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Diabetes insipidus (Dl), asiri miktarda idrar olusumu (politri) ve asiri miktarda
susama (polidipsi) ile karakterize olmus bir hastaliktir. Sebeplerine goére
Gestasyonel DI, primer polidipsi, Nefrojenik DI (NDI) ve Santral DI (CDI) olmak
uzere siniflara ayrilir. NDI hastaligi kazaniimis veya kalitsal olabilir. Kalitsal NDI,
%90 oranla X kromozomu (Xg28) Uzerinde bulunun AVPR2 genindeki
mutasyonlardan kaynaklidir. AVPR2 proteinin 371 amino asitlik kodlanan
DNA'’sinda gergeklesen bir mutasyon, farkli semptomlarla gézlemlenebilen bu
hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olur. Ortaya ¢ikan bu mutasyonlar nedeniyle,
AVPR?2 proteini yanhs katlanir ve degradasyona yonlendirilir. Bu durum, proteinin

yarl Omrunu degistirmektedir.

Hucre i¢i proteomun yari omrU, birka¢ dakika ile birka¢ ay arasinda degisiklik
goOsterir.  Bu degisikligin  sebebi ise hlcre dongulerinde ve gesitli
i



cevresel/fizyolojik durumlarda verilen hlicresel cevaba bagli olarak protein
degradasyon oraninin farklihk goéstermesinden kaynaklanmaktadir. Mutasyon
sebebiyle gerceklesen degradasyon hizinin artigi veya azaligi ise proteinin

gegcirdigi glikozilasyon modifikasyonlariyla baglantilidir.

AVPR2 geninde meydana gelen, grubumuz tarafindan tanimlanan G12E, H80Y,
V88M, V88L, R106C, V215M ve L219P mutasyonlarina ait yari Smur zamanlarini
ve glikozilasyon modifikasyonlarini ortaya koymak, yapilan bu tezin amacidir. Bu
kapsamda yapilan deneysel calismalarda, yabanil tip kodlayici AVPR2 dizisi
tasiyan ifade vektérli kullanilarak, site-directed mutagenez ydntemi ile ilgili
mutant AVPR2 gen dizilerini iceren ifade vektorleri hazirlanmigtir. COS-7
hicrelerinde ifade olmasi saglanan mutant proteinlerin hicre i¢i olgunlasma
surecinin  karakterizasyonun arastiriimasi igin deglikozilasyon deneyleri
gerceklestirilmistir. Ayrica proteinlerin yari dmurlerinin belirlenmesi amaciyla,
siklohekzimid analizi yapilmis ve hem deglikozilasyon deneyleri hem de
siklohekzimid deneylerine ait sonuglar immuanblot analizi ile degerlendirilmigtir.
Boylece mutant proteinlerin degradasyon durumlari ve gecirdigi glikozilasyon

modifikasyonlari arasindaki iligski ortaya koyulmustur.

Sonug olarak her mutantin, ER’de farkli dizeylerde takili kaldigi goérulmektedir.
Yari dmur zamanlarinin, direkt olarak proteinin islevselligi ve olusturdugu sinyal
cevabi ile iligkili olmadigi ve glikozilasyon modifikasyonlariyla birlikte
degerlendirildiginde bir anlam tasidigi disunulmektedir. Yari dmur degerleri igin
mutantlar ile yabanil tip karsilastirmalari, her mutant igin istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore L219P en dusuk yari émar
degerine sahiptir ve deglikozilasyon sonuglari ile degerlendirildiginde buyuk bir
kisminin ER’de takili kaldigi gértulmustir. R106C mutantina ait yari émur
degerinin arttigr ve bu durumun degradasyon mekanizmalarinin inhibisyonu ile
iligkili olabilecegi onerilmistir. H80Y mutant proteinin ise en uzun yari émur
uzunluguna sahip olmasina ragmen, deglikozilasyon analizi ile
degerlendirildiginde buyuk bir kisminin ER’de takili kaldigi gozlemlenmigtir. Yari

Omur uzunlugunun yabanil tipe yakinlik gdstermesi ise mutant proteinin ER’den
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clkisa ve degradasyona direng gostermesiyle iligkilendiriimigtir. AVPR2
proteininin farkl noktalarinda ve farkli amino asit degisimleriyle meydana gelen
bu mutasyonlar, farkli etki mekanizmalarina sahip olup bu durum, kalitsal
NDI'nin, hastalar arasinda degisim gosteren semptomlarini agiklamaya yardimci

olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: AVPR2, DI, fonksiyon analizi, yari dmur, glikozilasyon
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Diabetes insipidus (DI) is a disease characterized by excessive urine formation
(polyuria) and excessive thirst (polydipsia). DI is classified into gestational DI,
primary polydipsia, Nephrogenic DI (NDI), and Central DI (CDI), according to their
causes. Hereditary NDI is caused by mutations in the AVPR2 gene on the X
chromosome (Xg28) with a rate of 90%. A mutation in the 371 amino acid-
encoded DNA of the AVPR2 protein causes the emergence of this disease, which
can be observed in different symptoms. Because of these mutations, the AVPR2
protein is misfolded and directed to degradation. This changes the half-life of the

protein.

The half-life of the intracellular proteome varies from a few minutes to several
months. The reason for this change is that the protein degradation rate varies

depending on the cellular response given in cell cycles and various
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environmental/physiological conditions. The increase or decrease in the rate of
degradation caused by the mutation is related to the glycosylation modifications

the protein undergoes.

The purpose of this thesis is to reveal the half-life times and glycosylation
modifications of the G12E, H80Y, V88M, V88L, R106C, V215M, and L219P
mutations occurring in the AVPR2 gene which were previously defined by our
group. In the experimental studies carried out in this context, expression vectors
containing the related mutant AVPR2 gene sequences were prepared by using
site-directed mutagenesis method with the expression vector carrying the wild-
type coding AVPR2 sequence. Deglycosylation experiments were carried out to
investigate the characterization of the intracellular maturation process of mutant
proteins expressed in COS-7 cells. In addition, in order to determine the half-lives
of proteins, cycloheximide analysis was performed and the results of both
deglycosylation experiments and cycloheximide experiments were evaluated by
immunoblot analysis. Thus, the relationship between the degradation state of

mutant proteins and the glycosylation modifications they undergo was revealed.

As a result, it is seen that each mutant is trapped in the ER at different levels. It
is thought that the half-life times are not directly related to the functionality of the
protein and the signal response it generates, and have meaning when evaluated
together with glycosylation modifications. Comparisons between mutants and
wild type for half-life values were statistically significant for each mutant.
According to the results obtained, L219P mutant protein has the lowest half-life
value and when evaluated with the deglycosylation results, it was seen that most
of it were trapped in the ER. It has been observed that the half-life value of the
R106C mutant increases and it has been suggested that this may be related to
the inhibition of degradation mechanisms. Although the H80Y mutant protein has
the longest half-life, when evaluated by deglycosylation analysis, it was observed
that most of it remained stuck in the ER. The fact that the half-life length is close
to the wild type has been associated with the resistance of the mutant protein to

exit from the ER and degradation. These mutations, which occur at different
Vv



points of the AVPR2 protein and with different amino acid changes, have different
mechanisms of action, and this may help explain the symptoms of hereditary NDI

that vary between patients.

Keywords: AVPR2, DI, functional characterization, half-life, glycosylation
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1. GIRIS

DNA'dan alinan genetik bilgi sayesinde, proteinler sentezlenir ve bu proteinler
canl sistemlerin isleyisi icin bircok goérevi Ustlenirler. Canli bir sistemde bulunan
bu protein toplulugu, proteom olarak adlandirilir. Proteomun denge halinde
tutulmasi igin, her bir proteinin sentez, katlanma ve yikim mekanizmalari denge
halinde olmalidir ve bu denge, protein homeostasisi olarak adlandiriimaktadir. Bu
nedenle protein yari Omrd arastirmalari, hucresel protein dengesinin
anlasiimasinda 6nem tagimaktadir. Buna ek olarak protein sentezine mudahale
edebilecek bilesiklerin veya mutasyonlarin proteine olan etkilerini de ortaya

koymaktadir.

DNA’da gerceklesen bir mutasyon eger DNA'nin  kodlayici bélgesinde
gerceklesmisse, bu DNA dizisinden meydana gelen proteini/proteinleri
etkileyebilir. Mutasyon sonucu olugan bu mutant proteinler, katlanma sureglerini
dogru gecgiremeyebilir. Hucre igerisinde yer alan ER protein kalite kontrol sistemi,
kendiliginden de gergeklesme ihtimali olan bu yanhs katlanma olaylarini kontrol

eder ve katlanamayan proteinleri degradasyona yonlendirir.

Mutasyon sebebiyle gerceklesen degradasyon hizinin artigi veya azaligi ise
proteinin gecirdigi glikozilasyon modifikasyonlariyla baglantilidir. Asparajin-prolin
haric herhangi bir amino asit-serin veya treonin (Asn-X-Ser/Thr) motifindeki
asparajine glikan adindaki karbohidratlarin eklenmesi, Okaryotlarda korunan,
oldukca fazla gorulen bir protein modifikasyonudur ve glikozilasyon olarak
adlandirilmaktadir. Glikan adindaki bu karbohidratlar, G¢ glukoz, dokuz mannoz
ve iki N-asetilglukozaminden (Glc3Man9GIcNAc2) olusur ve asparajin amino
asidine kovalent olarak eklenir. N-glikozilasyon modifikasyonunun, eklenen
hidrofilik glikan kalintilari sayesinde, polipeptid zincirinin ¢dézinurlGgu artar ve

katlanmada gorevli lektin saperonlari ile Snemli etkilegimlere izin verir.



Bu kontrol noktalarinin en 6nemli temsilcileri, yanhg katlanan proteinleri taniyan
ve degradasyona yonlendiren molekiller olan saperonlardir. Saperonlar, dogru
konformasyonunu alamayan proteinlerin duzgun bir sekilde katlanmasina
yardimci olur. Bununla birlikte bu mutant proteinler, mutasyonun etki
mekanizmalarina gore degisen derecelerde saperonlar tarafindan tutulabilir ve
ER’de takili kalabilir. Proteom dengesindeki bu bozulma ise birgok hastalikla

iligkilendirilmistir.

Kalitsal Nefrojenik Diabetes insipidus hastaligi, AVPR2 veya AQP2 genlerinde
meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bu hastalik
sonucu, vucuttaki su dengesi bozulur ve kaybedilen suyun idrardan geri alimi
duzgun bir sekilde gergeklestiriiemez. Yanlis katlanan proteinlerin sebep oldugu
bu hastalik, ger¢ceklesen mutasyonun tipine ve yerlesimine gore farkh diizeylerde
semptomlar gostermektedir. Bu nedenle olasi bir mutasyonun fonksiyonunun

anlasiimasi buyuk onem tasir.

Tez kapsaminda ise grubumuz tarafindan AVPR2 geninde tanimlanan G12E,
H80Y, V88M, V88L, R106C, V215M ve L219P mutasyonlarina sahip AVPR2
proteinlerinin, yari Gmur zamanlarini ve glikozilasyon durumlarini tespit etmek
amaclanmistir. Sonug olarak her mutant proteinin, ER’de farkli dizeylerde takili

kaldi§i ortaya koyulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Protein Yapisi ve Homeostasisi

Proteinler gesitlilik gosteren makro-molekullerdir. Memeli hicrelerinin proteomu
10.000-20.000 arasinda degisen birbirinden farkh bircok proteini kapsar.
Hucresel sureclerin saglikh bir sekilde ilerlemesi igin bu protein butunundn
sentez-katlanma-yikim mekanizmalarinin denge halinde olmasi ve her agsamada
kontrol edilmesi gereklidir. Basitce ifade etmek gerekirse proteinler, DNA'dan
gelen genetik bilginin ribozom Uzerinde sentezlenmesiyle olusur. Yeni
sentezlenen bir amino asit dizisinin kendini dogru bir sekilde katlayip iglevli bir
proteine doénustirmesi, amino asit dizisi icerigindeki bilgiye ve hicrenin fiziksel
ve kimyasal degigkenlerine baghdir. Katlanma bazen sentez sirasinda yani
ribozom Uzerindeyken baglayabilir. Bazi proteinler ise ribozomdan ayrildiktan
sonra sitoplazmada katlanmaya baslayip mitokondri veya Endoplazmik
Retikulum (ER) gibi hlcresel kompartimanlarda katlanmalarina devam eder
(Sekil 2.1.). Her protein 6zglndur ve katlanma mekanizmasi da proteine goére
degiskenlik gosterebilir fakat yukarida bahsedilen bu temel suregler evrenseldir
[1, 2].

ER Golgi Aygiti Sitozol
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protein

Ribozom
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Sekil 2.1. Protein ifadesi sonrasi ER ve Golgi aygitinda gerceklesen katlanma

yolagi ([3] numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir).



Bir proteinin islevini yerine getirebilmesi igin G¢ boyutlu konformasyonunun dogru
bir sekilde olusturulmasi énemlidir ve bu konformasyon; birincil, ikincil, Ggtncal
ve dorduncuil yapi olmak Uzere dort duzey tarafindan olusturulur. Birincil yapi
polipeptid zinciri olugturmak i¢in peptid baglari ile bir arada tutulan amino asitlerin
dogrusal dizisidir. Peptid bagi, bir amino asidin karboksil grubu ile bir sonraki
amino asidin amino grubu arasinda olusur. ikincil yapi, bir polipeptid zincirindeki
amino asitlerin amid ve karbonil gruplari arasinda hidrojen baglari olusmasiyla
meydana gelir. a-sarmal ve 3-kivrimli tabaka olmak tzere iki tip ikincil yapi vardir.
a-sarmal yapi, bir amino asidin kendinden doért 6nceki amino asit ile sarmal
olusturmasi sonucuyla meydana gelir. Bir tam sarmal donus 3,7 amino-asit igerir.
a-sarmal yapida R- gruplar digsariya dogru bakar ve birbirleriyle etkilesim
halindedir. B-kivrimli tabaka yapisi iki veya daha fazla polipeptid zinciri
segmentinin paralel veya anti-paralel sekilde garsaf seklini almasiyla olusur. B-
kivrimli tabakada R- gruplari tabaka duzleminin altinda veya Ustlinde yer alir ve
birbirleriyle etkilesim halindedir. Uglinctil yap, bir polipeptidin hidrofobik, kovalent
ve kovalent olmayan etkilesimleri sonucu U¢ boyutlu bir konformasyon
olusturmasiyla meydana gelir. Polipeptidin katlanmasi igin itici gug, R- gruplari ve
cevre arasindaki hidrofobik ve hidrofilik etkilesimlerdir. Bazi proteinler iki veya
daha fazla polipeptidin (alt birim) birlesmesiyle olusan dordincul yapiya da
sahiptir [4].

insan genomu protein kodlayan (genomun yaklasik %2’si) ve kodlamayan
bdlgelere sahiptir (coding and non-coding DNA). Protein kodlanan bu bolgelerde
meydana gelen bir mutasyon, protein yapi ve fonksiyonu Uzerinde pozitif, negatif
veya notr sonuglara yol acabilir. Tek bir amino asit degisikligine yol acacak (yanlis
anlamli mutasyon) bir mutasyon bile canli organizmanin hayatta kalmasini
zorlastirabilir. Her hlcresel kompartiman pH ve tuz konsantrasyonu gibi farkli
kosullara sahiptir. Mutasyon sonucu yanlis bodlgeye lokalize olan bir protein,
uygun katlanma kosullarini bulamadig! i¢in katlanamayabilir. Bir mutasyon,
proteinin aktif bolgelerini, protein-protein etkilesim bolgelerini veya allosterik
duzenleme bolgelerini degistirerek proteinin katalitik aktivitesini etkileyebilir.
Mutasyonlar, katlanma sirasinda meydana gelen ara Urinu dogru katlanmig

olarak kabul edilmesine neden olabilir. Bu durum, katlanamayan bu ara Urdnun,



dizgun katlanmis fonksiyonel proteinin yerini almasina neden olabilir. Yanhs
katlanmig protein, kismi islevsellie sahip olabilir fakat ER aracili degradasyon
faktorleri sebebiyle dmru kisa olur. Yanlis katlanmig bu proteinler asil hedeflerine
ulasamayabilir ve degradasyon dengesi saglanamazsa bu durum ER’de birikime

yol agar [4].

Hucre i¢i proteomun yari omrU, birka¢ dakika ile birka¢ ay arasinda degisiklik
goOsterir.  Bu degisikligin  sebebi ise hicre dongulerinde ve gesitli
cevresel/fizyolojik durumlarda verilen hlicresel cevaba bagli olarak protein
degradasyon oraninin farkhlik géstermesinden kaynaklanmakta ve protein yari
omra arastirmalari ile hiicresel protein dengesinin anlasiimasi hedeflenmektedir.
Buna ek olarak bu arastirmalar, protein sentezine mudahale edebilecek
bilegiklerin veya mutasyonlarin proteine olan etkilerini de ortaya koymaktadir.
Protein yari omrl terminolojisi yaklagik olarak protein degradasyon oranini
yansitmak ve bu proteinleri sayisal bir deger ile metabolik stabilitelerine gore
siniflandirmak igin kullaniimigtir. Bu terminoloji kullanilirken, hicrenin gegirdigi ko
ve post-translasyonel modifikasyonlar, protein kalite kontrol mekanizmalari ve

degradasyon yolaklari g6z énunde bulundurulmaktadir [5].

Protein homeostasisi, iglevlerini dogru gergeklestirmek adina proteomun
konformasyonunu ve konsantrasyonunu normal dizeylerde tutmak icin hareket
eden genis bir iletisim agini ifade eder (Sekil 2.2.). Protein homeostasisinde,
protein sentezi, katlanma ve degradasyon denge halindedir. Hemen hemen her
hlcresel surece katilan proteinler icin proteostasisi korumak ve duzenlemek

onemlidir [6].
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Sekil 2.2. Protein homeostasis agi ([7] numarali kaynaktan degistirilerek

alinmigtir).



2.2. ER Kalite Kontrol Sistemi

Hucre proteomunun yaklasik Ugte biri ER’e hedefli olarak katlanma ve kontrol
surecini gegirir. ER bu islemler icin molekuler saperonlara ve katlanma
enzimlerine ev sahipligi yapar. Bu hucresel sorgulama adimlari molekuler
saperonlarin kesfinden sonra Helenius ve Hurtley tarafindan “protein kalite
kontrolt” (ER PQC) [8] olarak isimlendirilmigtir (Sekil 2.3). ER PQC, glikozilasyon
ve disilfit badi olusumu gibi ko- ve post-translasyonel modifikasyon sureglerini
icerir. Molekuler saperonlar ve enzimler ise bu sureci yoneten ve proteinin dogru

katlanmasini saglayan molekullerdir [3].

Proteozom

ERGIC-53/VIPL

Sekil 2.3. ER protein kalite kontrol sistemi ([9] numarali kaynaktan degistirilerek

alinmistir).



2.2.1 Hedeflenme ve Translokasyon

ER’e hedeflenmis yeni sentezlenen polipeptid zinciri N-ucunda hidrofobik bir
sinyal peptidine sahiptir. Sinyal tanima partikalli (SRP), translasyonu durdurur ve
polipeptid zincirini sinyal peptidi kismindan yakalar. Polipeptid, direkt olarak ER
zarindaki Sec61apfy kompleksinden olugan translokona yonlendirilir ve
translokona girisi gerceklestiginde translasyon devam eder ve geri kalan
polipeptid zinciri ER membranindan igeri dogru gerceklesir. islem
tamamlandiktan sonra sinyal peptidi sinyal peptidaz tarafindan uzaklastirilr
(Sekil 2.4) [3].

Sitozol ER limeni

TRANSLOKASYON

Ribozom

OSsT

Sinyal
pep Q

Translokon

Sinyal peptidaz

Sekil 2.4. ER’e hedeflenmis polipeptid zincirinin translokasyonu ([3] numarali

kaynaktan degistirilerek alinmistir).

2.2.2. Saperonlar

Yanlig katlanmig proteinler dogal konformasyonlarindan farkli yapida olduklar
icin hucre icindeki birgok molekulle istenmeyen etkilesimler kurabilir. Bu nedenle
canli sistemler, bazi dnlemlere sahip olanlar lehine evrimlesmistir. Saperonlar,
bahsedilen bu 6nlemlerin baglica molekulleridir. Bazilar ribozomdan ¢ikan zincirle

etkilesime girer, digerleriyse katlanma surecinden sonra duruma mudahale eder.



Bircok saperon cesidi vardir ve bunlar genellikle birlikte c¢aligirlar. Sadece
proteinlerin dogru katlanmasina rehberlik etmeyip ayni zamanda yanlis katlanmis
hatta agregasyon olusturan proteinlerin de dogru katlanabilmesi igin aktivite
gosterdikleri bilinmektedir. Bununla birlikte, gogu molekuler saperon aktivite

goOstermek icin adenozin trifosfat’a (ATP) ihtiyag duyar [2].

ER [Gmeni
ADP ADP

Saperonlar .

ATP ATP

Sekil 2.5. ER’de gorevli saperonlar ve ko-gsaperonlar ([3] numarali kaynaktan

degistirilerek alinmigtir).

ER, Hsp70 ve Hsp90 saperon ailelerine ev sahipligi yapar. Hsp70 ailesine ait
immuanoglobulin baglayici protein (BiP), ATP’ye bagimli baglanma ve salinim
hareketleri icerir. Yeni sentezlenen polipeptid zincirinin hidrofobik veya
agregasyona egilimli bolgelerine baglanarak katlanmaya yardimci olur. BiP
saperonuna ATP hidrolizini katalizleyen ER-yerlesik DNAJ/Hsp40 tipi ko-saperon
uyeleri (ERj1-7) eslik eder. Bu ko-saperonlar, BiP ile baglanmak i¢in His-Pro-Asp
(HDP) motifine sahip bir J-domaini igerirler. Ayrica Sil1 ve Hsp110 saperon ailesi
uyesi Grp170 ise BiP icin nikleotid degisim faktdrti (NEF) gérevi gorur (Sekil 2.5).
BiP ve ona eslik eden tum bu proteinler, polipeptidin translokasyonu, katlanmasi
ve katlanmamig ise hulcresel cevabin olusumunun dizenlenmesi gibi birgok

fonksiyonda rol oynamaktadir [10].

Hsp90 ailesinin Gyesi Grp94, ER’de en bol bulunan proteinlerden biridir. Yapisal
olarak sitozolik homologuna benzer ve ATP hidrolozine yardimci olur. Bu
saperonun, katlanma sirasinda BiP dahil diger kalite kontrol elemanlari ile
kompleks halde oldugu bilinmektedir fakat baglanma mekanizmasi ve islevsel
fonksiyonlari hentiz net degildir [3, 11].



2.2.3. Glikozilasyon ve Kalneksin/Kalretikulin Donglisu

Asparajin-prolin hari¢ herhangi bir amino asit-serin veya treonin (Asn-X-Ser/Thr)
motifindeki asparajine glikan adindaki karbohidratlarin eklenmesi Okaryotlarda
korunmus ve oldukca fazla gorilen bir protein modifikasyonudur. Glikanlar, Gg¢
glukoz, dokuz mannoz ve iki N-asetilglukozaminden (Glc3Man9GIcNAc2) olusur
ve asparajin aminoasidine kovalent olarak eklenir (Sekil 2.6). Bu 14 alt birimlik
oligosakkaritin transferi oligosakkariltransferaz kompleksi (OST) tarafindan
gergeklestirilir. N-glikozilasyon olarak adlandirilan bu modifikasyonda eklenen
hidrofilik glikan kalintilari sayesinde polipeptid zincirinin ¢dzunurligu artar ve

katlanmada gorevli lektin saperonlari ile 6Gnemli etkilesimlere izin verir [9].

A

Glukoz

Mannoz

N-asetilglukozamin

-N-X-S/T-
Sekil 2.6. Asparajine eklenen glikan yapisi ([9] numarali kaynaktan degistirilerek

alinmigtir).

Polipeptid zincirine bagl oligosakkaritlerin glikanazlar tarafindan modifikasyonu
sonucu proteinin kaderi belirlenir. Glikan asparajine baglanir baglanmaz a-
glukosidaz | ile ilk glukoz kalintisi kesilir [12]. Uzun sure boyunca ortaya ¢ikan di-
glikozile form, biyolojik Gnemi olmayan kisa 6murlu bir kirpoma ara maddesi olarak

gorilmustir fakat malektinin kesfiyle bu gorus degismistir. Malektin stres



kosullarinda induklenir ve yanlis katlanmaya baslayan proteinlerin erkenden

belirlenmesinde goérev aldigi ortaya konulmustur [13, 14].

=

CNX/CRT

Dénaiisii

Sekil 2.7. Kalneksin/kalretikulin saperonlari ([3] numarali kaynaktan degistirilerek

alinmigtir).

a-glukosidaz Il, glikan yapisindaki ikinci ve Uguncu glukoz kalintisini keser ve bu
iki kesim karsit gorevleri paylasir. ikinci glikoz kalintisinin kesilmesi sonucu
ortaya ¢ikan mono-glikozile form kalneksin (CNX) ve kalretikilin (CRT) lektin
saperonlari tarafindan taninir (Sekil 2.7). CNX tip 1 membran proteinidir ve CRT
ile %39 oraninda dizi homolojisine sahiptir [15]. Benzer yapisal 6zellik tasirlar ve
her ikisi de lektin baglanma bolgesine sahiptir [16]. ER’e yerlesik 6zellesmis
enzimler, disllfit baglarinin olusumunu ve peptidil prolil baglarinin
izomerizasyonunu katalizler. Bu islevler sirasiyla peptidil disulfit izomeraz (PDI)
ve peptidil prolil izomeraz (PPI1) enzim ailelerinin Uyeleri tarafindan gerceklestirilir
(Sekil 2.8). PDI enzim ailesi Uyeleri, Cys-X-X-Cys (CXXC) motifini iceren en az
bir tioredoksin (Trx) benzeri alanin varligiyla tanimlanir. Yapilan ¢galigmalara gore
PDI ailesinden oksidorediktaz ERp57 ve PPI ailesinden siklofilin B (CypB)
enzimlerinin CNX ve CRT ile kompleks olusturdugu onerilmistir. Bu kompleks
yapl, oksidatif katlanmayir ve peptidil prolil baglarinin izomerizasyonunu
duzenlemektedir [17, 18].
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Sekil 2.8. Disulfit baglarinin  olusumunu ve peptidil prolil baglarinin

Substrat

izomerizasyonunu katalizleyen PDI ve PPI enzim aileleri ([9] numarali kaynaktan

degistirilerek alinmigtir).

Ugtincti glukoz kalintisinin kesilmesi sonucu glukoz kalintisi bulundurmayan bir
polipeptid zinciri olusur ve afinite azalmasi nedeniyle lektin saperonlari zincirden
ayrilir [19]. Bu ayrismadan sonra proteinin dogru katlanip katlanmadigina karar
verme sureci baslar. Bu asamada protein dogru katlanmigsa ER’den ¢ikigi ve
hedeflerine ulagsmalari saglanir. Yanls katlanmigssa CNX/CRT’nin tekrar proteine
baglanmasini ve katlanma surecini yeniden baslatmasini saglamak igin ¢ikarilan
glukoz kalintisit UDP-glukoz/glukoprotein glukozil transferaz (UGGT1) tarafindan
glikan yapisina tekrar takilir (re-glikozilasyon). Eger proteinin dogru katlanmasi
mumkun degilse degradasyon yolagina yonlendiriimesi gergeklestirilir. Bu karar
surecini gergeklestiren UGGT1, katlanma sensoéru olarak tanimlanmistir. Protein
uzerindeki hidrofobik boélgeler gibi kusurlari taniyarak bu karar strecini yonetir
[20, 21].

UGGT?’in yanlis katlanan proteinleri re-glikozilasyon ile CNX/CRT doéngusine
sokmasi sonsuz bir sure¢ degildir ve bir sure sonra katlanamayan protein
degradasyon yolagina yonlendiriimektedir. Bu yonlendirme zamaninin, mannoz
rezidularinin kademeli olarak kesilmesiyle belirlendigi dustunilmektedir (Sekil
2.9). ER a1,2-mannosidaz | (ER Man I) ve EDEM 1, 2 ve 3 (ER degradasyon
arttirici alfa mannozidaz benzeri) proteinleri bu goérevi glikanin B ve C kollarindaki
mannozlari uzaklastirarak gergeklestirir. Bu slirecin son bulmasinin UGGT1’in

afinitesinin azalmasiyla [22] veya re-glikozilasyonun gerceklestigi glikanin A
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kolundaki mannoz rezidusunun uzaklastiriimasiyla [23] aciklanabilecegi

Onerilmektedir [24].

CNX/CRT

Gll E Gll E
TS M3

G1M9

ER Manll enmzl

CNX/CRT +=5 — — GOLGI

GiMsB uear MsaB

ER Manll — /Bl
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<

ERAD

Sekil 2.9. Mannoz rezidularinin kademeli olarak uzaklastiriimasi ([25] numarali

kaynaktan degistirilerek alinmigtir).

Duzgin katlanmis protein CNX/CRT doéngusinden ayrildiktan sonra ER-Golgi
arasi bolgeye (ERGIC), daha sonra Golgi aygitina hedeflenir. ER’den ¢ikis,
translokasyonun oldugu bdlgelerin zit yerlerinde bulunan belirli membran
bolgelerinden vezikll olusturarak gerceklesir. Kaplama protein kompleksi
(COPII), i¢c yuzeyinde hedefe ulastirilacak proteinleri taniyan ve siniflandiran
Sec23/Sec24 kompleksini ve dis yuzeyinde hedef membrana baglanmayi
saglayan Sec13/Sec31 kompleksini barindirir (Sekil 2.10). COPIl adindaki bu
kaplama kompleksi sayesinde dogru katlanmis proteinin ER’den kontrolli bir

sekilde c¢ikigi gergeklesmis olur [26].
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Sec13/31

Sec23/24

ER’den Cikis

Sekil 2.10. ER’den c¢ikis ve COPIl kompleksi ([3] numarali kaynaktan

degistirilerek alinmigtir).

2.2.4. ER Aracili Degradasyon

Protein kalite kontrolu sisteminin tum bu elemanlarinin g¢abalarina ragmen
transloke olan protein, sistemin hata payi, mutasyonlar veya cesitli ¢cevresel
etkenler sonucu dogru katlanamayabilir. Bu nedenle yanlis katlanan proteinler
ER iligkili degradasyon (ERAD) olarak adlandirilan bir dizi igleme maruz kalirlar.
Bu sure¢ u¢ temel adimda gerceklesmektedir: (i) yanhs katlanmis proteinin
taninmasi ve re-translokasyona yoénlendiriimesi, (ii) re-translokasyon ve (iii)

degradasyon [27].

Saccharomyces cerevisiae’de yapilan c¢alismalara gore ERAD surecinin
korunmus bir mekanizmasi kesfedilmistir. Protein, katlanma hatasinin yerine
gore ERAD-L (limen), ERAD-M (membran) veya ERAD-C (sitoplazma) yolaklari
tarafindan taninir ve ubikutinlenir. Substrat re-translokasyonunda rol alan
membran proteinleri ise, Hrdl (ERAD-L/ERAD-M) ve Doal0 (ERAD-C) olarak
adlandirilan E3 ubikutin ligazlaridir. Memelilerde bireysel ve beraber calisan
bircok E3 ligaz bulunmasi nedeniyle mayalardaki gibi belirtilen G¢ sinifa
yerlestirmek zorlasir. Fakat hem maya hem memeli hiicrelerinde saperon aracili
substrat tanima, ER'den retrotranslokasyon, poliubikitinasyon ve proteozom

aracili degradasyon mekanizmalari gorulmektedir [28].
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Yanlis katlanan proteinleri kalneksin/kalretikllin donglsinden kademeli mannoz
kesimleriyle gikararak degradasyon yolagina yonlendiren EDEM ailesi uyeleri
(EDEM 1, 2 ve 3), ERAD mekanizmasina yonlendirme ve degradasyonu
hizlandirma konusunda 6ncu proteinlerdir. Mannoz kesimleri sonucu ortaya gikan
katlanamamis protein, OS9 ve XTP3-B lektinleri tarafindan taninir ve degrade
olmak Uzere re-translokona yonlendirilir. OS9 ve XTP3-B birbiriyle etkilesime
girmez fakat ER membran proteini olan SEL1L sayesinde Hrd1l E3 ubikitin ligaz
ve Derlinl kompleksi ile birlikte ¢caligir. OS9 ayrica BiP/GRP94 ile de etkilesime
girer (Sekil 2.11). Burada BiP/GRP94’Un goérevinin Hrd1 kompleksinin
duzenlenmesi ve yanlis katlanmis proteinlerin diger etkilesimlerinin engellenmesi

oldugu dusunulmektedir [29-31].

Mannozidaz

ERAD

Poliubikditin

Proteozom

Sekil 2.11. ERAD mekanizmasi ile proteozoma yonlendirme ([3] numarali

kaynaktan degistirilerek alinmistir).

Re-translokasyon tamamlandiktan sonra ERAD substratlari serin/treonin
rezidularindan ubikltinlenir. Ubikitinasyon ERAD substratlarinin proteozoma
etkili bir sekilde ulagmasi icin sitozolde gergeklesir. Ubikutinasyon p97°nin gesitli
ERAD bilesenleriyle ve ubikutinasyon zinciri baglayicilariyla etkilesim kurmasiyla
saglanir. Ubikatinlenmis proteinler HR23A/B ve Ubiquilin-1 tasiyicilariyla

proteozoma taginir ve degrade edilir [32].
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Katlanma, biyolojik aktivitelerin regllasyonu ve hedef proteinlerin farkh
lokalizasyonlara taginmasi agisindan dnemli mekanizmalardir. Yanlis katlanmig
proteinler kontrol mekanizmalarindan kacabilir ve bu durum bir¢ok hastalikla
iliskilendirilmistir. ilk grupta, nokta mutasyonlarindan kaynaklanan ve protein
fonksiyon kaybina yol acan hastaliklar mevcuttur. Bu bozuk proteinlerin toksik
agregatlar olusturmasiyla ortaya c¢ikan hastaliklar ise ikinci gruba dahildir.
Proteinlerin yanlis katlanmasiyla iligkili hastaliklar, kalitsal bir mutasyon sonucu
veya yaglanmadan kaynaklanan protein homeostasisinin bozulmasi sonucu
ortaya cikabilir [1, 2]. Kalitsal Diabetes insipidus, yukarida behsedildigi gibi,
mutasyon sonucu yanhg katlanmig proteinlerin sebep oldugu hastaliklardan
biridir.

2.3. Diabetes insipidus

Diabetes insipidus (Dl), asiri miktarda idrar olusumu (poliltri) ve asiri miktarda
susama (polidipsi) ile karakterize olmus bir hastaliktir. Hastalik her yasta ortaya
cikabilir ve yayillimi erkekler ve kadinlar arasinda benzerdir. Kesin yayginlik
verileri bulunmamasina ragmen edinilmis DI tipleri, kalitsal DI tiplerinden daha
yaygindir. Sebeplerine gore gestasyonel DI, primer polidipsi, Nefrojenik DI (NDI)
ve Santral DI (CDI) olmak Uzere siniflara ayrilir. Sonug¢ olarak hastaligin tim
tiplerinde bobrek, idrari konsantre edemez. DI hastalari glinde yaklasik 3-20 litre
arasi idrar olugturabilir ve surekli su alimina ihtiya¢ duyabilir. Hipotonik idrar
¢ikisina bagh hiponatremi durumu ise 6lume varan sonuglara yol agabilir. Bu
nedenle vicuttaki su dengesinin korunmasi ve bu dengeye etki eden

mekanizmalarin aydinlatiimasi blyik 6nem tasimaktadir [33-35].

Vazopressin hormonu (AVP) veya antidiiretik hormon (ADH) ise basitce
vucuttaki su dengesinin kontroltiinde ve iligkili hastaliklarda buyuk rolt olan dokuz
amino asitlik bir peptid hormondur. Hipotalamusta sentezlenir ve noérohipofiz
bolgesinde depo edilir.  Preprohormon olarak sentezlenen AVP
(preprovazopressin), yapisinda sinyal peptidi, norofizin 1l (NPII) ve glikoprotein
icerir. Hormonun olgunlagsmasi sirasinda ER’e girisinden sonra sinyal peptidi

kesilir ve katlanma sureci gergeklesir. Olgunlasma tamamlandiktan sonra AVP
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NPII'den ayrilir ve salgi grandlleri igerisinde salgilanma igin sinaps yakininda

muhafaza edilir [36].

Vazopressin, vucuttaki su dengesini saglayacak Ug ana etkiye sahiptir. Bunlardan
ilki, distal tUbdllerin ve nefronlardaki toplama tubdllerinin suya gegirgenligini
artirmasiyla ve suyun yeniden emilmesini saglamasiyla gergeklesir. Bu islevi bir
dizi uyarici sayesinde toplama kanalindaki epitel hicrelerin apikal membranina
aquaporin 2 su kanali proteinlerinin (AQP2) yerlesmesini saglayarak
gerceklestirir. ikinci etki, toplama kanalinin papiller kisminin tireye gegirgenligini
artirarak Urenin geri emilimini saglar ve suyun geri emilimi ile artan
konsantrasyonu dusurir. Uglincli etki, Na*-K*-2Cl" pompasinin aktivitesini

artirarak Henle kulbunun ¢ikan kolunda sodyum geri emilimini artirir [37].

Dehidrasyon sonucu plazma ozmolalitesindeki artis, vazopressin saliniminin ana
uyaranidir ve su dengesi bu ozmolalite degisimleri ile saglanir. Vazopressin igin
diger uyaranlar ise kan dolagsim hacmindeki dusus ve stres durumlaridir [38].
Plazma ozmolalitesi fizyolojik bir esigin tGzerindeki seviyelere yukseldiginde (cogu
insanda kilogram su basina 290-295 mOsm), nérohipofizdeki vazopressinerjik
sinir uglarindan vazopressin hormonu salinimi artar. Yiksek ozmolalite,
susamay! da tetikler. Bu uyaranlar sonucu salgilanan vazopressin, bobrekteki
reseptorlere baglanir ve filtrelenmis suyun blyuk bir kismi kan dolasimina geri
doéner [39].

Vazopressinin  bahsedilen etkileri ortaya c¢ikaracak biyokimyasal akisi
gergeklestirmesi igin vazopressin reseptoruyle etkilesime girmesi gerekir. Bu
etkilesimin gerceklesebilecegi U¢ tip reseptor tipi vardir. Vl1a, V1lb ve V2
(AVPR1a, AVPR1b ve AVPR2) olarak adlandirilan bu vazopressin reseptoérler G
protein bagl reseptor (GPCR) ailesinin Uyeleridir. Bu reseptorler, tipik
heptahelikal GPCR yapisi gosterirler (Sekil 2.12) [37].
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GPCR'ler, 151k, koku, hormon ve blyume faktorleri gibi birgok uyarana yanit veren
genis bir reseptor ailesidir. Alfa sarmal yapisinda yedi transmembran igeren bir
integral membran proteinidir (Sekil 2.12). G proteinleri ise bu reseptorun sinyal
iletimindeki 6ncu gorevlilerdir. G proteinleri, a, B ve y alt birimlerinden olusur.
Bilinen 20 a, 5 B ve 13 y alt birim tanimlanmistir. Ga alt birimi, Gas, Gai, Gaq ve
Gai2 olmak Uzere kendi icinde dort farkli gruba sahiptir. Reseptdr ligandi
tarafindan aktive edildikten sonra GDP (guanozin difosfat), GTP (guanozin
trifosfat) ile yer degistirir ve birbirine sikica bagli olan heterotrimerik yapidaki G
proteinleri Ga ve GBy olmak Uzere ayrilarak sinyalizasyonu baslatir. GPCR sinyal

iletiminde yer alan farkli bir yolagin gérevlileri de arrestinlerdir [40-42].

N-ucu

Sekil 2.12. GPCR yapisi ([40] numaral kaynaktan degistirilerek alinmistir).

GPCR ailesinin tyeleri olan AVP reseptorleri yapisal olarak su 6zelliklere sahiptir
[43]:
- 1. ve 2. hucre digi halkalarinda (ECL) yer alan sistein rezidulari arasinda

disulfit képrust bulunur. Bu kopril, reseptdrin uygun konformasyonda

kalmasina destek olur.

- 7 transmembran domeyninde (TMD) bulunan ligand baglanma bdlgelerine

sahiptir.

- 2. Hucre ici halkasinin (ICL) proksimal bolgesinde aspartat (D)-arjinin (R)-
tirozin/histidin (Y/H) (DRY/H motifi) motifi bulundurur. Bu motifin GPCR
icin hiicre igi sinyalizasyonda ve konformasyonel kararlilikta 6nem tasidigi

dusunulmektedir.
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- TMD bdlgelerindeki prolin rezidulari reseptér katlanmasi ve islenmesi icin

onem tasir.

- TMD7’de reseptor internalizasyonunda ve sinyalizasyonunda gorev alan

Asn-Pro-X-X-Tyr (asparajin-prolin-herhangi bir amino asit-tirozin) bulunur.

- C-ucu domeyninde palmiotillenen ve dérdincu bir ICL olusturan iki bitisik

sistein rezidusu bulunur.

- C-ucu domeyninde G proteiniyle iliskili kinaz (GRK) fosforile serinler
kimesi, reseptor internalizasyonunu ve desensitizasyon oranini kontrol

eder.

AVP’nin V1la reseptorlerine baglanmasi Gg-PLC yolagdini aktive eder ve inositol
3-fosfat (IP3) ve diagilgliserol artisina neden olur. Bu onclller hiicre igi Ca*?
konsantrasyonu artirir ve bunun sonucunda protein kinaz C aktive olur. Protein
kinaz C ise hicre tipine 6zgu proteinleri fosforile ederek bazi spesifik biyolojik
etkilere neden olur. Bunlar; AVP’nin Vl1a reseptoru ile etkilesimi, damar
daralmasi, platelet agregasyonu olaylarini uyarir. Bu etkilerinden dolayr AVP’nin
arteriyal hipertansiyon, kalp yetmezligi ve ateroskleroz patogenezinde etkili
oldugu dustnulmektedir. AVP’nin V1b reseptori ile etkilesimi sonucu ise
adrenokortikotropik hormon (ACTH) salinimi uyarilir ve bu reseptér ACTH
aretiminin arttigi timaorlerde dnemli bir belirtegtir. Ayrica baglanma sonrasi olusan
mitotik etki, AP-1 transkripsiyon faktértiniin ve onun c-fos ve c-jun alt birimlerinin

aktivasyonunu ile gergeklesir [44, 45].

Bobrek toplama kanalindaki hucrelerin bazolateral membranlarinda ise V2
reseptorleri bulunur. AVP’nin V2 reseptérine baglanmasi Gs—adenil siklaz
yolunu aktive eder. Siklik AMP (cAMP) icerigi ve protein kinaz A aktivitesindeki
artis, AQP2’lerin fosforillenmesini saglar ve tetramerler halinde olusan AQP2’leri
iceren vezikullerin apikal membrana yerlesimi gerceklesir. Ayni zamanda bu
vezikillerin endositoz orani, reseptor ile etkilesimin bir sonucu olarak azalir.
Hucre igerisine AQPZ2’lerin olusturdugu su kanallar vasitasiyla su alimini
gerceklestirmis olur. Su alimi ile denge saglandiginda sinyal iletimi durur ve

AQP2’ler membrandan endositoz araciligiyla uzaklastirilir. Hicreye alinan suyun
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kan dolagsimina ge¢gmesi ise bazolateral membranda bulunan AQP3 ve AQP4 su
kanallari ile gerceklesir (Sekil 2.13) [37, 45].

Apikal membran Bazolateral membran

- %
“AVPR2

"9 =0
- T

Sekil 2.13. Bobrek toplama hicrelerinde gergeklesen su geri emilim

sinyalizasyonu ([46] numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir).

Su dengesinde rol alan bu molekillerdeki eksiklik ve/veya sinyal iletimindeki
aksakliklar, hamilelik, psikolojik veya fizyolojik rahatsizliklar ve/veya kullanilan
ilaclarin yan etkileri DI'ya neden olabilir. Hastaligin tipleri ise su dengesini bozan

etmenlere gore siniflandiriimigtir. Temel olarak 4 tip DI vardir:

1- Gestasyonel DI

2- Primer Polidipsi

w
1

Nefrojenik DI

™

Santral DI
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2.3.1. Gestasyonel DI

Gestasyonal DI, sadece gebelerde gorulen, vazopressin dolagimindaki
aksakliktan kaynaklanan bir DI tarudur. 30.000 gebede 1 gorulen bir hastaliktir.
1942 yilinda Blotner ve Kunkel tarafindan yapilan g¢alismada gebelik sirasinda
gorulen DI olarak ilk kez onerilmistir [47]. Yapilan ¢alisma sonucu hastaligin,
vakalardaki vazopressin seviyesindeki ve fonksiyonundaki degisikliklerden
kaynaklandigl Onerilmigtir. Daha sonra yapilan birgok c¢alismada gebelik
doneminde gorulen DI vakalarinin gesitli nedenleri oldugu ortaya koyulmustur.
Gebelik doneminde gorulen ve gegici olan gestasyonel DI'nin plasentadaki
vazopressinaz enzimi uretiminin agiri artisindan kaynaklandigi disunulmektedir.
Bu durum da, annenin dehidrasyon ve hipernatremi riski altinda olmasina neden
olur. Bu nedenle hamilelik sirasinda gézlemlenen DI semptomlarini tanimlamak,

degerlendirmek ve ¢b6zum saglamak buyuk onem tagimaktadir [48, 49].

2.3.2. Primer Polidipsi

Primer polidipsi, duzglin isleyen bir AVP salgilanmasina ve antiditretik renal
tepkilere ragmen asiri sivi alimindan dolay: poliuri gorulen bir DI tipidir. Hastalik
iki alt tipe sahiptir. Primer polidipsinin psikojenik olarak adlandinlan alt tipi,
norogelisimsel (otizm ve zihinsel engel gibi) veya psikotik (sizofreni ve bipolar
bozukluk gibi) bozukluklara sahip hastalarda gérilir. Ozellikle kronik sizofreni
hastalari primer polidipsi vakalarinin yaklasik %20’sini olusturmaktadir. Psikotik
bozukluga sahip primer polidipsi hastalari nadiren susuzluktan sikayet ederler ve
asin su tuketiminin kendilerini daha iyi hissettirdigini ve anksiyetelerini azalttigini
ifade ederler. Primer polidipsinin dipsojenik DI olarak adlandirilan diger bir alt tipi
ise artan susuzluk hissi ile iligskilendirilir. Fakat susuzluk hissinin artmasi,
psikolojik faktorlerden degil hipotalamusta yer alan susuzluk merkezindeki
kusurlardan kaynaklanmaktadir [50-52].

2.3.3. Nefrojenik DI

NDI, vazopressinin V2 reseptort (AVPR2) ile baglanmasi sonucu olusacak yanit

surecinin aksamasindan kaynaklanmaktadir. AVP salinnminda sorun
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olmamasina ragmen AVP’nin AVPR2 ile baglandiginda ortaya c¢ikaracagi
biyokimyasal tepki olusmaz veya yetersiz olugur. Kalitsal tipi, AVPR2 veya AQP2
genlerinde gerceklesen mutasyonlar nedeniyle, edinilmis tipi ise lityum gibi
ilaglarin yan etkileri nedeniyle veya hiperkalsemi gibi elektrolit bozukluklar

nedeniyle ortaya cikar [53].

2.3.3.1. Edinilmig NDI

Edinilmig NDI, kalitsal NDI'dan ¢ok daha yaygindir. Nadiren siddetlidir ve politri
ve polidipsi durumu orta diizeydedir (3-4 L/gun). Edinilmis NDI’'nin baglica nedeni
lityum tedavisidir. Lityum, kisa vadede AQP2 ifadesinin azalmasina, uzun vadede
toplama kanali ana hucrelerinin kaybina neden olur [54, 55]. Lityum tedavisi
bipolar bozukluk, sizoaffektif bozukluk, depresyon, alkolizm ve kime bas agrilar
tedavisinde kullaniimaktadir. Lityum tedavisinin kesilmesi NDI semptomlarini
giderebilir fakat tercih edilmez. Cunkl ilacin psikiyatrik bozukluk UGzerindeki

olumlu etkileri, neden oldugu olumsuz etkilerinden daha agir basar [56, 57].

Edinilmis NDI'nin diger bir nedeni de hiperkalsemi, hiperkalsiliri ve obstruktif
uropati olarak adlandirilan, c¢esitli nedenlerle gerceklesebilen idrar yolu
tikanikh@idir. Obstruktif Gropatisi olan hastalarda, hidrostatik basing etkisiyle
AQP2 ifadesi baskilanabilir. Hiperkalsemi ve hiperkalsitri gibi elektrolit
bozukluklarina bagl olarak AQP2’nin otofajik degradasyonu indiklenebilir. Bu
gibi sebepler edinilmis gecici NDI semptomlarinin olusmasina neden olmaktadir
[56].

2.3.3.2. Kalitsal NDI

Kalitsal NDI ilk olarak 1950 yilinda birkag erkek hastada cinsiyete bagimli ve
kalitsal olarak tanimlanmigtir [58]. Daha sonra hastaligin X kromozomu (Xq28)
uzerinde bulunun AVPR2 genindeki mutasyonlardan kaynaklandidi bulunmustur.
X’e bagh kalitim modeline sahip oldugu ic¢in hastalarin ¢ogu erkektir. AVPR2
proteinin 371 amino asitlik kodlanan DNA’sinda gergeklesen bir mutasyon, farkl
semptomlarda gozlemlenebilen bu hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olur. Yeni
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doganlarda ve gocuklarda bu genetik hastaligin teshis edilmesi, hafif formlarinda
biyime geriligi olarak ortaya c¢ilksa da agir formlarinda &limle

sonuglanabildiginden dolayi zorlasir [33, 59, 60].

AVPR2 genindeki mutasyonlar, fonksiyonlarina gore siniflara ayrilmigtir. 1. tip
mutasyona sahip AVPR2 proteini hicre yluzeyine ulagir fakat ligand baglanmasi
gerceklesemedigi igin cAMP dretimi induklenemez. Hucre yuzeyindeki mutant
AVPRZ’lerin fonksiyonu, baglanma afinitesi analizleriyle veya immunofloresan
analizlerle belirlenebilir. En ¢ok gorllen, 2. tip mutasyona sahip AVPR2, sorunlu
bir hicre ici tagsinmaya sahiptir. Bu tip mutasyonlarda protein glikozillenir fakat
glikozil uzaklastirilarak gerceklesen olgunlagsma evresi meydana gelmez.
Genellikle salgi proteinlerinin, integral membran proteinlerinin ya da ER veya
Golgi aygiti gibi kompartimanlara hedeflenen enzimlerin katlanmasini etkileyen
mutasyonlar, direkt olarak fonksiyon kaybina neden olurlar ¢tinkli olusan mutant
proteinler varig noktalarina ulasamazlar. Bu nedenle mutasyon iceren AVPR2
gorev gorecegi hucre membranina ulasamaz ve Golgi aygiti dncesi bir sekresyon
yolaginda takih kalir. 3. tip mutasyona sahip AVPRZ2ler basarisiz bir
transkripsiyon gecirir ve bu durum, hizli bozulan kararsiz mRNA’lara yol acar. Bu

tip mutasyonlar nadir gérulmektedir [61].

Mutant AVPR2, AVP mutantlarinda oldugu gibi toksik bir agregat olusturma
egiliminde degildir. Daha c¢ok yanls katlanmis polipeptidin hizli bir gsekilde
degrade oldugu dusunulmektedir ¢linkd AVPR2’nin ifade edildigi toplama
kanalinin ana hicrelerinde diger 6nemli islevler tamamen normal gergeklesir. Bu
hicrelerde epitelyal sodyum kanali ifade edilir. Bu kanalin azalmig fonksiyonu ise
sodyum kaybetmeye neden olmaktadir fakat AVPR2 mutasyonlarina sahip

hastalarda bu durum gozlemlenmemigtir [62].

Human Gene Mutation Database’e (HGMD) gore AVPR2 geninde 287 mutasyon
tanimlanmistir ~ (The  Human  Gene  Mutation Database, HGMD,
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=AVPR2, Erisim tarihi: 17.08.2020).

Tanimlanan bu mutasyonlarin buydk bir kismi farkli sekillerde etkisini gosteren
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yanlis anlamli mutasyonlardir. Buna ek olarak delesyon ve insersiyonun neden
oldugu cerceve kaymasi yaklasik %24, anlamsiz mutasyonlar yaklasik %9,
bluyuk delesyonlar yaklasik %11, cerceve ici delesyon veya insersiyonlar yaklagik
%4 ve kirpilma bolgesi mutasyonlari yaklasik %2 oranindadir. Mutasyonlar genel
anlamda reseptdrin tim etki alanlarinda goriimustir fakat mutasyona en ¢ok

rastlanan bdlgeler transmembran domeynlerdir [53, 62].

Kahtsal NDI, %90 oranla X kromozomu (Xq28) uzerinde bulunun AVPR2
genindeki mutasyonlardan kaynaklidir. Geriye kalan %10’luk oranda ise
otozomal dominant veya otozomal resesif kalitimh olarak, 12913 bdlgesinde
bulunan AQP2 genindeki mutasyonlar bu hastaliga neden olur. AQP2 genindeki
mutasyonlardan kaynaklanan NDI, ilk olarak hem erkek hem de kadin bireylerde
ciddi poliurik semptomlar gosteren, reseptorun sinyal iletimi asamasinda deqil
(cAMP Uretimi), daha sonrasinda defekti olan, X'e bagli olmayan bir NDI formu

olarak onerilmigtir [61].

Tespit edilen AQP2 mutasyonlarinin gcogu, otozomal resesif NDI'ya neden olan
anlamsiz ya da yanlis anlamh mutasyonlardir. Bazi AQP2 mutasyonlari,
membrana yanlis yerlesen fakat fonksiyonel akuaporin 2 su kanallar ifade
edilmesine neden olurken, bazi mutasyonlar ise ERAD’a yonlendirilen ciddi
sekilde yanlis katlanmis proteinlerle sonuglanir. AQP2’nin C-ucundaki
mutasyonlar ise otozomal dominant karakterde NDI'ya neden olur. Bu bdlgede
gergeklesen mutasyonlar genellikle katlanma yapisi etkilemez fakat hicre igi
tasima icin kritiktir. Bu nedenle karboksil ucunda meydana gelen mutasyonlarin,
heterotetramer yapisindaki AQP2’lerin Golgi aygitinda tutulmasina neden oldugu
ve hucre membranina tasinamamasindan dolayr dominant karakter gosterdigi
dusunulmektedir [63, 64].

2.3.4. Santral DI

CDI, vazopressin uretimindeki veya salgilanmasindaki aksamadan kaynaklanir.

Cinsiyet ve yas fark etmeksizin ortaya ¢ikmaktadir ve en yaygin goérulen Dl tipidir.
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Bu aksama mutasyon sonucu kalitsal olarak veya tumor gibi rahatsizliklardan
dolayi edinilmig olarak meydana gelebilir. AVP eksikligi sonucu, hastalarda politri
ve polidipsi gibi klasik DI semptomlari meydana gelir. Nadiren kaltsaldir ve
yaklasik 25.000 kiside 1 gorulur. Kalitsal olan CDI ayni zamanda nérohipofizal DI
olarak da isimlendirilir ve X'e bagh c¢ekinik, otozomal dominant veya otozomal

resesif olarak aktarilir [65, 66].

2.3.4.1. Edinilmig CDI

Edinilmis CDI tipleri travma, timoér, inflamasyon veya vaskuler hastaliklara bagh
olabilir. Genellikle, dolagimdaki vazopressinin tamamen veya kismen eksikligi,
ndrohipofizin travmatik veya patolojik durumundan kaynaklidir. CDI'nin en ¢ok
karsilasilan nedeni, AVP noéron sistemine zarar veren merkezi sinir sistemi
tumorleridir. Ayni sekilde bu bdlgelerde gerceklestirilen cerrahi islemler de DI
semptomlarina neden olmaktadir. DI hastaliginin ortaya c¢ikmasi igin,
hipotalamusta AVP Uretimi gorevini Ustlenen magnoselller hicrelerde %80-90
oraninda kayip yasanmasi gerekmektedir. AVP’nin salinimini regule eden
ozmoreseptorlerdeki tahribat da ediniimis CDlI'ya neden olur. Edinilmis CDI
idiyopatik olarak da goérulmektedir. Bu hastalar genelde yaralanma veya hastalik
gecmisine sahip degillerdir. Yapilan arastirmalar sonucunda, idiyopatik edinilmis
CDI hastaliginin, nérohipofizin otoimmun yikimindan dolayr meydana geldigi
Onerilmektedir [63, 67, 68].

2.3.4.2. Kalitsal CDI

Ailesel norohipofizal DI olarak da adlandirilan kalitsal CDI, DI vakalarinin
%10’undan daha azini olusturur. AVP, WFS1 (wolframin kodlar) ve PCSK1 (pro-
protein konvertaz substilin/kexin tip 1 kodlar) genlerindeki mutasyonlardan
kaynaklanir. PCSK1, hipotalamik ve sindirim hormonlarinin islenmesinde rol
oynar ve bu bdlgede gerceklesen mutasyonlara sahip hastalari yaklasik %80’i

santral DI semptomlari gosterir [63, 69].
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Otozomal dominant olarak aktarilan kalitsal CDI, AVP’nin kopeptin kisimlari
disinda meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanir. Tanimlanmis 70’ten fazla
mutasyon, otozomal dominant kalitsal CDI ile iligkilendirilmistir. Mutasyona sahip
heterozigot bebekler dogumda sagliklidir. Fakat mutasyonun yerine gore
hastaligin baslangic zamani degisiklik gosterir. Sinyal peptidinde mutasyona
sahip bireylerde daha ge¢ yasta (gen¢ eriskinlik) semptomlar meydana
gelmesine ragmen, AVP tasiyici NPI'de mutasyona sahip bireylerde
semptomlarin ortaya c¢ikmasi daha erken olur. Mevcut arastirmalar, olusan
mutant proteinlerin magnoseliler néronlarin ER’de tutuldugunu gostermektedir
[70].

Otozomal resesif kahtim gosteren CDI, AVP’deki veya diger genlerdeki
mutasyonlarin neden oldugu nadir bir tiptir. Klinik fenotipi otozomal dominant
karakterdeki CDI’dan farklilk gosterir. En yaygin formu, Wolfram sendromuna da

sebep olan WFS1 genindeki mutasyonlardan kaynaklanir [63].

X’e bagh cekinik kalitim gosteren CDI ise santral DI fenotipi gésteren bir cocukta
tanimlanmistir. Xg28 bélgesinde oldugu disundlmektedir fakat sorumlu gen veya

genler henuz tanimlanmamigtir [71].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Yapilan tez galismasinda, NDI hastaligina neden oldugu belirlenen AVPR2
geninde grubumuz tarafindan tanimlanan G12E, H80Y, V88M, V88L, R106C,
V215M ve L219P mutasyonlarinin reseptor proteininin  olgunlagsmasi
karakterizasyonu ve ifade edilen reseptor proteinlerinin yari 6murlerinin
belirlenmesi amaclanmistir. Bu baglamda gergeklestirilen deneysel surecin
sonunda elde edilen sonuglarin, hastaligin tedavisinde etkili olabilecek tedavi
yontemleri arastirmalarina isik tutmasi ve deney surecinin DI gibi diger metabolik

hastaliklar icin model teskil etmesi hedeflenmektedir.

Bu amag¢ dogrultusunda,
- AVPR2 geninde tanimlanan H80Y, V88L, V215M ve L219P mutasyonlari,
yabanil tip AVPR2 dizisini igeren ifade vektorleri kullanilarak site-directed

mutagenez yontemi ile olusturulmustur.

- G12E, V88M ve R106C AVPR2 mutant dizilerini iceren ifade vektorleri ise
TUBITAK SBAG 216S304 ve Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Projeleri Koordinasyon Birimi FBA-2017-14395 Nolu projeler kapsaminda
olusturulmus olup bu vektorler DNA dizi analizi kontrol ¢alismalarina dahil

edilmigtir.

- Olusturulan mutant AVPR2 dizilerini iceren ifade vektorleri DNA dizileme

ile kontrol edilmistir.

- Mutant ve yabanil tip AVPR2 ifade vektorleri kullanilarak COS-7 hucreleri

gegici olarak transfekte edilmistir.

- Daha sonra, mutant ve yabanil tip AVPR2’leri gegici olarak ifade eden

COS-7 hucrelerinden protein izolasyonu yapilimistir.
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- Elde edilen yabanil tip ve mutant protein &rneklerinin olgunlasma
durumlari deglikozilasyon analizi ile; yari dmur durumlari ise siklohekzimid

analizi ile belirlenmisgtir.

- Siklohekzimid ve deglikozilasyon analizleri sonrasi, protein &6rnekleri

western blot teknigi ile incelenmisgtir.

- Elde edilen sonuglarin hesaplanmasi ve istatistiksel analizi, Image Lab
Software Version 6.1. ve GraphPad Prism 6 Software programlari

kullanilarak gergeklegtiriimistir.

3.1. Site-directed Mutagenez Yontemi ile Mutant AVPR2’leri igeren ifade

Vektorlerinin Olusturulmasi

Site-directed mutagenez, bir plazmid vektorl icindeki dizinin polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yontemi ile mutasyona ugratiimasina dayanan bir genetik
manipulasyon yontemidir. Bu teknik ile belirli bir amino asidin protein yapisi ve
islevine etkisini incelemek mimkunduir [72]. Tez kapsaminda olgunlasma ve
stabilite karakterizasyonu yapilan G12E, V88M ve R106C mutasyonlari icin
grubumuz tarafindan TUBITAK SBAG 216S304 ve Hacettepe Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Projeleri Koordinasyon Birimi FBA-2017-14395 Nolu
projeler kapsaminda olusturulmus olan ifade vektorleri kullaniimistir [73]. H80Y,
V88L, V215M ve L219P mutantlar icin asagida yer alan ydntemlerle ifade

vektorleri olusturulmustur.

3.1.1. PZR ile Mutant AVPR2 Dizilerinin Elde Edilmesi

ilk basamak ise PZR ile mutasyonun olusturulmasidir. Bilinen mutasyonlara ait
amino asit degisimi, mutasyona ait amino asit degisimini barindiran mismatch
primerler ile saglanir. Fakat bu primerler ile mutasyon olusturmak igin iki ayri PZR
reaksiyonu gereklidir. Bu nedenle AVPR2 dizisi ikiye bolliinmls olur. Ornegin,
H80Y mutasyonu igin olusturulan ilk PZR Grand, Cozak-HA ileri ve H80Y geri
primerleri ile, ikinci PZR Uranu ise H8O0Y ileri ve -FLAG geri primerleri ile
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olusturulur. Mutasyon olusturmak igin yapilan bu ayri iki reaksiyon drtnu, bir
sonraki asamada butln bir AVPR2 dizisini olusturmak tzere Cozak-HA ileri ve
pL-FLAG geri primerleri ile reaksiyon olusturularak kullanilir. ilgili mutasyona gére
tasarlanmis ileri ve geri primerler ve uygulanan PZR protokolu Cizelge 3.1.1.1 ve

3.1.1.2°de verilmisgtir.

Cizelge 3.1.1.1 Mutasyonlar olusturmak icin kullanilan primerler (F: ileri primer,

R: geri primer).

Primer adi Primer dizisi

Kozak-HA univ-F: 5’-ccaccATGTACCCCTACGACGTC-3’
H80Y-F: 5-TCTTCATTGGCIACTTGTGCCTGGC-3
H80Y-R: 5-GCCAGGCACAAGTaGCCAATGAAGA-3’
V88L-F: 5-GCCGACCTGGCCITGGCTCTGTTCC-3’
V88L-R: 5-GGAACAGAGCCAaGGCCAGGTCGGC-3’
V215M-F: 5-TGATGGTGTTCaTGGCACCTACCC-3’
V215M-R: 5-GGGTAGGTGCCAtGAACACCATCA-3’
L219P-F: 5-TGGCACCTACCCcGGGTATCGCCGC-3'
L219P-R: 5-GCGGCGATACCCgGGGTAGGTGCCA-3
pL-FLAG-R: 5-TCATGTCTGGATCCACTAGTTCActtatcgtcatcgtc-3’

Cizelge 3.1.1.2. PZR igerigi ve reaksiyon kosulu.

Reaksiyon Igerigi Reaksiyon Kosulu

200ng/pl DNA (Yabanil Tip 2l 96°C 3 dakika

AVPR?2 igeren plazmid DNA) 94°C 45 saniye -
10X PZR Tamponu 5ul 60°C 45 saniye ;gz:
2,5mM dNTP 2l 720G 1 dakika =
5M Betain 2,5ul 72°C 10 dakika

10mM lleri Primer 1l 10°C i

10mM Geri Primer 1ul

Tag DNA Polimeraz 0,5ul

dH20 36ul

Son Hacim 50pl
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Yapilan ilk PZR sonrasi elde edilen iki ayri ran, tum parcayi kapsayacak bas ve
son primerler ile (Cozak-HA ileri ve pL-FLAG geri) ikinci bir reaksiyona koyulur.
Yapilan ikinci fUzyon reaksiyonu sonucu mutasyonlari iceren butin bir AVPR2
dizisi elde edilmis olur. Uygulanan fuzyon PZR protokolu ve reaksiyon kosullari
Cizelge 3.1.1.3’de belirtilmistir.

Cizelge  3.1.1.3. Flzyon PZR igerigi ve reaksiyon  kosulu.

Reaksiyon Icerigi Reaksiyon Kosulu

2X Phusion High-Fidelity 25l 98°C 30 saniye

Master Mix (Thermo Fisher .
98°C 10 saniye

Scientific) ®
60°C 30 saniye s

10 uM Cozak-HA F 1ul 2
72°C 1 dakika <

10 uM pL-FLAG R Tl
72°C 10 dakika

DMSO(%100) 1,5ul

) 10°C o0

PZR Uriind 1 2ul

PZR Uriini 2 2ul

dH20 17,5ul

Son Hacim 50pl

3.1.2. Mutant AVPR2 Dizilerinin ve Vektorin Restriksiyon Enzimleri ile

Kesimi ve Ligasyon

N ucu HA isaretli, C ucu FLAG isaretli, ilgili mutasyonu iceren AVPR2 dizilerini,
pLV2R plazmidi igerisine aktarmak igin mutant PZR Urunleri ve pLV2R vektoru
Aatll ve Spel enzimleri ile 1 saat boyunca 37°C’de kesilmigtir. Ardindan, oda
Isisinda 15 dakika boyunca ligasyona tabi tutulmuslardir. Gergeklestirilen enzim

kesimi ve ligasyon reaksiyonlari Cizelge 3.1.2.1 ve 3.1.2.2°de verilmigtir.
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Cizelge 3.1.2.1. pLV2R ve mutant AVPR2 DNA’lari igin enzim kesimi igerikleri

pLV2R igin Restriksiyon Kesim Reaksiyonu Mutant AVPR2 DNA’lari [gin Restriksiyon
icerigi Kesim Reaksiyonu Igerigi
400ng/ul DNA (Yabanil Tip 7ul Fiizyon PZR Uriinii 43l

AVPR2 i | id DNA
ieeren plazm ) 10x Cut Smart Tampon (NEB) 5l

10x Cut Smart Tampon (NEB) 5l

5U/ul Aatll 1ul
5U/ul Aatll 1l
H H 5U/ul Spel m
5U/ul Spel 1l
Wi =>pe H Son Hacim 50ul

1U/pl FAST Alkalin Fosfataz 1yl
dH20 354l

Son Hacim 50ul

Cizelge 3.1.2.2. Ligasyon reaksiyonu igerigi

Ligasyon Reaksiyonu igerigi

Vektor (Yabanil Tip Kesim Uriinii) 1yl

Insert (Mutant DNA Kesim Uriinii) 16l

10X T4 DNA Ligaz Tamponu 2l
5U/pl T4 DNA Ligaz 1ul
Son Hacim 20l

3.2. Mutant AVPR2 Dizisini iceren ifade Vektorlerinin Kompetan Hiicreye (E.

coli DH5a) Transformasyonu

- Ligasyon Grand, 100yl E. coli DH5a kompetan hicre igerisine aktarilir.

- Buz Uzerinde 30 dakika inkube edilir.

- 42°C’de 45 saniye boyunca isI sokuna ugratilir.

- Tekrar buz Uzerine alinarak 2 dakika inkube edilir.

- 250u1 SOC (Super Optimal Broth) besiyeri eklenir.

- 37 °C’lik galkalamali etlivde 1 saat inktbe edilir.

- Ornegin tamami ampisilin igeren LB (Luria-Bertani) agar plaga ekilir ve
37°C’lik etivde gece boyu inkibasyona birakilir. Ampisilin igermesinin
nedeni, ifade vektériinde ampicilin direng geni bulunmasidir. ifade

vektorunu igine alan bakteri hucresi bu sekilde segilmisg olur.
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3.3. Elde Edilen Kolonilerden ifade Vektorlerini iceren Plazmid DNA

izolasyonu

inkiibasyon sonrasi elde edilen koloniler, 3ml LB sivi besiyerine ekilir ve 37°C’lik

etivde gece boyu inkubasyona birakilir. Elde edilen bakteri kulturinden,

Promega PureYield™ Plazmit DNA izolasyon Kiti ile DNA izolasyonu yapilmigtir.

Ureticinin 6nerdigi protokol uygulanmistir.

Lizat Olusturma ve Plazmit DNA’nin Baglanmasi

Elde edilen bakteri kilttirt 5 dakika boyunca 13.000 rpm’de santrifllj edilerek
pelet elde edilir.

250ul hicre re-suspansiyon soltisyonu eklenir ve pelet stispanse edilir.
250pl1 hdcre lizis solusyonu eklenir. Tupler 4 kere alt Ust edilir.

10pl alkalin proteaz sollUsyonu eklenir. Tupler 4 kere alt Ust edilir.

5 dakika oda isisinda inkuibasyona birakilir.

350yl ndtralizasyon sollsyonu eklenir. Tupler 4 kere alt Ust edilir.

Oda isisinda 14.000 rpm’de 10 dakika boyunca santriflj edilir.

Spin kolon toplama tipune yerlestirilir.

Lizat spin kolona aktarilir.

Oda 1sisinda 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifuj edilir.

Suzunta atilir.

Yikama

- 750ul yikama sollisyonu (etanol eklemis) eklenir.

- Oda 1sisinda 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifuj edilir.

- Toplama tupundeki suzunta atilir ve kolon tekrar toplama tupune
yerlestirilir.

- 250pl yikama solusyonu (etanol eklenmig) eklenir.

- Oda 1sisinda 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifuj edilir.

Elisyon

- Kolonda yikama solusyonu kalintisi olmamasina dikkat edilir. Daha sonra
kolon 1,5ml’lik tipe alinir.
- Kolona filtreyi tamamen kaplayacak sekilde 100ul nlkleaz icermeyen steril

su eklenir. Oda i1sisinda 2 dakika boyunca inkube edilir.
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- inkiibasyon sonrasi 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edilir.

- Kolon atilir ve elde edilen DNA, -20°C’de saklanir.

3.4. Elde Edilen ifade Vektorlerinin DNA Dizileme Yoéntemi ile Kontrol

Edilmesi

izole edilen DNA'larin, AVPR2 dizisini kontrol etmek ve istenilen mutasyonun
disinda mutasyon olusup olusmadigini anlamak adina dizilemesi vyapilir.
Dizileme yéntemi olarak Sanger Dizileme tercih edilmigtir. Dizileme ydnteminin
ilk agsamasi, okunmasi istenilen bolgenin PZR reaksiyonu ile ¢ogaltiimasidir.
Yapilan PZR reaksiyonu icerigi ve kosullar Cizelge 3.1.1.3.'te gosterilmigtir.
Daha sonra elde edilen PZR Urlnleri PZR pdurifikasyonu ile purifiye edilir ve
purifiye edilmis PZR Urlnleri, sekans reaksiyonuna alinir. PZR purifikasyonu ve
sekans reaksiyonu icin kullanilan reaksiyon igerikleri ve donguleri Cizelge 3.4.1.
ve Cizelge 3.4.2.'de belirtildigi gibidir.

Cizelge 3.4.1. PZR purifikasyonu igerigi ve reaksiyon kosullari

PZR Piirifikasyonu igerigi PZR Pirrifikasyonu Reaksiyon Kosulu
PZR Uriini 4ul 37°C 20 dakika
Exonuclease | (10 U/pl) 0,4yl 80°C 20 dakika
Shrimp Alkalen Fosfataz (2 U/pl) 0,8yl 95°C 2 dakika

Cizelge 3.4.2. Sekans reaksiyonu igerigi ve reaksiyon kosullari

Sekans Reaksiyonu Sekans Reaksiyonu Kosulu

Pirifiye PZR Uriini 1,54l 96°C 10 saniye
10uM Primer 0,54l 50°C 5 saniye
Big Dye (Thermo Fisher Scientific) 0,6ul 60°C 4 dakika
10X Big Dye Tamponu 0,95ul

dH20 6,454l

Son Hacim 10ul
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Sekans reaksiyonu igin BigDye ™ Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo
Fisher Scientific) kullaniimistir. Sekans reaksiyonu tamamlandiktan sonra
reaksiyon Urunleri sekans purifikasyonu iglemine alinir. Sekans purifikasyonu igin

kullanilan yontem asagida sirali olarak verilmistir.

- Sekans reaksiyonu sonunda elde edilen Urlne, 2ul 3M sodyum asetat ve
50ul %100°luk soguk etanol eklenir ve iyice karistirilir. Karigim 1,5 ml’lik

tipe alinir.
- 20 dakika -20°C’de inkiibasyona birakilir.

- inkiibasyon sonrasi 20 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilir. Orneklerin

santrifije koyulma sekli dGnemlidir gunkU santriflj sonrasi pelet goralmez.
- Ust faz dikkatlice uzaklastirilir.

- 250pl %70’lik soguk etanol eklenir ve 5 dakika boyunca 13.000 rpm’de

santrifdj edilir.
- Ust faz dikkatlice uzaklastirihr.

- Peletler, etanol ortamdan tamamen uzaklasana kadar oda sicakliginda

kurutulur.

- Etanolin tamamen ortamdan uzaklastigina emin olduktan sonra 20pl

formamid eklenir. Daha sonra vortekslenir ve spin edilir.

- Ornekler sekans tiplerine alinir ve 94°C’de 4 dakika boyunca denatire

edilir.

- Denatirasyon sonrasi -20°C’de 3 dakika inkiibe edilir. inkiibasyon siiresini

tamamlamis drnekler sekans cihazina yuklenmek i¢in hazirdir.

Elde edilen Grunleri dizilemek icin yuritme islemi, Applied Biosystems 3500
Series Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) kapiller elektroforez

sisteminde yapilmistir.
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3.5. COS-7 Hiicre Hattinin Uretimi

COS-7 (ATCC® CRL-1651™), maymun (Cercopithecus aethiops) bdbrek
dokusundan alinmis, fibroblast morfolojisine sahip, yizeye tutunan (adherent) bir
hicre hattidir. COS kisaltmasi, orijini CV-1 hicresi olan ve SV-40 genetik
materyali tagiyan anlamina gelmektedir. YUksek oranda transfeksiyon etkinligi ve
hicre buyume basarisi, hicre Uzerinde yapilan modifikasyonlarin sonucudur. Bu
Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle AVPR2 protein fonksiyonu calismalarinda

yaygin olarak kullanilan bir hiicre hattidir.

COS-7 hicre hatti icin kullanilan temel besiyeri, %10 FBS (fetal bovine serum),
100 U/ml penisilin ve 100 ug/ml streptomisin iceren DMEM’dir (Dulbecco’s
Moddified Eagle’s Medium). %5 CO: igceren 37°C’lik etivde 3 gin boyunca

inkUbe edilerek uretilir.

3.5.1. Hiicrelerin Uretilmesi ve Devamlihgi

Kanser hucreleri digindaki hicreler, birbirleriyle temas halinde olduklarinda ve
uremeleri icin yeterli bagka bir alan kalmadiginda kontakt inhibisyon etkisiyle
hicre proliferasyonunu durdurma egilimindelerdir. Bu nedenle hlicre ¢ogaltiimasi
sirasinda hdcrelerin alani kaplama orani (konfluensi) %85-100 arasinda

oldugunda asagida belirtilen pasajlama isleminin yapiimasi gerekmektedir.

- Hucrelerin konfluent olma durumlari 1sik mikroskobunda kontrol edilir

ve yeterli gorullrse protokole baslanir.
- Hucre ortamindaki besiyeri hlicrelere zarar vermeden uzaklastirilir.

- 25cm?lik flask i¢cin 3ml 1X DPBS, (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline) 75cm?lik flask igin 6ml 1X DPBS eklenir ve hiicrelere zarar
vermeden ortamdaki DPBS uzaklastirilarak 6li hlcreler ve besiyeri

artiklar temizlenir.

- 25cm?lik flask icin 0,5ml %0,25 Tripsin-EDTA, 75cm?lik flask igin
1,5ml %0,25 Tripsin-EDTA eklenerek hucrelerin ylizeyden kalkmasi
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saglanir. %0,25 Tripsin-EDTA eklendikten sonra 2 dakika boyunca

37°C’lik etiivde inkiibe edilerek enzimin etkisi artirilir.

- Hicrelerin yiizeyden kalktiklari kontrol edildikten sonra 25cm?’lik flask
icin 4,5ml %10 FBS iceren DMEM, 75cm?lik flask igin 13,5ml %10 FBS
iceren DMEM flaska eklenir ve pipetaj ile hiicre karisimi homojen hale
getirilir.

- Bir sonraki asama igin gereken hucre miktari g6z O6nunde
bulundurularak kullanilacak flask miktari belirlenir. 25cm?lik flask igin
4,5ml %10 FBS iceren DMEM Uzerine 0,5ml hicre karisimindan
eklenir. 75cm?lik flask igin 13,5ml %10 FBS iceren DMEM (izerine
1,5ml hicre karigsimindan eklenir.

- Hazirlanan flasklar 1s1k mikroskobunda kontrol edilerek %5 CO:2 igceren

37°C’lik etiivde inktibasyona birakilir.

3.6. Hiicre Sayimi ve COS-7 Hiicre Hattinin Deney igin Hazirlanmasi

COS-7 huicre hattinin deney icin hazirlanmasi asamasinda 6ncelikle 1ml'deki
hicre sayisi miktari Thoma cami kullanilarak hesaplanmalidir. Elde edilen bu

deger, deneye gore istenilen hicre sayisinin hesaplanmasinda kullanilir.

Yapilacak deneye gore istenilen hlucre sayisi konsantrasyonunu elde etmek igin
hesaplanan miktarlarda sayimi yapilan hucreler ve DMEM (%10 FBS, 100 U/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin eklenmig) suspanse edilir. Hucreler,
siklohekzimid ve deglikozilasyon analizleri icin 200.000 hiicre/kuyu olacak sekilde

12 kuyucuklu plaklara ekilmistir.

3.7. Hazirlanan ifade Vektérlerinin Hiicrelere Transfeksiyonu

Transfeksiyon, 6karyotik bir hiicreye istenilen genetik materyali aktarma igleminin
genel adidir. Viral transduksiyonla, elektroporasyonla veya kimyasal reaktiflerle

transfeksiyon iglemini gergeklestirmek mumkandur.
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12 kuyucuklu plaklara ekilmis olan hcrelerin bir gun inkibasyonu sonrasi,
hiacrelerin  plate yuzeyine esit dagilimi ve ylzeyi kaplama orani 1gik
mikroskobuyla kontrol edilir. Kontrol edilmis hucrelere, olusturulan yabanil ve
mutant ifade vektorleri transfekte edilir. 12 kuyucuklu plak igin optimize edilen
miktarlarda DNA ve transfeksiyon ajani kullanilan transfeksiyon islemi asagida
belirtiimistir. Transfeksiyon etkinligi, yesil floresan proteinini ifade eden vektoérin

(PEGFP), hucreye transfeksiyonu ile kontrol edilmigtir.

21ug DNA, 200ul serumsuz DMEM igerisine eklenir ve iyice pipetaj yapllir.

- DNA-DMEM kansimina 6ul TurboFect Transfection Reagent (Thermo

Scientific™) eklenir ve iyice pipetaj yapilir.
- 20 dakika oda isisinda inkUibasyona birakilir.

- Hazirlanan karigim hucrelerin Uzerine damlalar halinde yavagca dagitilir.
Belirtilen miktarlar 1 kuyu igin gerekli olan miktarlardir. Bu oranlar kullanilarak

deneyler igin belirlenen kuyu sayisina gore transfeksiyon iglemi yapilmistir.

- Hazirlanan kuyucuklu plaklar, %5 CO:2 iceren 37°C’lik etivde inklibasyona

birakilir. Transfeksiyon etkinligi 48-72 saat sonra belirlenebilir.

3.8. Siklohekzimid Analizi ile Yabanil ve Mutant AVPR2 Proteinlerinin Yari

Omriiniin Belirlenmesi

Siklohekzimid, Streptomyces griseus bakterisi tarafindan Uretilen, 6karyotlarda
translasyon inhibitori etkisi gosteren bir antibiyotik tiradir. Protein sentezinin
kontrollu inhibisyonu ve proteinlerin yari dmrinun belirlenmesinde yaygin olarak
kullaniilmaktadir (Sekil3.1). Proteinlerin siklohekzimid ile kontrolli inhibisyonu
sonrasi western blotlama ile bozulma egrileri olusturulur. Elde edilen bozulma
egrileri, aktin, GAPDH veya tubilin gibi her hlicrede stabil ifade edilen proteinlerle
normalize edilir. Tez kapsaminda yari dGmru belirlenmesi istenilen proteinler igin

uygulanan islemler asagida belirtilmistir [5].
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Sekil 3.1. Siklohekzimid analizi ile yari dmur belirleme ([5] numarali kaynaktan

degistirilerek alinmigtir).

3.8.1. Siklohekzimid Uygulamasi

Siklohekzimid analizi icin 12 kuyucuklu plakta hazirlanan ve transfeksiyon
uygulamasi yapilan hicrelerin transfeksiyon etkinligi kontrol edilir ve

kuyulardaki besiyeri uzaklastirilir.

Siklohekzimid uygulanacak kuyulara 1ml 50uM siklohekzimid iceren DMEM,
kontrol kuyularina ise ayni hacimde siklohekzimid antibiyotiginin ¢ozucusu
olan etanoll iceren DMEM eklenir. 0, 4, 8, 12 ve 24. saat periyotlarina ait tim

kuyucuklu plaklar igin ayni iglem uygulanir.

Kuyucuklu plaklar, %5 CO:2 igeren 37°C’lik etlvde inkubasyona birakilir.
inkiibasyon siiresini tamamlamis kuyucuklu plaktaki hiicrelerden protein

izolasyonu yapllir.

3.8.2. Denatiire Edici Lizis Tamponu ile Protein izolasyonu

Protein izolasyon agsamalari proteaz inhibitorlerinin maliyeti, hlicre pargalanmasi

icin gereken ek asamalar ve protein kaybi gibi sinirlayici faktérlere sahiptir. Bu

nedenle proteaz inhibitdrl icermeyen, hizli, memeli hicreleri igin optimize edilmis

ve blotlama i¢in uygun olan bir protein izolasyon yontemi kullanilmistir [74].
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Yonteme ait uygulanan protokol agagida belirtilmigtir.

inkiibasyon siresi tamamlanmis olan kuyucuklu plaklardan besiyeri

uzaklastirilir. Besiyerinin tamaminin uzaklastiriimasina dikkat edilir.
- Hucrelere zarar vermeyecek sekilde 1 ml soguk PBS eklenir ve geri ¢ekilir.
- Kuyulara 300ul denature edici lizis tamponu eklenir.

Denatlre Edici Lizis Tamponu (pH 6,8) : 0,625M Tris-base

%10 Gliserol

%3 SDS

0,5mM EDTA

%0,1 bromfenol mavisi

%10 2-B merkaptoetanol
(Kullanmadan hemen Once taze olarak

eklenmelidir.)
- Kuyucuklu plaklar buz tzerine alinir.
- Hucreler hizlica kazinir ve santriflj tuplerine aktarilir.
- 99°C’de galkalamali i1s1 blogunda 10 dakika inktbe edilir.

- Inkiibasyon sonrasi érnekler western blotlama icin -20 veya -80°C’de saklanir.

3.9. Deglikozilasyon Analizi ile Yabanil ve Mutant AVPR2 Proteinlerinin

Olgunlagma Karakterizasyonu

Proteinler, translasyon sonrasinda bircok modifikasyon gegirir, katlanir ve
olgunlasir. Glikozilasyon, bu olgunlasma asamalarinin bir pargasidir ve proteinin
nasil bir katlanma hikayesi gecirdigini anlamak ve bu konuda yorum yapabilmek
adina buyuk onem tasir. Bu amagla, bir proteinin glikozilasyon durumunu
incelemek igin glikosidaz enzimleri kullanilir. Tez kapsaminda kullanilan
glikosidazlar, Endo H (endoglikosidaz H) ve PNGase F (peptid N- glikosidaz F)
enzimleridir. Endo H, bazi hibrit oligosakkaritleri ve yuksek mannoz yapilarini N

bagl glikoproteinlerden uzaklastirir. PNGase F ise asparajine bagl olan
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glikanlarin tamamini glikoproteinlerden uzaklastirir. Endo H ve PNGase F enzim

kesimleri igin kullanilan proteinler, diseksiyon tamponu ile izole edilmistir.

6\—@\6
-0 o-m-m-i
oo | -

\
Endo H
Y
PNGase F

A
0-0-B" go-m-m-4A
, \ ¢ "'Jﬁm B1.4 A
0-0-1-0 - "

Sekil 3.2, Endo H

ve PNGase F enzim Kkesim vyerleri
[https://www.promegaconnections.com/endo-h-application-monitoring-protein-
trafficking, ilgili kaynaktan degistirilerek alinmistir].

3.9.1. Diseksiyon Tamponu ile Protein izolasyonu

- Deglikozilasyon analizi i¢in 12 kuyucuklu plaklara hazirlanan ve
transfeksiyon uygulamasi yapilan hicrelerin transfeksiyon etkinligi kontrol
edilir ve kuyulardaki besiyeri uzaklagtirilir.

- Hucrelere zarar vermeyecek sekilde 1 ml soguk PBS eklenir ve geri ¢ekilir.
- Kuyulara 300yl diseksiyon tamponu eklenir.

Diseksiyon Tamponu (pH 7,2);: 300mM Siikroz

25mM imidazol
1mM EDTA

Proteaz inhibitér kokteyli (Sigma-
Aldrich)
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Kuyucuklu plak buz tzerine alinir.

Hucreler hizlica kazinir ve santriflij tiplerine aktarilir.
Hucreler 30 saniye boyunca pipetaj ile homojenize edilir.
Ornekler 3000xg’de 10 dakika boyunca 4°C’de santrifij edilir.
Supernatan yeni tlipe aktarilir.

Quawell Q5000 UV Spektrofotometre (Quawell Technology, Inc) ile

protein konsantrasyon ol¢gumleri gerceklestirilir.

Protein drnekleri, kesim icin -20 veya -80°C’de saklanir.

3.9.2 Endo H Enzimi ile Kesim

10ug protein 6rnegine 1ul 10X Glikoprotein Denatirasyon Tamponu

eklenir ve son hacim steril distile su ile 10ul’ye tamamlanir.

Ornekler 100°C’de 10 dakika boyunca denatiire edilir. Ornekler

denaturasyon sonrasi buza alinir.

Orneklerin Gizerine 2ul 10X Glikobuffer 3 ve 0,25ul Endo H (NEB) eklenir

ve son hacim steril distile su ile 20ul'ye tamamlanir.
37°C’de 1,5 saat inklibasyona birakilir.

Inkibasyon sonrasi 6rnekler SDS-PAGE igin hazirdir.

3.9.3. PNGase F Enzimi ile Kesim

10ug protein ornedgine 1ul 10X Glikoprotein Denaturasyon Tamponu

eklenir ve son hacim steril distile su ile 10ul’'ye tamamlanir.

Ornekler 100°C’de 10 dakika boyunca denatiire edilir. Ornekler

denaturasyon sonrasi buza alinir.

Orneklerin tizerine 2ul 10X Glikobuffer 2, 2ul %10 NP-40 ve 6l steril

distile su eklenerek son hacim 20ul’'ye tamamlanir.
1ul PNGase F (NEB) eklenir ve hafifge karistirilir.
37°C’de 1,5 saat inkiibasyona birakilir.

inkiibasyon sonrasi 6rnekler SDS-PAGE igin hazirdir.
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3.10. Western Blotlama

Siklohekzimid ve deglikozilasyon analizleri igin izole edilen protein 6rnekleri,
western blotlama teknigi kullanilarak goéruntilenmigtir. Western blotlama, SDS
poliakrilamid jelde boyutlarina gore ayrilan protein bantlarinin membrana
aktarilmasi sonrasi spesifik bir antikor ile isaretlenip goruntilenmesi olarak

Ozetlenebilir.

3.10.1. SDS-Poliakrilamid Jel Hazirhgi

Denatire edici poliakrilamid jel olarak da bilinen SDS poliakrilamid jel,
icerigindeki SDS sayesinde proteinleri denatlre eder ve tum proteinlerin negatif
yukle yuklenmesini saglar. AVPR2 proteininin molekuler agirhdr géz oninde

bulundurularak tercih edilen jel ylzdesi %10°dur. Jel igerikleri asagida

belirtilmistir.

%10 Poliakrilamid Jel: %40 Akrilamid/Bisakrilamid Karisgimi 10ml
1,5M Tris-base (pH 8,8) 10ml
Distile su 19,2ml
%10 SDS 400pl
%10 Amonyum persulfat 400ul
TEMED 40ul
Total Hacim 40ml|

3.10.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Polimerlesme suresini tamamlamis olan jeller elektroforez tankina yerlestirilir.
Tank, TGS yurutme tamponu ile doldurulur ve kuyulardaki kalintilar temizlenir.
Gerekli gorulurse yuritme boyasi yuklenerek boyanin kuyuda ilerleme durumuna
gore jelin kalitesi kontrol edilir. Protein ornekleri kuyulara yuklenmeden hemen

once 9:1 oraninda 2-B merkaptoetanol iceren yikleme boyasi ile karistirilir ve
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42°C’de 15 dakika boyunca denature edilir. Denatlre edilen protein érnekleri buz
uzerine alinir ve kuyulara yuklenir. Marker olarak Precision Plus Protein™ All
Blue Prestained Protein Standards (BioRad) ve Prime-Step™ Prestained Broad
Range Protein Ladder (BioLegend) kullanilmistir. Ornekler, 120 Volt'ta boya jelin

alt kisimlarina gelene dek yuratalur.

TGS Yurutme Tamponu (pH 8,3) : Tris-base 0,25M
Glisin 1,92M
SDS %1

3.10.3. Proteinlerin PVDF Membrana Transferi

SDS-poliakrilamid jelde ayrismasi gergeklesen protein drnekleri, isaretleme ve
goéruntileme yapilmasi amaciyla PVDF bir membrana (GE Life Sciences)
aktariimalidir. Membrana aktarma islemi Biorad Trans-Blot Turbo Transfer
System ile gercgeklestiriimistir. Aktarma islemi asagida belirtilen sekilde
gergeklesmistir.

- 1. Filtre k&g:d1, transfer tamponu ile muamele edilir ve transfer kasetine

yerlestirilir. Rulo yardimiyla hava kabarciklari yok edilir.

- PVDF membran, 30 saniye boyunca metanol igerisinde aktiflestirilir. Daha

sonra transfer tamponundan gegirilir.

- Transfer tamponundan gecirilen membran, transfer kasetine yerlestirilen

filtre kagidinin tzerine yerlesgtirilir.
- Yiratme iglemi yapiimis SDS-poliakrilamid jel, membran Uzerine
yerlestirilir.

- 2. Filtre k&gidi transfer tamponu ile muamele edilir ve SDS-poliakrilamid
jel Uzerine yerlestirilir. Rulo yardimiyla hava kabarciklari yok edilir. Yapilan
islemler sonrasi asagidan yukariya siralama 1. filtre k&gidi, membran,
SDS-poliakrilamid jel, 2. filtre kagidi seklinde olmalidir.
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- Transfer kaseti kapatilir ve cihaza yerlestirilir. 7 dakika boyunca 25 Volt

uygulanarak aktarma gerceklestirilir.

3.10.4. Membran Blokasyonu ve Antikor ile isaretleme

Transfer iglemi gerceklestiriien membrani antikor ile igsaretlemeden oOnce
blokasyon iglemi gereklidir. Bu islem ile spesifik olmayan baglanmalarin 6nine
gegilir. Transfer sisteminden ¢ikarilan membran, %0,05 Tween-20 iceren PBS
(PBST) ile muamele edilerek transfer tamponundan arindirihr. Membran daha
sonra blokasyon solusyonu (%5 skim milk (CST) igeren PBST) ile 50rpm’de en
az 1 saat calkalanarak inkibe edilir. Blokasyon islemi sonrasi membran 3 kez
10’ar dakika boyunca PBST ile yikanir. Membran, antikor ile isaretleme igin

hazirdir.

Transfekte edilen AVPR2 ifade vektorleri, N ucunda HA (Hemagglutinin) isareti
icermektedir. Bu nedenle hedef proteinleri isaretleme amaciyla HA-Tag (6E2)
Mouse mAb (HRP konjugatina sahip) (CST #2999) antikoru kullaniimistir. HRP
konjugati, goruntileme asamasinda substrati ile muamele edildiginde proteinin
tespitini saglar. Kullanilan bu antikor, HRP konjugati igerdigi igin ikincil bir antikora
ihtiyag duyulmamistir. Antikor, %5 skim milk iceren PBST igerisinde 1:1000
oraninda sulandirilarak kullanilir. Antikor isaretleme icin hazir olan membran,
hazirlanan antikor karisimi ile 4°C’de 50rpm’de calkalanarak gecelik inkiibbasyona
birakilir. Gecelik inkiibasyon sonrasi membran 3 kez 10’ar dakika boyunca PBST

ile yikanir. Membran, goruntileme i¢in hazirdir.

3.10.5. Goriintiileme

Membran, ChemiDoc™ goruntileme sistemine (Bio-Rad Laboratories, Inc)
yerlestirilir. Stabil peroksit solisyonu ve luminol/enhancer sollisyonu 1:1
oraninda Kkaristirlarak membranin yUzeyini tamamen kaplayacak sekilde

dagitihir.
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3.11. Verilerin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz

Elde edilen western blot goruntuleri, “lmage Lab Software Version 6.1.” programi
kullanilarak normalize edilmistir. Daha sonra elde edilen normalize bant
yogunluklarina ait sayisal degerler ayni program ile hesaplanmistir. Elde edilen
normalize bant yogunluklarina ait sayisal degerler “GraphPad Prism 6 Software”
programi kullanilarak dogrusal olmayan regresyon/tek fazli bozunma analizi ile
analiz edilmis ve yari d&mur degerleri bulunmustur. Yari d&mar analizi verilerine
iligkilin grafikler de bu program kullanilarak cizilmigtir. Elde edilen yari émur
saatleri normalize edilmistir ve  SEM degerleri hesaplanmigtir. Elde edilen
sonuglar, saat £ SEM seklinde verilmistir. Mutant AVPR2 yari dmurleri ile yabanil
tip proteinin yari dmru arasindaki fark t-testi kullanilarak istatistiksel olarak analiz

edilmis olup p < 0,01 degerleri anlamli kabul edilmigtir.
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4. SONUGLAR

4.1. Site-directed Mutagenez Yontemi ile Mutant AVPR2’leri igeren ifade

Vektorlerinin Olusturulmasina iliskin Sonuglar

Cozak-HA univ ileri primer ile ilgili mutasyona ait geri primer ve pL-FLAG geri
primer ile ilgili mutasyona ait ileri primer kullanilarak gercgeklestirilen PZR

artnlerinin %1’lik agaroz jel géruntusu, Sekil 4.1°de verilmigtir.

H80Y H80Y V88L V88L V215M V215M L219P L219P ()

i 1 2 1 2 1 P 1 2
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Sekil 4.1. H80Y, V88L, V215M, L219P mutasyonlarina ait PZR Urunlerinin agaroz

jel elektroforezi goruntuleri. M, marker; (-), negatif kontrol.

PZR Urunlerinin kalip olarak kullanildigi, buatin bir AVPR2 dizisi olusturma
amaciyla yapilan fluzyon PZR UrlUnlerine ait %1’lik agaroz jel goruntusu, Sekil

4.2'de verilmistir.

H80Y v8sL V215M L219P )

Sekil 4.2. ligili mutasyonlari igeren biitiin halindeki AVPR2 dizilerini olusturmak
icin gerceklestirilen flzyon PZR Urtnlerinin agaroz jel elektroforezi gérintileri. M,

marker, (-), negatif kontrol.
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4.2. Mutant AVPR?2 Dizisini igeren ifade Vektérlerinin Kompetan Hiicreye (E.

coli DH5a) Transformasyonu ile ilgili Sonuglar

Vektorlerin, E. coli DH5a kompetan hucrelerine transformasyonu sonrasi elde

edilen koloni goruntuleri Sekil 4.3’te verilmistir.

~

Sekil 4.3. Mutant AVPR2 plazmidlerini iceren bakterilere ait plak géruntuleri.

4.3. Sanger Dizileme ile Kontrol Edilen Yabanil Tip ve Mutant AVPR2 Dizileri
ile ilgili Sonuglar

AVPR2 gen dizisinde olusturulan G12E, V88M, R106C, H80Y, V88L, V215M ve
L219P mutasyonlarini iceren ifade vektorlerinin, yapilan Sanger dizileme ydntemi
sonrasi elde edilen kromatogram goérUntuleri Sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9. ve

4.10'de verilmisgtir.

110
G c c T G G G c a

A Yabanil Tip l
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G o C T G I G C A

B G12E

MM

Sekil 4.4. G12E mutasyonuna ait kromatogram goruntisu. A: Yabanil tip AVPR2
dizisi, B: G12E mutasyonunu igeren AVPR2 dizisindeki GGG—->GAG doénusuma.
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Sekil 4.5. H8OY mutasydndna ait kroma’ggram géfﬂntﬂsij. A: Yabanil tip AVPR2
dizisi, B: H80Y mutasyonunu igceren AVPR2 dizisindeki CAC>TAC donusumda.

320

A i N W
Sekil 4.6. V88M mutasyonuna ait kromatogram goruntusu. A: Yabanil tip AVPR2

dizisi, B: V88M mutasyonunu igeren AVPR2 dizisindeki GTG>ATG dénusimu.

G G C

il / e
Sekil 4.7. V88L mutasyonuna ait kromatogram goérintisi. A: Yabanil tip AVPR2

dizisi, B: V88L mutasyonunu iceren AVPR2 dizisindeki GTG>TTG donugumu

e
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AGGC CACCGACCGCTT CFGTGGG CC

b

Sekil 4.8. R106C mutasyonuna ait kromatogram gorintusu. A: Yabanil tip AVPR2
dizisi, B: R106C mutasyonunu iceren AVPR2 dizisindeki TGT>CGT ddénusumu.

e B = - c 6 T
A vabani Tip l
- m ~
170
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S S X Z
Sekil 4.9. V215M mutasyonuna ait kromatogram goruntisu. A: Yabanil tip

AVPR2 dizisi, B: V215M mutasyonunu iceren AVPR2 dizisindeki GTG>ATG

dénusuma.
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Sekil 4.10. L219P mutasyonuna ait kromatogram gbruhtUsU. A: Yabanil tip

AVPR2 dizisi, B: L219P mutasyonunu igceren AVPR2 dizisindeki CTG>CCG

dénusumda.

4.4, Olusturulan ifade Vektorlerinin COS-7 Hiicrelerine Transfeksiyonu ile

ilgili Sonuglar

Yabanil tip ve mutasyon iceren AVPR2 gen dizileri hiicrelere transfekte edilmis
ve transfeksiyon etkinligi, es zamanh olarak gergceklesen pEGFP dizisinin

hicrelere transfeksiyonuyla kontrol edilmistir. Elde edilen goruntuler, Sekil

4.11’de verilmisgtir.

—

Sekil 4.11.GFP transfekte eIi.s COS-7 hucrelerinin 48 saat sonraki goruntuleri.
A: Transfekte edilen COS-7 hucrelerinin beyaz 1sik altindaki goéruntusu, B: GFP
ifade edilmig COS-7 hicrelerinin goruntusa.
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4.5. Siklohekzimid Analizi ile Elde Edilen Yabanil Tip ve Mutant AVPR2

Proteinlerinin Yari Omiirleri ile ilgili Sonuglar

Siklohekzimid ve etanol (siklohekzimid ¢6zucusu, kontrol grubu) uygulamasi
sonucu elde edilen AVPR2 yabanil tip ve mutant proteinlerin ve bant
normalizasyonu igin yapilan aktin proteinlerinin western blotlama goéruntuleri,
Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18, 4.19 ve 4.20°da verilmigtir. Yapilan
analiz, birbirinden bagimsiz gerceklestirilen iki ayri tekrar icermektedir. Her
tekrar, 0., 4., 8., 12. ve 24. saatlere ait drnekler icermektedir. Yabanil tip AVPR2
transfeksiyonu sonrasi yapilan etanol uygulamasi sonucu elde edilen kontrol
grubunda, etanolin AVPR2 proteini yari omru (zerinde etkisi olmadigi
gorilmustlr. Siklohekzimid analizi sonrasi yabanil tip igin elde edilen yari émur

21,61 £ 0,25 saat olarak bulunmustur.

WT-AVPR2 Kontrol

12 24 8 12 24

37 KDA- ....' .....

42 KDA- -.-- G e E e wm -

Sekil 4.12. Yabanil tip (WT) AVPR2 ile transfekte edilmis hucrelere etanol
(kontrol) uygulamasi sonrasi elde edilen western blotlama goéruntisu. A: 0., 4.,
8., 12. ve 24. saatlere ait yabanil tip AVPR2 proteini bantlari, B: Aktin kontrolU

protein bantlari.

WT-AVPR? Siklohekzimid

12 24 12 24

o llllt IIIII

42KDA Teesee oo -

Sekil 4.13. Yabanil tip (WT) AVPR2 ile transfekte edilmig huicrelerin siklohekzimid
analizi sonrasi elde edilen western blotlama goéruntusu. A: 0., 4., 8., 12. ve 24.

saatlere ait yabanil tip AVPR2 proteini bantlari, B: Aktin kontroll protein bantlari.
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G12E ve H80Y mutasyonlari igin yapilan siklohekzimid analizi sonrasi elde edilen
yarl dGmur dederleri sirasiyla 17,97 + 1,37 saat ve 20,15 = 0,73 saat olarak

bulunmustur.

G12E-AVPR2 Siklohekzimid

12 24

- IIII! l'lll

42 KDA- L L I 1 1 A I I T E

Sekil 4.14. G12E mutanti ile transfekte edilmis hucrelerin siklohekzimid analizi
sonrasi elde edilen western blotlama goérintisu. A: 0., 4., 8., 12. ve 24. saatlerinin

G12E 6rnegine ait protein bantlari, B: Aktin kontroll protein bantlari.
H80Y-AVPR2 Siklohekzimid
0 4 8 12 24 0 4 8 12 24
- | 9 A
LN Ll

42 KDA- - e N W o oy enEn e

Sekil 4.15. H80Y mutanti ile transfekte edilmis hucrelerin siklohekzimid analizi
sonrasi elde edilen western blotlama goruntusu. A: 0., 4., 8., 12. ve 24. saatlerinin

H80Y 6rnegine ait protein bantlari, B: Aktin kontrolu protein bantlari.
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V88M ve V88L mutasyonlari i¢in yapilan siklohekzimid analizi sonrasi elde edilen
yarl d&mur degerleri sirasiyla 18,37 + 0,48 saat ve 17,89 * 0,34 saat olarak

bulunmustur.
V88M-AVPR?2 Siklohekzimid
0 4 8 12 24 0 4 8 12 24
' '
37 kDA- .' '.

cor GRERGRGIGS WEmWEE -

Sekil 4.16. V88M mutanti ile transfekte edilmis hicrelerin siklohekzimid analizi
sonrasi elde edilen western blotlama goérintisu. A: 0., 4., 8., 12. ve 24. saatlerinin

V88M 0drnegdine ait protein bantlari, B: Aktin kontrollu protein bantlari.

V88L-AVPR2 Siklohekzimid

0 4 8 12 24 0O 4 8
. A
37 kDA- " ‘

42 kD#- Gy av = 0 = oeeoee:

12 24

Sekil 4.17. V88L mutanti ile transfekte edilmis hicrelerin siklohekzimid analizi
sonrasi elde edilen western blotlama goruntusu. A: 0., 4., 8., 12. ve 24. saatlerinin

V88L drnegdine ait protein bantlari, B: Aktin kontroll protein bantlari.
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R106C ve V215M mutasyonlari i¢in yapilan siklohekzimid analizi sonrasi elde
edilen yari 6mur degerleri sirasiyla 23,73 £ 0,68 saat ve 16,35 + 0,77 saat olarak

bulunmustur.

R106C-AVPR2 Siklohekzimid

1224

2s S es "TUEDTDWS W -

Sekil 4.18. R106C mutanti ile transfekte edilmis hicrelerin siklohekzimid analizi
sonrasi elde edilen western blotlama goruntusu. A: 0., 4., 8., 12. ve 24. saatlerinin

R106C ornegine ait protein bantlari, B: Aktin kontrolU protein bantlari.

V215M-AVPR?2 Siklohekzimid

12 24

37 kDA- .... .....

42 KDA- - = oo W -----B

Sekil 4.19. V215M mutanti ile transfekte edilmis hicrelerin siklohekzimid analizi
sonrasi elde edilen western blotlama goruntusu. A: 0., 4., 8., 12. ve 24. saatlerinin

V215M drnegine ait protein bantlari, B: Aktin kontroll protein bantlari.
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L219P mutasyonu igin yapilan siklohekzimid analizi sonrasi elde edilen yari omur
degeri 9,77 + 0,38 saat olarak bulunmustur. Yabanil tip ve mutant proteinlerin
yari dmurlerinin karsilastirmali grafigi ve saatlere gore azalan protein miktarlarina
iliskin grafik Sekil 4.21 ve 4.22'de verilmigtir.

L219P-AVPR2 Siklohekzimid

0 4 8 12 24 0 4 8 12 24

A
T TTER T LLT

cor EENEME wEGEG® -

Sekil 4.20. L219P mutanti ile transfekte edilmis hicrelerin siklohekzimid analizi

sonrasi elde edilen western blotlama goruntusu. A: 0., 4., 8., 12. ve 24. saatlerinin

L219P 6rnegdine ait protein bantlari, B: Aktin kontrolu protein bantlari

— 25'

‘§ = mm \T
L 20- G12E
5 L N == HBOY
5 151 V88M
S mm V88l
9 104 - R106C
£ s mm \215M
= L219P
>- 0' T T

AVPR2 Yabanil Tip ve Mutantlar

Sekil 4.21. Yabanil tip ve mutant AVPR2 proteinlerin yari émur degerlerinin
karsilastirmali grafigi (WT: Yabanil tip)
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Sekil 4.22. Yabanil tip ve mutant AVPR2 ile transfekte edilmis hucrelerin
siklohekzimid analizi sonrasi elde edilen normalize protein miktarlarinin (%)

karsilastirmali grafigi.

Yari 6miir saatleri p degerleri
WT 21,62 -

G12E 17,99 0,001494272
H80Y 20,15 0,000515198

V88M 18,33 4,66306E-07

V88L 17,88 8,63651E-06
R106C 23,69 0,001809605
V215M 16,26 2,3411E-05
L219P 9,731 8,35889E-10

Cizelge 4.5.1. Yabanil tip ve mutant AVPR2 proteinlerine ait yari 6mur saatleri ile
mutantlar ve yabanil tip arasindaki normalize edilmis yari dmur saatlerinin t-testi

sonuglari (p < 0,01)
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4.6. Deglikozilasyon Analizi ile Elde Edilen Yabanil Tip ve Mutant AVPR2

Proteinlerinin Stabilite Durumu ile ilgili Sonuglar

Yabanil tip ve mutant AVPR2 proteinlerinin glikozilasyon durumlarini incelemek
icin yapilan Endo H ve PNGase F enzim kesimlerini iliskin sonuglar kontrolleri ile
birlikte Sekil 4.23, 4.24, 4.25, 4.26, 4.27, 4.28, 4.29 ve 4.30‘da verilmistir.
Yaklasik 37-40 kDa’'da gorulen bant yiksek mannoz yapisi barindiran ER’deki
olgunlasmamis AVPR2 proteinini, yaklasik 50 kDa’da gorulen bant ise kompleks
glikan yapisina sahip olan olgun AVPR2 proteinini temsil etmektedir. 75 kDa’'da

gorulen bant ise 37-40 kDa’da gorulen AVPR2 bandinin multimerik formudur.
WT-AVPR2 Deglikozilasyon

M Kontrol Endo H PNGase F

75kDa .
Kompleks glikozile AVPR2
50 kDa \ .
Yiksek mannoz glikozile AVPR2 .

37-40
kDa
Glikan olmayan AVPR2

Sekil 4.23. Yabanil tip AVPR2 ile transfekte edilmis hicrelerin

deglikozilasyon analizi sonrasi elde edilen western blotlama gorintisu. (Kontrol:

kesim yapilmamis protein, M: marker).
G12E-AVPR2 Deglikozilasyon

Kontrol Endo H PNGase F

75kDa

'f 1‘

P‘N R

37-40
kDa

Sekil 4.24. G12E mutanti ile transfekte edllmlg hicrelerin deglikozilasyon analizi
sonras! elde edilen western blotlama goéruntisi. (Kontrol: kesim yapilmamig

protein, M: marker).
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H80Y-AVPR2 Deglikozilasyon

M Kontrol Endo H PNGase F

~62 kDa

~50 kDa

~31kDa ‘ -

Sekil 4.25. H80Y mutanti ile transfekte edilmis hlcrelerin deglikozilasyon analizi
sonras! elde edilen western blotlama goéruntisiu. (Kontrol: kesim yapiimamis

protein, M: marker).

V88M-AVPR2 Deglikozilasyon

M Kontrol Endo H PNGase F

50 kDa

B
V.‘!!-
e

75kDa
Pt 4 "

37-40
-
Sekil 4.26. V88M mutanti ile transfekte edilmis hicrelerin deglikozilasyon analizi

sonras! elde edilen western blotlama goérintisi. (Kontrol: kesim yapilmamig

protein, M: marker).
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V88L-AVPR2 Deglikozilasyon

M Kontrol Endo H PNGase F

75 kDA

50 kDa

37-40
kDa

:

Sekil 4.27. V88L mutant ile transfekte edilmis hucrelerin deglikozilasyon analizi
sonras! elde edilen western blotlama goruntusu. (Kontrol: kesim yapiimamig
protein, M: marker).

R106C-AVPR2 Deglikozilasyon

M Kontrol Endo H PNGase F

75 kDa —

50 kDa

37-40
kDa

et 2

Sekil 4.28. R106C mutanti ile transfekte edilmis hicrelerin deglikozilasyon analizi

sonrasi elde edilen western blotlama goérintisi. (Kontrol: kesim yapilmamis
protein, M: marker).
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V215M-AVPR2 Deglikozilasyon
Kontrol Endo H PNGase F

—rw

75kDa ® * '
50 kDa

37-40

kDa

Sekil 4.29. V215M mutanti ile transfekte edilmis hicrelerin deglikozilasyon analizi

sonras! elde edilen western blotlama goruntusu. (Kontrol: kesim yapiimamig

protein, M: marker).

L219P-AVPR2 Deglikozilasyon

Kontrol Endo H PNGase F

i B

76 kDa *

50 kDa

37-40

Sekil 4.30. L219P mutanti ile transfekte edilmis hicrelerin deglikozilasyon analizi

sonras! elde edilen western blotlama goruntusu. (Kontrol: kesim yapiimamig

protein, M: marker).
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5. TARTISMA

Reseptor proteinine bagli geligsen kalitsal NDI, AVPR2 geninde meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklanan, nadir gorilen genetik bir hastaliktir. HGMD veri
tabaninda, AVPR2 gen bdlgesi i¢cin 287 mutasyon tespit edilmistir. Genin her
bdlgesinde vyayilis gosteren bu mutasyonlar, hastaligin farkh duzeylerde
olusmasina neden olur [53, 62]. Mutasyonun etki seviyesini ve fonksiyonel
etkinligini incelemek, tedavi surecine yon vermek ve hastaligin mekanizmalarini
anlamak icin blyudk 6nem tasimaktadir. Yapilan tez calismasi kapsaminda,
grubumuz tarafindan tanimlanan G12E, H80Y, V88M, V88L, R106C, V215M ve
L219P mutasyonlarinin, reseptor proteininin olgunlagsmasi ve ifade edilen

reseptor proteinlerinin yari dmurleri Gzerine etkileri incelenmistir.

5.1. G12E Mutasyonunun AVPR2 Proteini Yari Omriine ve Glikozilasyon

Modifikasyonlarina Etkisi

Tez ¢alismasinda etkilerinin incelendigi G12E mutasyonu, ilk olarak 1994 yilinda
Wenkert ve ark. tarafindan tanimlanmigtir [75]. Bu mutasyon, AVPR2'nin hucre
diginda N-ucunda bulunan 12. kodondaki glisin amino asidinin glutamat amino
asidine dontsumune neden olur (GGG->GAG). Glisin, kiiglk ve yukstz bir amino
asittir; fakat glutamat, glisinden daha buylk ve negatif yUkli bir amino asittir.
Memeli ortologlari arasinda korunmus bir bolge olmayan 12. kodonda yer alan
bu yuk degisiminin, reseptorun ligandi ile baglanmasini etkileyecegi
dusundlmektedir. Genel konformasyondaki bu yuk degisiminin, reseptorin
membrana yerlesimini, katlanma ve olgunlasma sirecini ve/veya reseptorin

ligandi ile baglanma afinitesini etkilemesi beklenmektedir.

Yapilan fonksiyon analizi galismalarinda, toplamda ne kadar protein ifade edildigi
ve ifade edilen bu proteinin ne kadarinin membran ylzeyine tasinabildigi ELISA
deneyleriyle belirlenmistir ve ek olarak cAMP cevabi olusumuna bakilmistir. Elde
edilen ELISA ve cAMP analizi sonuglara gore, yuk degisimine neden olan bu
mutasyonun, buyuk bir degisime neden olmadigi gorulmustur ve yabanil tip ile

yakin sonuglar elde edilmistir [73, 76].

60



Tez calismasi kapsaminda ise, G12E mutasyonu iceren AVPR2 proteininin yari
omru 17,97 + 1,37 saat olarak belirlenmigtir. Yabanil tip ile karsilastirildiginda,
yarl dGmur zamani %16,84’luk bir dusus gostermistir (Cizelge 4.5.1). Bu nedenle
olgunlasmamig mutant proteinlerin bir kisminin saperonlar tarafindan taninip
degradasyona yonlendirilmis olabilecegini dustndirmustir. Deglikozilasyon
analizi sonuglari da géz 6nune alinarak, yaklasik 37-40 kDa buyuklugundeki
yuksek mannoz yapisindaki AVPR2 proteininin, Endo H ile kesildigi gozlenmistir
(Sekil 4.24). Bu sonug, yabanil tipin yuksek mannoz yapisindaki (37-40 kDa)
protein bandinin yogunluguyla karsilastirildiginda G12E mutant proteininin bir
kisminin ER’de takili kalabilecegini gostermistir. Ayrica, yaklasik 50 kDa’da
gorulen olgun AVPR2 formunda da bant gérulmektedir ve bu kompleks glikozile
form AVPR2'nin O-glikozilasyonuna da [77, 78] bagh olarak PNGase F ile
kesilmistir. Bu nedenle, mutant proteinin bir kismi1 degradasyona yonlendirilse de
yabanil tip ile karsilastinldiginda, blytk bir kisminin da olgun hale gelebilecegi
digunulmustur. Grubumuz tarafindan da yapilan fonksiyon analizleri sonuglari
[73] ile karsilastirildiginda, ELISA analizi sonuglarinin yabanil tip ile yakin olmasi
(hUcre yuzeyi ifadesi %76,6 total ifade %84,8), yari dmur ve deglikozilasyon
sonuglari ile ortismektedir. Sonu¢ olarak, G12E mutasyonu sonucu olusan
AVPR2 proteinlerinin kuguk bir kisminin saperonlar tarafindan taninarak ER
aracili degradasyon yolagina yonlendirilebilecegi fakat buyuk bir gogunlugunun

da olgun forma erisebilecegi dustunulmustur.

5.2. H80Y Mutasyonunun AVPR2 Proteini Yari Omriine ve Glikozilasyon

Modifikasyonlarina Etkisi

AVPR2 geninde yer alan H80Y mutasyonu, ilk olarak 2018 yilinda grubumuz
tarafindan tanimlanmistir [79]. Bu mutasyon, 2. transmembran domeyninde
bulunan 80. kodondaki histidin amino asidinin, tirozin amino asidine donusimuine
neden olur (CAC->TAC). Histidin, hidrofilik ve pozitif ylke sahip bir amino asittir;
fakat tirozin, aromatik ve hidrofobik karaktere sahip bir amino asittir. Bu
farkhliklarin, protein yapisinda ve katlanmasinda buyuk farkliliklara yol
acgabilecegi 6ngorulmektedir. Transmembran domeynleri, ligandin reseptore
baglandiktan sonra hiicre icerisine sinyalin iletiimesi sirasinda, reseptorin aktif
konformasyonu almasini saglar. Korunmus bir bélgede meydana gelen H80Y
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mutasyonunun, reseptorun dizgun bir sekilde katlanip membrana yerlegimini ve
daha sonrasinda gelen sinyali iletme sirasinda dogru konformasyonu almasini

etkiledigi dugtunulmektedir.

1994 yilinda Yuasa ve ark. tarafindan ayni bélgede yer alan ve bir bagska amino
asit degisimine neden olan (H80R) bir mutasyon tanimlanmigtir [80]. Tanimlanan
bu mutasyonun fonksiyonu tam olarak bilinmemesine ragmen ilgili makalede 80.
kodon olan histidinin korunmus bir amino asit rezidusu oldugu ve bu boélgede
gerceklesen bir mutasyonun, reseptér konformasyonunda bulylk bir degisime

neden olacag! vurgulanmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda ise, H80Y mutasyonu iceren AVPR2 proteininin yari
omru 20,15 + 0,7 saat olarak belirlenmistir. Yabanil tip ile kargilastirildiginda yari
Omur zamani, %6,75’lik bir dusus gostermistir (Cizelge 4.5.1). Diger mutasyonlar
arasinda yabanil tipe en yakin yari 6mur degeri gosteren mutasyon H80Y’dir.
Yari omur sonuglarina gére, mutant proteinin ¢ok az bir miktari ER aracih
degradasyon yolagina yénlendiriimektedir. Bu durum iki sekilde agiklanabilir. ilk
secenek, mutant proteinin buyuk bir kismi olgunlastigi icin ¢ok az miktarinin
degradasyon yolagina yonlendiriimesidir. Diger bir se¢enek ise, mutant proteinin
saperonlar tarafindan taninamadigi ve/veya ER’den taginmaya ve degradasyona
direncli oldugu icin ER’de takili kalmasidir. Bunun nedeni, yari dmur sonuglarinin
deglikozilasyon analizi sonuclariyla birlikte degerlendiriimesiyle daha iyi
anlasilabilir. Sekil 4.25’te goruldigu Uzere H80Y mutantinin 50 kDa’da gorulen
olgun AVPR2 formunda bant gériimemektedir. Endo H kesimine bakildiginda ise
yuksek mannoz yapisindaki 37-40 kDa'da goérulen bandin buyidk ¢ogunlugu
kesime ugramistir. Bu durumda, ifade edilen mutant proteinin buyuk bir kisminin
ER’de ylksek mannoz yapisinda takili kalarak, Golgi aygitina ulagsamayarak,
kompleks glikozillenmis olgun formuna erisemeyecedi dusunulmustar. Yari dmuar
zamaninda goérlulen duaslsun az olmasi ise, saperonlarin mutant proteini
taniyabilmesi fakat mutant proteinin ER'den tasinmaya veya degradasyona
direncli olmasiyla iligkilendirilebilir. G201D mutasyonuna sahip AVPR2 proteinleri

ile yapilan ¢calismada benzer sonuglar elde edilmistir ve mutant proteinin ER’den
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tasinmaya veya degradasyona direncgli olmasiyla iligkilendirilmistir [78]. Sonug¢
olarak saperonlar tarafindan taninan fakat degradasyona ve ER’den tasinmaya
direng gosterdigi dusunulen mutant protein, ER'de, yuksek mannoz yapisinda

takili kalabilir ve olgun formuna ulasamayabilir.

5.3. V88M ve V88L Mutasyonlarinin AVPR2 Proteini Yari Omriine ve

Glikozilasyon Modifikasyonlarina Etkileri

Tez ¢alismasinda etkilerinin incelendigi V88M mutasyonu, ilk olarak 1992 yilinda
Pan ve ark. tarafindan tanimlanmigtir [81]. Bu mutasyon, 2. transmembran
domeyninde bulunan ve memeli ortologlari arasinda korunmus olan 88.
kodondaki valin amino asidinin, metiyonin amino asidine dénistimune neden olur
(GTG>ATG). Her iki amino asit de hidrofobik karakterlidir. Benzer amino asit
yapilarina sahip bir degisim gergeklestiren bu mutasyonun, protein
konformasyonunu ve membrana yerlesimini ciddi derecelerde etkilememesi

beklenmektedir.

Tez calismasinda olasi etki mekanizmalari incelenen V88L mutasyonu ise ilk
olarak 2000 yilinda Arthus ve ark. tarafindan tanimlanmistir [82]. Bu mutasyon,
2. transmembran domeyninde bulunan 88. kodondaki valin amino asidinin, I0sin
amino asidine donusuimuine neden olur (GTG>TTG). V88M mutasyonunda
oldugu gibi, her iki amino asit de hidrofobik karakterde ve benzer dallanma
yapilarina sahiptir. V88M’de gerceklesen amino asit degisimi ile benzer bir
degisim gerceklesen bu mutasyonun da etkisinin benzer olacagi

dusunulmektedir.

V88M mutanti icin grubumuz tarafindan da yapilan fonksiyon analizi
calismalarinda, toplam ifade edilen ve membran ylzeyine ulasan protein
miktarinin yabanil tipe gére buyuk bir disus gostermedigi fakat cAMP cevabinin
oldukca azaldigi gosterilmistir [73, 83]. cAMP cevabindaki bu azalma
muhtemelen ligand baglanma afinitesine baglidir. Bu mutasyon, proteinin yapisal

olarak membrana dogru yerlesmesini engellememektedir fakat ligand
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baglanmalari icin dnemli bir bélge olan transmembran domeyninde yer aldi§i i¢in

AVP’ye olan afinitenin azalmasina neden olmaktadir.

Tez calisma kapsaminda V88M mutasyonu iceren AVPR2 proteininin yari dmru
18,37 + 0,48 saat, V88L mutasyonu iceren AVPR2 proteininin yari dmru ise 17,89
*+ 0,34 saat olarak belirlenmigtir. Yabanil tip ile karsilastirildiginda, yari dmur
zamani V88M igin %14,99’luk, V88L icgin ise %17,19’luk bir dusus gostermistir
(Cizelge 4.5.1). Ayni noktada gergeklesen iki farkli amino asit degisimi igin elde
edilen yari dmuar zamanlar yakinlik géstermektedir. Bu, her iki mutant proteinin
de ER aracih degradasyona yakin derecelerde ydnlendirilebilecegini
dusundurmustir. Fakat, Sekil 4.26 ve 4.27°de glikozilasyon durumlarinin mutant
proteinler arasinda farkhlik gosterdigi gorular. Her iki mutant igin, olgun formu
temsil eden 50 kDa’daki bant gorilmektedir ve PNGase F kesim ile kompleks
glikan yapisi ve O-glikozilasyona bagh eklentiler uzaklastirimistir. Fakat bu
proteinlerin, yuksek mannoz formunu temsil eden 37-40 kDa'daki bantlarinin
Endo H kesimi karsilastirildiginda, V88L mutantina ait Endo H kesimin, V88M
mutantina goére daha fazla gergeklestigi gértlmektedir. Bu sonug¢ bize, V88L
mutant proteininin, ¢odunlukla ylksek mannoz yapisindaki olgun olmayan
formda bulundugunu gosterir. Olgun forma ulasabilen V88L mutant proteinleri ise
muhtemelen saperonlar tarafindan yanlis katlandigi tespit edilemeyen ve Golgi
aygitina ulasabilen kisimi temsil etmektedir. Saperonlarin V88L mutant proteinini
dogru analiz edememesi ve degradasyona yoOnlendirememesi, yari omur
zamanlarinin V88M mutanti ile yakin degerlerde bulunmasini agiklamaktadir.
Hermosilla ve ark. da bazi AVPR2 mutasyonlarin, ER’de saperonlar tarafindan
yetersiz bir sekilde taninan bir katlanmaya neden oldugu hipotezini destekler
nitelikte sonuglar elde etmistir [84]. Sonug olarak her iki mutasyon da ER’de takili
kalarak degradasyon yolagina yonlendirilebilirken, V88L mutantlarinin bir kismi
degradasyon yolagina yonlendirilemez. Saperon kontrolinden siyrildigi
disunulen olgun V88L mutantlarinin, fonksiyonel olarak daha iglevsiz olacagi

tahmin edilmektedir.
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5.4. R106C Mutasyonunun AVPR2 Proteini Yari Omriine ve Glikozilasyon

Modifikasyonlarina Etkisi

Tez calismasinda etkilerinin incelendigi R106C mutasyonu, ilk olarak 1994
yihinda Bichet ve ark. tarafindan tanimlanmistir [85]. Bu mutasyon, 1. hicre digi
halkada bulunan 106. kodondaki arjinin amino asidinin, sistein amino asidine
donusuimune neden olur (CGT->TGT). Arjinin pozitif karakterde bir amino asittir;
fakat sistein, ylkslz ve hidrofilik karakterde bir amino asittir. Karakter
farkhliklarinin yani sira sistein amino asidi, diger sistein rezidulariyla disuilfit
koprileri olusturma yetenedine sahiptir. Bu nedenle, amino asit dizisine katilan
fazladan bir sistein rezidusunun, AVPR2 reseptorunin uygun konformasyonda
membrana yerlesebilmesi ve aktif formunu korumasi bakimindan negatif etkiler

meydana getirecegi dugunulmektedir.

Yapilan fonksiyon analizi galismalarinda ise R106C mutasyonuna sahip AVPR2
proteininin total ifadesinin yabanil tipe yakin oldugu, ylzeye ulasan protein
ifadesinin ise yariya dustigu goézlemlenmistir. Buna badli olarak, cAMP
cevabinda da 6nemli bir azalma gorulmastir. Sistein amino asidinin, 1. htcre digi
halka ve 2. hicre disi halka arasindaki disulfit kdprusuna etkiledigi ve baglanma
afinitesini etkiledigi icin cAMP cevabinin azaldi§i elde edilen ¢alismalar sonucu
gOsterilmistir [73, 86-88].

Tez calismasi kapsaminda R106C mutasyonu iceren AVPR2 proteininin yari
omru 23,73 = 0,68 saat olarak belirlenmistir. Yabanil tip ile karsilastirildiginda
yarl d6mur zamani, %9,83’luk bir artis gOstermistir (Cizelge 4.5.1). Yari émur
zamaninda artis gosteren tek mutant proteindir. Genel bir géris olarak mutasyon
sonucu degradasyon hizinin artmasi ve yari Oomur zamaninin dusmesi
ongorulmektedir. Fakat her mutasyonun etki mekanizmasi, farkh sekilde igler.
Spastin proteini ile yapilan yari 6mur analizi sonucu, 1344K mutasyonuna sahip
olan proteinin yari dmrunun, yabanil tipe gore artis gosterdigi ortaya konmustur
[89]. Mutasyonun, degradasyonu inhibe ettigi ve stabilitesini arttirdigi yonuandeki
gérusleri, R106C mutasyonu icin de gecerli olabilir. Ayrica sisteinin getirmis

oldugu bag yapma gucu, proteine ek bir stabilite kazandirmis olabilir. Fakat,
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stabilitesinin artip bununla birlikte yari dmranin de artmis olmasi, mutant
reseptorun etkin bir sekilde katlanarak gorev gorecegi membrana yerlesecedi ve
fonksiyonel olacagi anlamina gelmeyebilir. Nitekim, grubumuz tarafindan yapilan
fonksiyon analiz ¢alismalari sonucunda, R106C mutant reseptorinin yukarida
da bahsedildigi gibi membrana yerlesiminde azalma gozlendigi ve ligand ile
uyarildiktan sonra cevap olarak yeterli miktarda cAMP Uretemedigi belirlenmistir
[73]. Bu baglamda elde edilen deglikozilasyon analizi sonuglarina bakilacak
olursa, Sekil 4.28'de goruldugu uzere yliksek mannoz yapisini temsil eden 37-40
kDa bandinda Endo H kesimi gerceklesmistir. Bu nedenle, olgun formu temsil
eden 50 kDa’daki bant gdézlemlenmis olup PNGase F ile kesimi gergeklestiriimis
olsa da, olusan olgun formdaki mutant proteinlerin saperonlarin kontrolinden
siyrilan, duzgun katlanamamis, iglevi yetersiz proteinler oldugu tahmin
edilmektedir. Sonug olarak R106C mutant proteininin buyuk bir codunlugu ER’de
takili kalabilir ve degradasyonu inhibe ettigi icin yari omrinde artis

g6zlemlenehbilir.

5.5. V215M Mutasyonunun AVPR2 Proteini Yari Omriine ve Glikozilasyon

Modifikasyonlarina Etkisi

Tez cgalismasinda etkilerinin incelendigi V215M mutasyonu, ilk olarak 1998
yihnda Wildin ve ark. tarafindan tanimlanmistir [90]. Bu mutasyon, 5.
transmembran domeyninde bulunan 215. kodondaki valin amino asidinin,
metiyonin amino asidine donusumune neden olur (GTG>ATG). Her iki amino
asit de hidrofobik karakterlidir. V88M ile benzer etkilerin gorilecedi dngorilmekle
birlikte, farkli transmembran domeynlerinde meydana gelen ayni amino asit
degisiminin etkilerinin ortaya konmasinda onemli bir karsilastirma olacagi

dusunulmektedir.

Yapilan fonksiyon analizi ¢alismalarinda, V215M mutasyonuna sahip AVPR2
proteininin AVP doz uygulamalari sonrasi olusturdugu cevaba bakildiginda
yabanil tipe gore daha yuksek ligand konsantrasyonlarinda da olsa sinyal verme

kapasitesini korudugu ortaya konmustur [90].
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Tez calismasi kapsaminda V215M mutasyonu igeren AVPR2 proteininin yari
omru 16,35 + 0,77 saat olarak belirlenmigtir. Yabanil tip ile karsilastinidiginda,
yarl 6mur zamani %24,34’l0k bir disus gostermistir (Cizelge 4.5.1). L219P’den
sonra en fazla dusus goOsteren mutant V215M olmustur. V88M ile
karsilastinldiginda aradaki yaklasik %10’luk fark, 5. transmembran domeyninde
gerceklesen bu degisimin 2. transmembran domeyninde gergeklesenden daha
fazla stabilite kaybina yol agabilecegini ortaya koymaktadir. Her ne kadar ayni
amino asit degisimi gergeklesmis olsa da, mutasyonun gergeklestigi bolgeye gore
etkisinin degisebildigi de elde edilen bu sonugclarla kanitlanmigtir. Nitekim, 215.
kodon, memeli ortologlari arasinda kismen korunmus bir bdlge iken, 88. kodon
oldukga korunmustur. Yari émur zamanina bakildiginda, V215M mutantinin
saperonlar tarafindan degradasyona yonlendirildigi sdylenebilir. Deglikozilasyon
analizi ile elde edilen sonuglar birlikte yorumlanacak olursa, 37-40 kDa’da goérilen
yuksek mannoz yapisindaki AVPR2 proteininin bir kismi, Endo H ile kesilmigtir.
Kompleks glikan yapisi barindiran ve O-glikozilasyona bagh olarak PNGaseF
kesiminin gerceklestigi 50 kDa’daki olgun form goézlemlenmistir. Fakat buyuk
cogunlugu ER’de takili kalan mutant proteinlerin olgun formlarinin saperonlarin
kontrolinden siyrilan ve gerekli hucresel sinyalizasyonu saglayamayacak

proteinler oldugu tahmin edilmektedir.

5.6. L219P Mutasyonunun AVPR2 Proteini Yari Omriine ve Glikozilasyon

Modifikasyonlarina Etkisi

Tez galismasinda etkilerinin incelendigi L219P mutasyonu, ilk olarak 1997 yilinda
Cheong ve ark. tarafindan tanimlanmistir [91]. Bu mutasyon, 5. transmembran
domeyninde bulunan 219. kodondaki 16sin amino asidinin, prolin amino asidine
dontsimuine neden olur (CTG—>CCG). Prolin, bulundugu noktada yapisal
hareketliligi azaltir ve kati bir dizenleme saglar. Polipeptid zincirinde sabit bir
bukulme olusturdugu bilinir. Bu nedenle gerceklesen bu degisimin buyuk
konformasyonel etkileri olacagi 6ngoérilmektedir.

Yapilan galismalara goére, AVPR2'nin 44., 62. ve 292. kodonlarinda, I6sinden
proline degisimi gerceklesen 3 mutasyon (L44P, L62P, L292P) daha
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bulunmaktadir [75, 92, 93]. Her biri igin yapilan fonksiyon analizi ¢galismalarinin
ortak sonucu, prolin dénisuimunian, AVPR2 konformasyonunu ve ligand

baglanma afinitesini oldukga olumsuz etkiledigi yonundedir [78, 94, 95].

Tez calismasi kapsaminda L219P mutasyonu igceren AVPR2 proteininin yari
omru 9,77 + 0,38 saat olarak belirlenmistir. Yabanil tip ile kargilastirildiginda, yari
Oomur zamani %54,77’lik bir dugtus gostermistir (Cizelge 4.5.1). Diger mutant
proteinlerle karsilastinldiginda en kisa yari dmure sahip mutant protein oldugu
gorulmektedir. Prolin amino asidinin neden oldugu keskin degisim ve ayni
dontsuimin diger noktalarda gerceklestigi mutasyonlara ait fonksiyon analizi
¢alismalari g6z énunde bulunduruldugunda, elde edilen bu deger anlamli olabilir.
Elde edilen bu sonug, ifade edilen proteinin ER’de takili kalarak hizli bir sekilde
degrade edilebilecegini disundirmektedir. Deglikozilasyon analiziyle beraber
degerlendirmek adina Sekil 4.30’a bakildiginda, proteinin 50 kDa’da bulunan
kompleks glikozile olgun formunun ifade edilmedigi gorulmektedir. 37 kDa'da
bulunan yuksek mannoz yapisinin yiksek oranda Endo H enzimi ile kesildigi
gorilmektedir. Bu sonug bize, ifade edilen proteinin blydk bir ¢cogunlugunun
yuksek mannoz yapisinda bulundugunu ve yari dmur zamani da goz onunde
bulunduruldugunda, saperonlar tarafindan buyuk bir ¢gogunlugunun taninarak
degradasyon yolaginailetilip degrade edildigini gostermektedir. ER’de takili kalan
ve hizla degrade olan bu L219P mutantinin , diger prolin donusumlerinde de

oldugu gibi fonksiyonel olamayacagi 6ngoérulmektedir [78, 94, 95].

Elde edilen tim bu degerlere bakildiginda, her mutantin ER’de farkli dizeylerde
takih kalabilecegi gorulmektedir. Bazi mutantlar saperonlar tarafindan uygun
sekilde kontrol edilebilirken, bazi mutantlar saperonlardan siyrilabilir fakat islevsiz
olarak tahmin edilen olgun AVPR2 proteinleri meydana gelmesine neden
olabilirler. Protein yari 6mru analizinin tek basina belirleyici bir analiz olmadigi
goriimustir. Bu nedenle, proteinin iglevselligi ve olusturdugu sinyal cevabi,
sadece proteinin yari dmur uzunluguyla iligkili olmak zorunda degildir. H80Y
orneginde goruldugu Uzere yari omur uzunlugu yabanil tipe yakin olabilir veya

V88M ve V215M orneklerinde oldugu gibi, ayni degdisim, proteinin farkli
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noktalarinda meydana geldiginde, farkli sonuglar elde edilebilir. Bu noktada
analizler, glikozilasyon durumlariyla birlikte yorumlanmistir. Bir proteinin
sekresyon yolaginda gegirdigi tum modifikasyonlar buyluk dnem tagimaktadir ve
goruldugu uzere her mutant bu yolagi farkli sekillerde etkilemektedir. R106C
mutantinda da goruldugu Uzere degradasyon mekanizmasinin inhibisyonu ile
yarl dmur uzunlugunun artmasi dahi mamkindir veya L219P mutasyonunda
oldugu gibi mutant proteinlerin blyuk ¢cogunlugu degradasyona yonlendirilebilir.
Bu nedenle, AVPR2 proteininin farkli noktalarinda ve farkli amino asit
degisimleriyle meydana gelen bu mutasyonlar, farkli sekillerde etki
mekanizmalarina sahiplerdir. Bu durum, NDI'nin, hastalar arasinda degisim

goOsteren semptomlarini agiklamak igin ilave veriler sunabilir.
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