-3185
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profillerinin HEK293 in vitro model sisteminde arttis gosterdigi tespit edilmesi
literatiir ile ters diismiistiir. Bu sonucun nedeni insan serum seviyesinde likit biyopsi
i¢in veya BH doping tespit i¢in markir olarak ifade edilen miR-2861, miR-663, miR-
3152, miR-3185 miRNA anlatimlarinin (Kelly, B. et. al. 2013) bu tez ile yaratilan in
vitro HEK293 hiicre modelinde hiicresel miRNA havuzunun konusmasinda farklilik
yaganmis olabilecegi, belki BH sinyalinin miR-2861, miR-663, miR-3152, miR-3185
Uzerinde inhibitif etti gostermesi s6z konusu olabilir. Cuice farelerdeki (BH sinyali
yoksun) ODC anlatiminin diismesine bagli, PA seviyesinin azaldig1 gosterilen
literattirdeki bu ¢alismaya gore miR-27a anlatiminin arttigi gosterilmistir [117]. In vivo
BH fare modellerinde yapilan ¢alisma ile BH eksikligi olan ciice farelerde miR-27a
anlatiminin yiiksek oldugu ODC anlatiminin diisiik oldugu, anti-miR27a uygulamasi
yapildiginda ise ODC anlatiminin arttigi gosterilmistir [114]. Bu bakis agisina gore
ODC ile BH sinyali arasindaki etkilesimin molekiiler mekanizmasinin irdelenmesi ve
A13S, F166Del, T24A mutasyonlarinin farklit BH sinyaline bagli olarak sistemdeki
roliniin irdelenmesi ve mekanizmasinin agikliga kavusturulmasi amaci ile miR-27a
0zgu anti-miRNA, mimics transfeksiyonunu takiben HEK293 hiicrelerinde hiicre
boliinme, proliferasyon, koloni ¢ap profili irdelenmistir. Anti-miR27a transfeksiyonu
ile inhibe olan miR27a’nin hiicre proliferasyon ve boliinmeyi arttirdigi, ODC
anlatimini indiikleyerek PA miktarin1 yiikselttigi bu tez kapsaminda ilk defa
gosterilmistir. Ayrica AF166 mutant BH anlatimi1 yapan HEK?293 hiicrelerinde A13S
ve T-24A mutant BH anlatim1 yapan HEK?293 hiicrelerine kiyasla koloni olusumunun
daha fazla indiiklendigi tespit edilmistir. Literatiirde yaptigimiz bu c¢alisma ile
biyolojik olarak aktif BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerine anti-miR27a
uygulanmasi ile ODC anlatiminin arttig1, bu etkisini 6zellikle AF166 mutasyonuna
sahip HEK293 hicrelerinde gosterdigi goriilmiistiir. Bdylece BH sinyalinin aktif
olarak varligi durumunda indiiklenen hiicre proliferasyonunun ODC inhibit6rii olarak
literatiirde ifade edilen miR27a inhibe edildigi durumda ODC seviyesinin arttisina
bagli PA miktarinin hiicre proliferasyon, boliinmeyi indiikledigi ve bu etkinin BH gen
mutasyonuna bagli olarak degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Bu bakis agisina ters
olarak molekiiler mekanizmanin aydinlatilabilmesi i¢in miR-27a hedef alan mimic ile
miR27a’nin taklit edilmesi durumunda anti-miR uygulamasinin tersi olarak bu tez
kapsaminda hiicre boliinme, proliferasyon, koloni capinin diistiigii tespit edilmistir.

Ayrica es zamanl olarak ODC anlatimmin baskilanmasina bagli PA miktarinin
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azaldigida HEK293 BH+, A13S, F166Del, T24A mutant BH sinyalinde ilk defa bu tez

kapsaminda gdsterilmistir.

Sonug olarak BH sinyalinin hiicrelerde proliferasyon, boliinme, koloni olusumunu
EMT iizerinde etki ederek JEK293 hiicrelerinde gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica BH
sinyali ile parallel olarak ODC anlatiminin BH sinyalinin agag1 yolak eleman1 olan c-
myc lizerinden indiikleyerek PA miktarini arttiridigi gosterilmistir. Ayrica literatiirde
bu siiregteki rolii modellenmemis BH A13S, F166Del, T24A mutasyona sahip BH
sinyalinin ise dogal tip BH kiyasla daha az oranda EMT sinyalini indiikledigi, PA
anabolizmasi tizerine etki ettigi gosterilmistir. Ayrica ODC ile BH sinyali arasinda
konusmada rol alabilecegi diisliniilen miR27a’nin molekiiller mekanizmasinin
aydinlatilmasi icin anti-miR ve mimics uygulamasi ile HEK293 dogal tip, A13S,
F166Del, T24A mutant BH sinyaline sahip HEK293 hiicrelerde hiicre proliferasyon,
boliinme ve koloni ¢apinin miR27a’nin ODC {izerindeki inhibitif etkisinin ortadan
kaldirilmasi ve/veya indiiklenmesi durumunda PA miktarinin hiicresel farklilagsma ve
sag kalim silirecinde 6nemi ilk defa ortaya konulmustur. Tez kapsaminda elde edilen

sonuglarin 6zetlendigi sematik sekil asagida verilmistir (Sekil 36).
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Sekil 36. Tez sonuclarimin sematik aciklamasi.

Bu tez kapsaminda elde edilen in vitro verilerin in vivo fare modellerinde irdelenmesi
ile BH sinyalinin ¢ok anlatiminin oldugu Akromegali hastaligi veya BH gen
mutasyonuna bagl olarak IBHE sendromu maruz ¢ocuklarda postnatal gelismeye ket
vurmanin PA metabolizmas1 ve miRNA anlatim profillerine gore irdelenmesi ile teshis
veya tedaviye yonelik girisimler s6z konusu olabilecektir. Ayrica ilerde

gerceklestirilmesi hedeflenen in vivo galismalar ile mutant BH proteinin akromegali
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gibi durumlarda dogal tip BH ile yariscil olarak BHR baglanma yapmasin takiben
inhibitif sinyal etkisi ile terapotik potansiyeli, mutant protein ila¢ katagorisinde umut

vaadedici sonuglara ulagsma potansiyeline sahiptir.
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EKLER

Tablo 5. Kullamilan cihazlarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
UV-Transluminator GelDOC BioRad
Santrifij 5417R Eppendorf
Santrifuj (Buyuk) 5810R Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
Yatay elektroforez sistemi Gel XL ultra V-2 BioRad
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5ul-10pl) EH52836 Thermo
Mikropipet (20pl-200ul) EH46925 Thermo
Mikropipet (200ul-1000ul) | T27274 Thermo
Otoklav 0TO32 Nive
Manyetik Karigtirict SB162 Stuart/ProLah
Distile Su Cihazi TANKPEOQO30 Millipore

Direct Q-

suUVv
pH Metre Alll Thermo
Derin Dondurucu 2041D Arcelik
Buzdolabi ( No frost ) 4263TMB Arcelik
Vorteks SA8 Stuart
Dry heat sterilizer FN120 Nuve
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences
Gii¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF
Inkiibator Heracell Thermo
Florasan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus
Dondurucu (-80°C) Ultra Low Temperaturg New

Freezer, U725 innova | Brunswick
Scientific
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Elektroforez Aletleri BioRad
Facs Flow Cihazi AC6531180147 BD ACUR
C6
HPLC Cihazi 120 Infinity Series Afilent
Technologies

PVDF Membran 88518 Thermo
Tablo 6. Hiicre Kiiltiirii donamimlari - .

ADI URUN KODU FIRMA ADI
12 kuyucuklu petri 92012 TPP
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75cm? hiicre biiyiitme kaplar1 90076 TPP
25cm? hiicre biiyiitme kaplar 90026 TPP
100mm hiicre biiyiitme kaplari 93100 TPP
60mm hiicre biiylitme kaplari 93060 TPP
Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP
Siringa filtreleri (0.22 pum) 99722 TPP
Enjektor seti 21G Yesil ASTRAJECT

uc igneli

Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco
Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco
DMEM Medium 41966-029 Gibco
HEK?293 hiicreleri ATCC
MEM Medium 11875093 Gibco
HEK?293 hiicreleri ATCC
Etlv Heracell 1150 Thermo
Hemastometre - Neubauer
Laminar flow 12469,2 Thermo
Pipet Uglar - CAPP
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Tablo 7. Kullanilan kimyasallarin listesi

ADI URUN KODU | FIRMA ADI
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED
Saf Etanol 32221 SIGMA-

ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-
ALDRICH
Izopropanol K44518295 321 | MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK
Akrilamid / Bis-Akrilamid 30% A9099 SIGMA-
cozelti ALDRICH
Amonyum persulfat A2941 Applichem
Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem
DMSO K46505343 517 | MERCK
DMSO D2650 SIGMA-
ALDRICH
EDTA A2937 Applichem
DiOC6 Boya 2129966 Fluka
DCFH-DA Boya C6827 Invitrogen
4',6-Diamidino-2-Phenylindole, D1306 Thermo
Dihydrochloride Scientific
Pl Boya P4170-100MG | SIGMA-
ALDRICH
Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech
Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA
p-Coumaric Asid C9008-1G SIGMA-
ALDRICH
Luminol A2185 Applichem
MTT Solisyonu M2128-5G SIGMA-
ALDRICH
Phosphate buffered saline (PBS) | BE17-51-5F LONZA
Sigir Serum Albumin (PSA) A2153-10G SIGMA-
ALDRICH
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SDS (Sodyum dedosil sulfat) UN1888 Applichem

Protein izolasyonu Tamponu 78501 Thermo

Page Ruller Plus Prestained 26619 Fermentas

Protein Ladder

Agaroz A9539 SIGMA-
ALDRICH

Tris Baz 648310 CALBIOCHEM

Asetik Asid 27225 SIGMA-
ALDRICH

Ethidium Bromide E1510 SIGMA-
ALDRICH

Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM

1 kb Marker SM1163 Fermentas

6X yiikleme Tamponu R0631 Fermentas

Amonyum Asetat 1,110115,1000 MERCK

Fenol Kloroform A2279,0250 Applichem

Curcumin C1386-10G SIGMA-
ALDRICH

Sodyum Klorir A2941 Applichem

Tween 20 S6740684 348 | MERCK

TEMED A1148,0100 Applichem

Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz
Biotechnology

Glisin 3570 CALBIOCHEM

H>O2 Hidrojen peroksi K39218400838 | MERCK

ExPrime Taqg PCR Kiti G-4000 Genet Bio

Trizol 10296010 Thermo

Tripure 11 667 165 001 | Roche

Rnase Free Water 42480093 QIAGEN

iScript cDNA Sentez Kiti 1708891 Bio Rad

Human BH ELISA GR180572-1 Abcam

Millipore Falcon Centrifugal Filters 4FC901024 MERCK
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Neomisin G8168 SIGMA-
ALDRICH
Invasion Chamber 354483 BD Bioscience
Super Block T20 Blocking Buffer | 37536 Thermo
FUGENE® 6 Transfection Reagent| E2692 Promega
Ponceau Read Belirteci A1405 Applichem
Hidroklorik Asit K43804717 239 | MERCK
Kloroform UN1888 Applichem
Kristal Viyole FN1048735 MERCK
Acridine Orange A1398,0025 Applichem
Tablo 8. ECL soliisyon icerigi
A cozeltisi B ¢ozeltisi

9 ml distile su 9 ml distile su
ImlIM TrisHCI | 1 ml 1M Tris HCI
(pH:8,5) (pH:8,5)
75 ul Kumarik asit | 15 pl H202
150 pl Luminol
Tablo 9. %12’lik SDS-PAGE Jel igerigi

Alt Jel Ust Jel
Distile su 3,4 ml 3,075 ml
Tris-HCI 2,5ml 1,125ml

(1,5M,pH: 8,8) (0,5M, pH: 6,8)
%10 SDS 0,1 mi 0,05ml
Akrilamid/Bis-Akrilamid 4 ml 0,67 mi
Amonyum Persulfat (APS) | 0,05 ml 0,025ml
TEMED 0,005ml 0,005ml
TOPLAM 10,005 ml 5,05ml
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