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Protein katlanmasindaki hatalar, anormal ya da olgunlasmamis
proteinlerin meydana gelmesine neden olmaktadir. Yanlis katlanmis
proteinler agregatlar halinde birikmekte ve endoplazmik retikulumda
toksik etki yaratmaktadirlar. Bu slreg, ilgili genlerdeki mutasyonlarin
neden oldugu ve protein homeostatisini bozan konformasyonel
hastaliklara neden olmaktadir. Cesitli arastirma gruplari, farmakolojik
saperon olarak adlandirilan klglk hlcre-gegirgen molekillerin,
konformasyonel hastaliklar Gzerinde terapatik etkiye sahip olduklarini
gbstermiglerdir. Bu kulglk bilesikler, yanlhs katlanmis proteinleri
stabilize ederek dogal bir sekilde kendilerine 6zgli katlanmalarina izin
vermektedir. Dolayisiyla islevlerini geri kazanabilecekleri molekduler g
boyutlu formlarini kazanmalarina yardimcl bir iskelet

olusturmaktadirlar.

Arjinin Vazopressin Reseptdr 2 (AVPR2) ve onu kodlayan genlerde
olusan mutasyonlar; nadir bir hastalik olan X’e bagli Nefrojenik
Diabetes Insipidus’a (NDI) neden olmaktadir. NDI'a neden olan

AVPR2 genindeki mutasyonlar farkli fenotipte reseptdér olusumuna



neden olabilirler. Ancak in vitro AVPR2 calismalarinda, olusan
mutasyon sonucu yanhls katlanan ve endoplazmik retikulum kalite
kontrol sistemine takili kalan bu hicre ici reseptdrlerin, apikal
membrana ulastiklarinda fonksiyonel islevlerini yerine getirebildikleri

gdsterilmistir.

Bu calismanin amaci; NDI hastaligina neden olan ve fonksiyon
kaybina neden oldugu tespit edilen R68W, AR67_G69/G107W
(Compound hemizigot) ve T273M mutant AVPR2 proteinlerinin
farmakolojik saperon uygulamasiyla, kalite kontrol sisteminden
kurtarilip gérev goérdukleri apikal membrana ulasma durumlarinin

arastirilmasidir.

Bu amacgla yapilan deneysel calismalarda, yabanil tip ve mutant
AVPR2 gen dizilerini iceren plazmidler COS-7 hicrelerine gegici
transfeksiyon ydontemi ile aktarilmistir. Transfekte mutant ve yabanil
tip COS-7 hicrelerine g farkli farmakolojik saperon, peptid olmayan
antagonist OPC41061 (Tolvaptan), OPC31260 (Mozavaptan) ve
OPC21268 uygulamasi yapilmistir. Mutant ve yabanil tip AVPR2'lerin
hicre ici ve hlcre ylzeyi miktarlarinin belirlenmesi igin, hlicre ylzey
ELISA ve total ELISA yontemi uygulanmistir. Onceki calismalar
kapsaminda gergeklestirilen mutant proteinlerin normal sartlar altinda
elde edilen sonuglari ile farmakolojik saperon uygulama sonrasindaki
ELISA sonuglarn karsilastirilarak, farmakolojik saperon etkisi
gbézlemlenmistir. Ayrica farmakolojik saperon uygulama sonrasi
mutant ve yabanil tip AVPR2’lerin hicre igerisindeki yerlesimlerini
tespit etmek amaciyla Endoplazmik Retikulum (ER)-izleyici ve Golgi
aygiti-izleyici boyama yontemi sonrasi floresans mikroskobunda

goéruntileme calismalar gergeklestirilmistir.

Yapilan tim deneysel galismalar sonucu, OPC41061, OPC31260 ve
OPC21268 farmakolojik saperonlarinin, R68W, AR67_G69/G107W
(Compound hemizigot) ve T273M mutant AVPR2 proteinlerin tGzerinde



basarili oldugu tespit edilmistir. Mutant proteinlerin, kontrol grubu
mutant proteinlerine oranla hicre ylzeyine ulasmalarinda ve toplam

hicre ici miktarlarinda artis gézlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Farmakolojik Saperonlar, Kalite Kontrol

Sistemleri, Nefrojenik Diabetes Insipidus, AVPR2 mutasyonlari
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Faults in protein folding cause production of abnormal or immature
proteins. Misfolded proteins accumulate in aggregates and have toxic
effect in endoplasmic reticulum. This process results in
conformational diseases caused by mutations in related genes which
disrupt protein homeostasis. Various research groups proved that
small cell-permeable molecules, called pharmacological chaperones,
have therapeutic effects on conformational diseases. These small

compounds stabilize misfolded proteins, allowing them to fold in their



natural form, thus create a structure which helps them regain their

three-dimensional molecular forms and their functions.

Mutations in AVPR2 and related genes cause NDI which is the X-
linked; a conformational disease. Mutations in AVPR2 gene - that
cause NDI - can cause formation of receptors in different phenotypes.
However, in vitro AVPR2 expression studies show that these
intracellular receptors, which are misfolded as a result of the
mutation and caught in quality control system of endoplasmic
reticulum, can fulfill their functions when they reach the apical

membrane.

Purpose of this study is to investigate R68W, AR67_G69/G107W
(Compound heterozygote) and T273M mutant AVPR2 proteins which
causes NDI disease and loss of functions, through pharmacological
chaperone application; and observe if they are released from quality
control mechanism and reach the apical membrane where they fulfill

their functions.

In experimental studies conducted for this purpose, plasmids used in
previous studies, containing wild-type and mutant AVPR2 gene
sequences, were transferred into COS-7 cells by transient
transfection method. Three different pharmacological chaperones,
non-peptide  antagonists OPC41061 (Tolvaptan), OPC31260
(Mozavaptan) and OPC21268 were applied to transfected mutant and
wild-type COS-7 cells. Cell surface ELISA and total ELISA methods
were applied to determine intracellular and cell surface expression of
mutant and wild-type AVPR2. Pharmacological chaperone effect was
observed by comparing the results of function loss performed in
previous studies to ELISA results after pharmacological chaperone
application. Additionally, in order to determine the location of mutant

and wild-type AVPR2s in the cells after pharmacological chaperone



application, imaging studies in florescence microscope were
performed after ER-tracker and Golgi apparatus-tracer dyeing

method.

All experimental studies proved, pharmacological chaperones of
OPC41061, OPC31260 and OPC21268 were successful on R68W,
AR67_G69/G107W (Compound heterozygote) and T273M mutant
AVPR2 proteins. Observations showed that ratio of mutant proteins
reaching cell surface and their intracellular quantities are higher

compared to control group mutant proteins.

Keywords: Pharmacological Chaperones, Quality Control Systems,

Nephrogenic Diabetes Insipidus, AVPR2 Mutations
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1.GIRIS

Hemen hemen her biyokimyasal slrec¢ protein aktivitesi ile devam
etmektedir. Her proteinin amino asit dizisi kendine 6zglu Ug¢ boyutlu
yapisini belirler ki bu da proteinin islevini ve biyolojik aktivitesini
saptamaktadir [1]. Bu nedenle, proteinlerin etkin bir yapida
katlanmasi, aktivitesinin saglanmasi igin temeldir. Yanlis katlanmis
proteinler, hicresel proteozom vyolaginin aktivasyonu ile elimine
edilmektedir. Canli organizmalarin sahip oldugu kalite kontrol sistemi
Endoplazmik Retikulum (ER), Golgi aygiti ve bu organellerin
icerdikleri saperon olarak bilinen birgok proteini icermektedir.
Saperonlar protein agregasyonunu o6nlemekte ve katlanma surecini
desteklemektedirler. Ancak bu hicresel mekanizma igerisindeki tim
proteinlerin U¢ boyutlu yapisinin ve stabilizasyonunun bozulmasindan
sorumlu nokta mutasyonlarinin meydana gelmesi ile sentezlenen
polipeptid zincirleri tehlikeye girebilir [2][3]. Bunun sonucunda, iki
tehlikeli senaryo ortaya c¢ikar; ya vyanhs katlanan proteinler
agregasyon olusturur ki buda ER stresine neden olur ya da yanlis
katlanmis proteinler erken degredasyona udgrarlar. Her iki patolojik

durum da konformasyonel hastaliklara neden olmaktadir [4][5].

Genetik hastaliklarin yaklasik ytzde kirki, mutasyonlar sonucu yanhs
katlanan ya da katlanamayan proteinlerin, kalite kontrol (QC) sistemi
tarafindan taninarak, genellikle ER’da takili kalmaslI sonucu meydana
gelmektedir. Kalite kontrol sisteminde takili kalan ilgili proteinler
fonksiyon kaybina ugramaktadirlar. Son zamanlarda vyapilan
calismalar goéstermistir ki, farmakolojik saperon olarak adlandirilan,
segici molekiler bilesikler, yanlis katlanmis proteinleri stabilize
edebilmekte ve ER’den hedef bdlgelere ulastirabilmektedirler. Boylece
proteinlerin fonksiyonlarini geri kazanmalarina katki saglamakta ve

konformasyonel hastaliklarin tedavisi icin yeni terapatik ajanlar olarak



gosterilmektedirler. Farmakolojik saperonlar, ligand destekli protein
katlanma mekanizmalarini kullanmaktadirlar ve enzimleri,
reseptorleri, tasiyicilari ve iyon kanallarini hedeflemektedirler. G-
protein bagll reseptérler (GCPR) de farmakolojik saperonlarin
hedefleri arasinda yer almaktadir. G-protein baglh reseptorlerin
icerdikleri mutasyonlar da bircok konformasyonel hastaliga neden
olmaktadir. Lizozomal depo hastaliklari, kistik fibroz ve NDI gibi
hastaliklar  Gzerinde farmakolojik saperonlarin  tedavi etme
potansiyellerinin cok bilylk oldugu yapilan deneysel calismalarda

gosterilmektedir.

AVPR2 genini kodlayan dizide, NDI'ya neden olan 200’den fazla
mutasyon tanimlanmistir. Bu mutant reseptérlerin buytk bir kismi
dogru bir sekilde katlanamamakta ve bdylece hiicre kalite kontrol

sistemlerine takili kalarak, hucre ylzeyine ulasamamaktadirlar.

Yapilan bu calismada, peptid olmayan antagonist OPC41061,
OPC31260 ve O0OPC21268'in, AVPR2'de fonksiyon kaybina neden
oldugu daha 6nceki calismalarda tespit edilen R68W,
AR67_G69/G107W (Compound hemizigot) ve T273M mutant reseptdr

proteinleri Uzerindeki etkileri tespit edilmistir.

2.GENEL BILGI

2.1. Farmakolojik Saperonlar

Farmakolojik saperonlar, hedef proteine spesifik olarak baglanan ve
dogal yapisini stabilize eden, dogal olmayan badglar kurarak hedef
proteinin kendine 6zgl katlanmasini kolaylastirmayi hedefleyen kliglk
molekdillerdir [6][7]1[8][9][10].



Farmakolojik saperonlar, proteinlere elektrostatik glic, van der Waals
etkilesimleri ya da hidrojen baglari ile badglanirlar. Farmakolojik
saperonlar, hedef proteinleri yeniden katlama 6zelligine sahip
degildirler, fakat termodinamik acgidan dengeyi katlanmis duruma
dogru kaydinirlar ve bu nedenle protein denatlirasyonunu indikleyen
mutasyonlar igin gecerlidirler. Farmakolojik saperonlar mutant
proteinlere, protein domeyni ya da alt domeynleri arasindaki ara
ylzlerde bulunan spesifik ligand baglanma bdlgelerinden badglanirlar.
Bu nedenle farmakolojik saperonlar, 6zellikle bir proteini stabilize
etmekte etkili olabilirler [11]. Bu bilgilerin 1siginda farmakolojik
saperonlarin, proteinlere ve bazi mutasyonlara spesifik olduklari

sdylenebilir.

En cok kullanilan farmakolojik saperonlar yanhs katlanmis enzimlere
karsi yonlendirilmis substrat temelli olanlardir. Ancak, bunlar ylksek
konsantrasyonlarda iken enzimin fonksiyonunu inhibe etmenin
dezavantajina sahiptirler [12]. Cunkl mutant olan enzime bagh
substrat temelli farmakolojik saperonlarin nihai hedefe ulastiklarinda
enzimin kendi substrati ile yer dedgistirmeleri gerekmektedir. Fakat
yer dedistirme zorlanacak ve kurtarma etkisini azaltacaktir [7][13].
Bunun yani sira, substrat benzeri olmayan, dolayisiyla inhibitor
olmayan farmakolojik saperonlar da bazi genetik bozukluklarda
kullanilmaktadir. Farmakolojik saperon uygulamalarinda temel olarak
2 farkh strateji c¢ikmaktadir; antagonist/inhibitér ve inhibit6r

olmayan/agonist [13].

Antagonistler, hidrojen badglari ve Van der Waals etkilesimleri
aracilhidiyla hedef enzimin aktif bolgesine dénisimld olarak baglanan
rekabetci farmakolojik saperonlardir. Bu stratejide, enzimler sabit
kalir, fakat bir slre icin katalitik olarak aktiftirler [14]. Bununla
birlikte agonist farmakolojik saperonlar hedef proteinin aktif

bbélgesinden kovalent baglar ile baglanir ve proteini stabilize ederler.



Bunlarin yani sira, antagonistlerin ve agonistlerin etkisini arttirmayi
veya azaltmayl hedefleyen allosterik uygulamalarda; saperon
rekabetsizdir ve proteinin aktif bdlgesinden baska bir bdlgesine
baglanir [15]. Bu farmakolojik saperonlar hedef enzimi inhibe etmez
ve dolayisiyla, aktif bélgeyi hedef alan farmakolojik saperonlarla
kombinasyon olustururlar ki bu da yeni nesil saperonlar icin buyuk bir
potansiyele sahiptir [16]. Enzim kofaktérleri de baska bir farmakolojik
saperon tlrl sayilabilir, clinkld bir enzimin dogal kofaktorinin
miktarindaki artis o enzimin, stabilize edilmesine yardimci olabilir
[17]. Bunlara ek olarak endojen isi sok proteinleri (Hsp) ile molekuler
saperonlar induklenerek, bazi hastaliklarda, mutant proteinler
stabilize edilebilir [18].

Farmakolojik saperon terapileri genellikle mutasyona 6zgudir ve bu
nedenle, ayni genetik hastaliga sahip olan tim hastalar igin
kullanilamayabilir [19]. Bununla birlikte, bazi farmakolojik saperolar
mutasyona 6zgl dedildir. Gonadotropin salgilatici hormon reseptoér,
vazopressin 2 reseptorl ve rodopsin mutant formlarinin ¢ogu, ayni
farmakolojik saperonlar tarafindan hucre kultirlerinde basarili bir
sekilde kurtaniimistir [20]. Bu nedenle hedef enzimin farkli mutant
formlari olan hastalarn tedavi etmek icin tek bir farmakolojik

saperonun kullanilabilecegi disintlmektedir.

Farmakolojik saperonlar, ayni zamanda proteostazis dlzenleyiciler
(PR) ile kombinasyon halinde de kullanilabilir [21]. Farmakolojik
saperonlar, dogal olarak katlanmis proteinlerin havuzunu stabilize
ederken, PR'ler proteostazis ag kapasitesini arttinr. Bu nedenle
birlikte uygulanmalar, sinerjik bir etki olusturarak protein
katlanmasina katkida bulunabilir [22][23]. PR'ler katlanmamis protein
cevabini (UPR) aktive eder ve bu durum, farmakolojik saperonlarin
proteinleri stabilize ederek katlanmis mutant proteinlerin havuzunu

arttirmasini  saglar. Protein kalite kontol sisteminin spesifik
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hastaliklarda etkili olduguna dair kesin mekanizmanin agiklanmasi,
hastalar icin gelismis bireysel tedavi seceneklerinin tasarlanmasini

saglayabilir [24].

2.2. Farmakolojik Saperonlarin Etki Konsantrasyonlari

Farmakolojik saperonlarin saperonlama konsantrasyonlari, ilacin
maksimum etki konsantrasyonun yari dedgeri (ECso) olsa da, hedef
proteinlerini aktiflestirme ya da inhibe etme kabiliyetleri ile
ligandlarina baglanma afiniteleri (Kd) arasinda glcliu bir korelasyon
bulunmaktadir. ECso dederi genelikle saperonlama igin uygun olsa da,
proteinin fonksiyonunu aktive veya inhibe etmesi igin ihtiyag
duyduklari  konsantrasyon disik potansiyele sahip olabilir
[25][26][27]. Saperonlamanin dusuk potensiyeli yani olgunlasmamis
ara uarunler ile farmakolojik saperon arasindaki etkilesimin disik
afinitesi, kendi dogal baglanma afinitesinin ylksek olmasindan
kaynaklanmaktadir [28].

Salgi yolagi proteinleri igin, ER limenindeki protein konsantrasyonlari,
pH, iyonik ortam ve membran potansiyeli, farmakolojik saperonlarin

etkisini ve ER’deki hedefe ulasabilmesini etkileyen ek faktérlerdir.

2.3. Farmakolojik Saperonlarin Yapisal Mekanizmasi

Proteinler, Uc¢ boyutlu vyapilarini, elektrostatik kuvvetler ile tuz
kopruleri olusturan hidrojen baglari, disllfid koprileri iceren kovalent
baglari ve kovalent olmayan etkilesimleri ile stabilize etmektedirler.
Stabilizasyonun sadlanamamasi ve proteinlerin yanlis katlanmasi
sonucu hidrofobik boélgelerin ylzeyde kalmasi, eslenmemis ya da
yanlis eslenmis sisteinlerin olusmasi, olgunlasmamis glikanlarin ve
bazi primer amino asit sekans motiflerinin ortaya cikmasi kalite

kontrol sistemi tarafindan tanimlanir ve stabil olmayan bu proteinler



degradasyona yonlendirilirler [29]. Farmakolojik  saperonlar
antagonist ve agonist Ozellikleri sayesinde, ligandlarin katlanma
verimliligini artirarak, dogal yapiyr tesvik ederek ve proteolitik
yikimdan koruyarak hedef proteinler Uzerinde stabilize edici etkilere
sahiptirler [30].

Farmakolojik saperonlarin mekanizmalarini temel olarak, anahtar kilit
iliskisinden yola c¢ikarak aciklayabiliriz. Reseptdér ve ligandlar,
birbirlerine 6zgl anahtar-kilit yapisindadirlar, bazen benzer sekle
sahip bir anahtar kilide sigabilir ve donip kilidi acabilir (agonist),
fakat bazilari kilide uygun gibi gézukse de, kilit icerisinde dénemez ve
sikisip kalir (antagonist). Temelde mekanizmayi anlamak igin guzel
bir metafor olan bu yaklasim, allosterik ligandlar (moddilatér) ve ters
agonistler sisteme dahil olduklarinda daha karmasik bir yapiyla

karsilagilmaktadir.

2.3.1. Rekabetci Antagonistler/Inhibitorler

Antagonistler, vicutta bir reseptore badlanarak, reseptort dogal
olarak uyaran bilesigin yerine gecer ve reseptér uyarildiinda dogal
olarak meydana gelen sonucu engelleyen inhibitdér bilesiklerdir.
Yiksek afiniteli antagonist/inhibitér farmakolojik saperonlar, cesitli
hastaliklara neden olan, yanlis katlanma sonucu ER’de tutuklanmis
mutantlarin kurtarilmasinda oldukga etkilidirler. Ancak bu sekilde
kurtarilan proteinler, agonist aktivasyonunu veya substrat baglanma
potansiyelini Onleyen antagonist/inhibitor badli  bir durumda
fonksiyonel hedeflerine ulasamamaktadirlar. Meydana gelen bu
durumu 6nlemek igin, inhibisyona neden olan konsantrasyonlardan
daha kucguk konsantrasyonlar kullanilabilir [9][31][32]. Bu nedenle
islevsel kurtarma sadece farmakolojik saperonlarin hedef proteinini
uygun sekilde katlamasi ve hedef boélgeye ulastirmasi kabiliyeti

degildir; Ayni zamanda antagonist/inhibitdér farmakolojik saperonlarin,



agonist/substratlari ile yer dedistirme yeteneklerine de baghdir.
Antagonist farmakolojik saperonlarin yer degistirmesi, 06zellikle
reseptdér ve iyon kanallan icin zordur. Bunun nedeni ise bircok
antagonist farmakolojik saperonun kurtarma ECsg dederinin,
maksimum inhibe konsantrasyon vyari dederinden (ICso) ylksek

olmasidir.

Reseptdr antagonistlerin genis bir terapétik uygulamaya sahip olup
olmadigi tam olarak acik olmasa da yapilan bir calismada NDI
hastalarinin tedavisinde vazopressin 2 reseptdérid antagonist YM087

(conivaptan) etkinligi insanlarda gosterilmistir [33].

Farmakolojik saperonlarin kurtarmadaki basarisini, saperonlama igin
gerekli olan maruz kalma suresinin farmakolojik saperonun vyari
omrinden kisa olmasina baglamaktadirlar [32]. Yapilan hicre kiltirG
calismalarinda, farmakolojik saperonlar, hedeflerinden
uzaklastiriilmasi ya da yuksek oranda agonist/substratlari [34] ile
muamelesi yoluyla geri dénldsimslz olarak etkisiz hale getirilerek
hicrelerden ayirnlmaktadirlar [31]. Yani farmakolojik saperonun
ortamdan uzaklastiriilmasi ile saperonlanan proteinin aktif olabildigi,
antagonistlerin substratlar ile yer degistirmesinin daha kolay
olabilecegi bir aralik olusmakta ve protein islevini gosterebilmektedir
[35][36]. Bu tur bir yaklasim 6zellikle lizozomal depo hastaliklarinda
etkili olabilmekte ve enzim vyer dedistirme terapileri olarak
calisiimaktadir [37][38][39].

Bu tez calismasinda kullanilan Gg¢ farkh peptid olmayan antagonist
Sekil 2.1'de goésterilmistir.  Bunlar; tolvaptan (OPC41061),
mozavaptan (OPC31260) ve OPC21268’dir.
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Sekil 2.1. Tez Kapsaminda kullanilan Farmakolojik Saperonlar.
Tolvaptan (OPC41061), Mozavaptan (OPC31260) ve OPC21268’in
Kimyasal Yapilari

Tolvaptan, secici rekabetci arjinin vazopressin 2 reseptor
antagonistidir. Bobrek toplama kanallarindaki arjinin vazopressin 2
reseptorint bloke ederek akuaporin kanallarindan suyun geri
emilimini engeller. Bunun sonucunda idrar hacminde artis, idrar
ozmolalitesinde azalma ve intravaskiler hacmi azaltmak igin serum

sodyum seviyesinde artis meydana gelir. (V2 igin, ICsg = 3nM)

Mozavaptan, arjinin vazopressinin, vazopressin 2 reseptorlerine
baglanmasini antagonize eden bir benzazepin tlrevidir. AVP’nin
antiditretik etkisini inhibe edebilmektedir. (V3 igin, ICso = 14nM)

OPC21268 ise peptid olmayan vazopressin Vi reseptdér antagonistidir.
Vi reseptorleri icin V, reseptorinden 1000 kat secicilik

sergilemektedir.

2.3.2. Agonistler, Ters Agonistler, Kismi Agonistler ve
Allosterik Ligandlar

Agonistler, bir reseptore baglanan ve reseptorli biyolojik tepki
Uretecek sekilde aktive eden bilesiklerdir. Allosterik ligandlar
(modulatoérler) ise agonist etkinin artirlmasi ya da azaltilmasi igin

cesitli yollar kullanan bilesiklerdir.



Agonist aktivasyonunu tanimlamak icin kullanilan ve yaygin bir
sekilde kabul gdéren model, reseptér/G proteini/agonist arasindaki
tcli kompleks iliskidir. Ucli kompleks modeli; tam, kismi, ters
agonistlerin ve nétr antagonistlerin reseptérdeki sinyal iletimi Uzerine

etkilerini de aciklamaktadir.

Model, reseptdrin islevsel olarak farkl iki durumdan olusan bir denge
icinde oldugunu Onermektedir. Bunlar, aktif durum (R*) ve aktif
olmayan (dinlenme) durumudur (R). Agonist yoklugunda bazal
reseptor aktivitesi R ve R* arasindaki denge ile saglanmaktadir
[40][41][42][43][44]. Ligandlarin etkinligininde, bu iki durum
arasindaki dengeyi degistirme kabiliyetlerinin bir yansimasi oldugu

disinulmektedir.

Bu model, bircok reseptoriin ligand yoklugunda G proteinlerini aktive
edebildiklerini ve reseptdrde yer alan farkli mutasyonlarin, agonistten
bagimsiz bir sekilde aktiviteyi arttirabildiklerini gdstermektedir
[41][42]. Ornedin, C-terminal bodlgede Uglnci hicre ici halka
icerisinde meydana gelen Ala293’Un herhangi bir amino asit ile yer
degistirmesi sonucu olusan mutasyon, daha yiksek yapisal aktivite ile
sonuglanmakta ve agonist bagimsiz reseptér aktivitesinin dramatik
olarak artisina neden olmaktadir. Bu nedenle reseptér, tercihen
onemli konformasyonel sinirlamalarin muhafaza edildigi, hlicre igi
molekiler ag yapisi ile mutasyonlar sonucu G protein aktivasyonunu
saglayan anahtar vyapilarin  etkilesiminden koruyan, inaktif

konformasyonda stabilize edilmek ister.

Kullanilan agonist stratejiler, mutasyon sonucu olusan istenmeyen
reseptor aktivitesini inhibe etmek (zere mutant proteine baglanirlar
ve bu sekilde mutant reseptort inaktif formda tutarlar. Reseptér
ligandi ile karsilastiginda agonist-ligand yerdegisimi gercekleserek

protein aktivasyonu yeniden saglanmaktadir. Bu sekilde agonist



uygulamasi ile reseptoriin aktif ve inaktif formu arasindaki denge

saglanmaktadir.

Yapilan GPCR’lerin biyofiziksel ve mutajenez calismalarinda, rodopsin
ve bir dizi ligandla aktive edilmis GPCR’lerin R* durumunun
olusmasinda Transmembran (TM) 3 ve TM6 domeynlerinin
hareketlerini kapsadigi bildirilmistir [45]. Rodopsinin aktivasyonu ile
saglanan konformasyonel degisikliklerin, ligandlari ile aktive edilmis
GPCR’lerin konformasyonel degisikliklerine benzer oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte GPCR agonistleri (klglik molekdaller,
peptidler ve proteinler) ortak bir agonist baglanma bdlgesi
icermemektedir. Farkh reseptorler icin farkh aktive edici ve
konformasyonel degisiklikleri indlkleyen mekanizmalar oldukga
farkliik  gbéstermektedir. Sadece rodopsin GPCR’ler arasinda
benzersizdir. Clnkd ligandi bir ters agonist olarak reseptérlere
kovalent olarak baglanir ve foton absorbsiyonu gergeklesir. Cok hizli
bir sekilde gerceklesen foton absorbsiyonu ile ters agonist, tam
agoniste doénusdr. Rodopsin ara formlardan gegerek metarodopsin
II've donlsir. Boylece badlayici cebin (zerindeki agonist emilimi
saglanir. Metarodopsin II'nin olusumu ile iliskili yapisal degisiklikler,
rodopsin R* formu olusturmaktadir. Bu nedenle, ligand baglanma

islemi aktivasyon sirecinin bir parcasi degildir [46].

Ters agonistler disinda, katekolaminler, peptidler ve glikoproteinler
gibi diffiz edilebilir agonistlerin badlanmasi ile de, R* formu

olusturulmaktadir.

Ters agonistler tercihen R formuna badlanir ve dolayisiyla R¥*
formundaki reseptor populasyonu azalir. Bu model, GPCR’lerin agonist
yoklugunda bazal aktivitesini, ters agonist mekanizmasi ile
aciklayabilir [41]. Agonistler ise tercihen R* formunda badlanir ve

dengeyi kaydirarak R* durumunda bulunan reseptdr oranini artirir.
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Bunlarin yani sira, tam agonistin R’ye baglanma afinitesi agonist
baglanma birlesme orani hizlidir. Ancak, G protein yoklugunda
agonistin uyardigi konformasyonel dedisimin kinetiginden yavastir.
Ters agonist baglanma modeli icin iliski orani R’den R*'ye gegisi ile
sinirhdir, ¢lnkl agonistin sadece R*'ye badglanabilecegi tahmin

edimektedir.

B2 adrejenik reseptdér calismalarinda, hem agonistlerin hem de ters
agonistlerin, termal denatlrasyona ve proteolizize karsi reseptdri

koruyamadiklari gézlenmistir [46][47].

Uglinci model ise, sekil 2.2’de gésterilmektedir ve ligandlanmamis
reseptdérin olusumu ile ortaya ¢cikmaktadir. R formu bu modelde iki
bagska duruma R* ve Rp'a gegis yapabilmektedir. Ro durumu ters
agonistler tarafindan stabilize edilmekte ve R*, agonistler tarafindan
stabilize  edilmektedir. Mekanistik olarak bu intramolekiler
etkilesimlerin liganlanmamis reseptort sinirlamadigi ve bu nedenle
termal denatlirasyona ve proteolizize karsi daha duyarli oldugu
Onerilerek aciklanmaktadir. S6zU edilen modelde agonist alanlarin
baglanmasi ardisik olarak gergeklesmekte ve R ve R* arasinda R’ ve
R"” ara drunleri olusturan bir dizi konformasyonel durum ile
sonuglanmaktadir. B2 reseptdér agonistleri ile yapilan c¢alisma
sonucunda, agonistlerin, reseptor ile islevsel olarak dnemli birkag
etkilesim alanina sahip oldugu goésterilmistir. Baglanma, agonistin bir
yapisal grubu ile reseptdr arasinda bir etkilesim baslatir. Ardindan
diger yapisal gruplarin baglanmasiyla TM etki alanlarinin rastgele ve
kendiliginden hareketleri, fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesimine
izin vermektedir. Reseptér ve agonist arasindaki her etkilesim,
reseptdor aktif R* durumunda stabilize edilene kadar bir veya daha
fazla TM alanini stabilize etmektedir. Ro durumunun stabilizasyonu ile
sonuglanan ters agonistler icin benzer bir model distnialdiginde,
kismi agonistler ara durumlardan birini (R” veya R”) stabilize edebilir

ve bdylece R*'ye spontan izomerizasyon veya G proteini icin dlusuk
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afiniteli konformasyon stabilize edilebilir. G proteini ara Urlnlerden
biriyle etkilesime girerek, hem agonist baglanma afinitesini hem de

konformasyonel degisimi etkiler [46].
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Sekil 2.2. Agonist ve Reseptér TMD Etkilesimleri [48] kaynagindan
Tlrkcelestirilerek alinmistir.  Agonistler ile reseptér arasindaki
etkilesim, stabilizasyon ve konformasyonel degisimler
gosterilmektedir. Katekolamin agonisti ile GPCR ailesi Uyesi B
Adrejenik reseptdr arasindaki etkilesim alanlari (A) Agonistlerin amini
veya antagonistler ile reseptér TM3 aspartat arasinda kurulan tuz
kdprusu (a), TM6’da Phe290 amino asidi ile aromatik katekol halkasi
(c) ve hidroksil arasindaki (b) etkilesim oldugu duslnutlmektedir,
TM5’de serin amino asidi ile katekol halkasinin hidroksil grubu
arasindaki etkilesim (d), Ligand ile uyarilmis konformasyonel degisim
ve R* form olusumu (B), Konformasyonel secilim ve agonist
Uzerindeki alanlarin ardisik sira ile etkilesimi ve R* form olusumu (C)
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ve ardisik baglanma sonucu olusan ara Urilinler ve kismi agonistler
tarafindan stabilizasyonu, konformasyonel degisimler [46].

Sekil 2.3'de sematize edilen, allosterik ligandlari uygun seklide
aciklamak icin reseptoriin nasil bir yapiya sahip oldugunu anlamamiz
gerekmektedir. Reseptorler daha o6nceki bolimde anlatildigi gibi
anahtar Kkilit iliskisi olarak tanimlanan tek bir baglanma(kilit)
bolgesine sahip degildir. Reseporlerin tzerindeki baglanma bdlgeleri,
ortosterik (rekabetcgi) boélgeler ve allosterik bdélgeler olarak
siniflandirilmaktadir. Ortosterik bdlge, birincil baglanma bdlgesi ve
allosterik bolge ise diger (yardimci) nesneler igin baglanma bdlgesidir.
Hem ortosterik hem de allosterik baglanma bdlgelerinin kendi agonist
ve antagonistleri bulunmaktadir. Bunlar bir bitin olarak reseptérin
birincil mekanizmasini aktive etmektedirler. Allosterik antagonist,
allosterik baglanma bdlgelerinin etkilerini aktive eder ki bu, pozitif bir
allosterik bolge veya negatif bir allosterik bélge olmasina bagli olarak,
ortosterik (birincil etki) bdlgenin etkisini artirr ya da azaltir. Temel
olarak, pozitif allosterik ligandlar, reseptérin birincil aktivitesini
arttirmak icin cgesitli yollarla calisir. Ancak kendi baglarina higbir
etkileri yoktur. Bu durum, pozitif allosterik ligandin ortosterik agonist

baglanma ile arasindaki farki géstermektedir [48].

13



o Allosterik
Ortosterik - baglanma bdlgesi

baglanma bélgesi

o Ortosterik inhibitor =~ ----------7  c------- Allosterik Modulasyon  -------
' i Ortosterik Afinite Modulatér

g Ligand tutucu

E : ) Cevap
l P Ortosterik Etki Modulator
: c : s
evap
. Yapisal
' dedisim

[+ X Rekabetci antagonist )
Dedisen Cevap

i Ortosterik Allosterik (inverse) agonist :

Sekil 2.3. Ortosterik ve Allosterik Baglanma [48] kaynadindan
yeniden dlizenlenerek alinmistir.
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2.4. Farmakolojik Saperonlarin Hedef Proteinler Uzerindeki
Etkisi

2.4.1. Molekiiler Yapilarin Farmakolojik Saperonlar ile
Stabilizasyonu

Bircok hedef proteine yonelik farmakolojik saperonlarin etkinligi
detayli olarak arastirilmaktadir. Genel anlamda farmakolojik
saperonlarin yapisal etkinligini farkli hedef proteinler UGzerinden
ornekleyen, lizozomal enzimler, Kkistik fibrosiz TM regilatérler ve
gonadotropin hormon reseptérler Uzerinden cgesitli mekanizmalar

tanimlanmaktadir.

Lizozomal depolama bozukluklari, sayisiz lizozomal enzimde olusan
mutasyonlar sonucu olusur. Asit-B-glukozidaz, a-galaktozidaz ve asit-
a-glukozidaz enzimlerinde olusan mutasyonlar cesitli konformasyonal
hastaliklara neden olmaktadir [49][50][51]. Farmakolojik saperonlar,
enzimlerin alt kimelerinde meydana gelen hatalar sonucu olusan
mutantlar ile yeni hidrojen baglari ve/veya Van der Waals
etkilesimleri yaratarak aktif bdlgelerine baglanmakta ve yapiyi
stabilize etmektedirler. Farmakolojik saperonlar, enzimler icin aktif
boélge inhibitérleri (antagonistleri)dir [49][52][53]. Lizozomal enzimler
genel olarak o ve B alt kimelerinde aktif bdlgelere sahiptirler. Yabanil
tip a-galaktozidaz enzimi Uzerinde yapilan galismalarda, farmakolojik
saperonlarin, konformasyonel minimal degisimlere neden oldugu ve
bunu da anahtar-kilit iliskisi mekanizmasi ile yaptigi gézlemlenmistir
[52][54][55][56]. Bunun vyanisira, asit-B-glukozidaz, inhibitér
antagonistine baglandiginda aktif bdlgeye yakin halka 1 kalintisinin
onemli dlclide yeniden dizenlenmesine yol acarak, alfa helikal bir
konformasyon olusturdugunu belirtmektedirler. Bu konformasyonel
yeniden dlizenlemenin, indiklenmis bir mekanizma ile enzimin aktif
bélgesinde iki hidrofobik oluk ile olusturuldugu bildirilmektedir

[52][57]. Lizozomal enzimlerde farmakolojik saperonun vyapisal
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mekanizmasindaki saperonlama, enzimin ve mutantin yapisina bagli
olarak, anahtar-Kkilit iliskisi ya da indiklenmis- tamir mekanizmasi ile

gerceklesmektedir.

Diger taraftan oksidorediktazlar, tirozin hidroksilazlar, triptofan
hidroksilazlar, fenilalanin hidroksilazlar gibi enzimler de farmakolojik
saperonlarin hedeflerindedir [58][59]. Ancak, farmakolojik
saperonlarin belirtilen enzimler Uzerindeki etki mekanizmalari tam
olarak aciklanmamistir. Ancak, lizozomal enzimlerdekine benzer bir
yapiya sahip olduklan bildirilmektedir. Fenilalanin hidroksilaz Gzerinde
yapilan calismada, zayif bir inhibitér antagonist olarak mutant
enzimin aktif bolgesine baglandidi, burada hidrofobik etkilesimler
yaratmak suretiyle yeni hidrojen baglanma aglar olusturdugu ve bu

sekilde etki gosterdigi belirtilmistir [60].

ATP baglayict TM sliper ailesi Uyesi olan kistik fibréz TM regllator
(CFTR)'de vyaklasik %70 oraninda mutasyon, proteinin karboksi-
terminal bolgesinde meydana gelen yanlis katlanmalar sonucu
meydana gelmektedir [61][62][63]. CFTR mutantlar Uzerinde en
etkili oldugu tespit edilen VX-809'in klinik galismalarda iyilesme
gosterdigi belirtilmekte ve in siliko calismalarda, proteinin sahip
oldugu iki araylz arasinda hidrofobik bir alan olusturarak iyilesme
sagladigi tahmin edilmektedir [64][65][8] [66][67].

Gonadotropin  hormon reseptdleri (GnHR), G protein bagh
reseptordir. Sayisiz yanhs katlanmis mutantin  yol actigi
hipogonadotropik hipogonadizm konformasyonel hastaligina yol
acmaktadir. TM alanlann 4 ve 5 (“6lum bdlgesi”) terminalinde
meydana gelen yanlis katlanma kusurlarin olusumuna neden olan
bazi mutasyonlarin farmakolojik saperonlar tarafindan kurtarildigi
gbsterilmistir [68][69]. Bu mutasyonlar sistein kdéprusid icin dnemli
olan disulfit baglarinin farkl baglanmasi ya da

kazanilmasi/kaybedilmesi sonucu olusmaktadir. Bu mutantlarin

16



kurtarilmasinda, TM2 ve TM3 alanlari arasindaki Asp98 ve Lys121
aminoasitleri arasinda kurulan tuz koprileri ile saglandigi tespit
edilmistir. Bu vekil tuz koprisd Glu90 ile Lys121 arasinda dogal
olarak olusan kopri olusumunu saglar; boylece Asp90Lys mutasyonu
elimine olmaktadir [70][71]. Baska bir mutasyon sonucu sistein
kazanilmasi ile anormal distlfid bagi olusumunda kismi farmakolojik
saperon etkisi gortlmistir. GnHR mutantlarinin dogru distlfid baglari
ve tuz koéprileri olusturmalari ve uygun katlanmalar icin kinetik
gereksinimlerine farmakolojik saperonlar aracilik etmektedirler. G
protein bagl reseptdor olan AVPR2 mutantlari da TM domeynlerinde
mutasyonlara sahip GnRH reseptér mutantlarina benzer sekilde TM

domeynlerinin stabilizasyonu yoluyla kurtarilmaktadir [25][72][73].

Bunlarin disinda, farmakolojik saperonlar multimerik reseptor
proteinlerinin oligomerizasyonu sirasinda olusan hatalarin elimine
edilmesinde de rol oynamaktadirlar. GPCR ve SLC (¢6zlinen tasiyici),
biyogenezin zorunlu bir adimi olarak yapisal homo ya da hetero
dimerizasyon gercgeklestirmektedirler [74][75]. COligomerizasyon
kusurlu GPCR'ler ER'de tutuklu kalsa da, farmakoloik saperon yardimi
ile oligomerizasyon yeniden dilzenlenerek gergeklestiriimektedir.
Ornedin, oligomerizasyon hatali adrenerjik reseptér TM domeyni
(TMD), oqb)-adrenerjik reseptdér antagonisti tarafindan stabilize
edilerek, homo-oligomerizasyon yapmakta ve terminal olarak N-
glukolizlenen olgunlasmis adrejenik reseptdér fonksiyonel olarak
plazma membraninda ifade olmaktadir [76]. Benzer bir sekilde
dimerizasyon hatal lipofilik ol adrejenik reseptéri, homo-
dimerizasyon asamasinda ER’de takili kalir ve farmakolojik saperonlar
bu proteinin monomerlerine baganarak onu stabilize eder ve boéylece

dimerlerin olgunlagsmasina destek olurlar [77].

Oligomerizasyonla sinirlandirilmis reseptdrlerin aksine birgok yanhs
katlanmis mutant, oligomerizasyona karsi hassasiyetini devam ettirir

ve vyabanil tipteki proteinlerin Uzerinde baskin negatif bir etki

17



yaratarak yabanil ve mutant tiplerin ER’de tutuklanmasina neden
olur. Mutant hemizigot alelden elde edilen gen UGrinlin, yabanil tip
gen Urand UGzerine uyguladigi baskin negatif etki, cok sayida
hastaligin altinda yatan islevsiz gen Urinlerinin olusmasina neden
olmaktadir [78][79][80]. Ornegin, gece kérligi hastalhiginda rodopsin
mutanti R23H"In hicre disindaki baskin negatif etkileri farmakolojik
saperonlar gibi davranan retinoidler tarafindan baskilanir [81]. Bunun
disinda, insan opioid reseptér varyanti Cys27, Phe27 varyant
Uzerinde baskin negatif etki yaratir ve bu da olgunlasmay! bozarak
degredasyona neden olur, fakat opioid reseptdr antagonisti tarafindan
bu durumun Ustesinden gelinebilmektedir [82]. Baskin negatif
etkilerin neden oldugu hastaliklar ve farmakolojik saperonlarin bu
etkiyi hafifletme kabiliyetleri distntldiginde, bu hastaliklar igin

uygun bir tedavi yontemi olabilecegi kanisina varilmaktadir.

Farmakolojik saperonlarin kurtarma basarisi bircok farkl protein
Uzerinde saptanmistir. Bu basarinin arttilmasi igin, molekdler
saperonlarin ve kalite kontrol sistemi proteinlerinin islevini ve
kullanilabilirligini arttirmak gerekmektedir ki, bu roli proteostaz
duzenleyiciler (PR) Ustlenmektedirler. PR’ler protein katlanmasini
kolaylastirmak, dodal olarak katlanamayan proteinlerin bozulmasini
arttirarak, yanhs katlanmay! en aza indirerek protein homeostasini
iyilestirmeyi hedeflerler [83]. Bu nedenle, proteostaz duzenleyiciler,
farmakolojik saperonlar ile is birligi icinde kullanildiklarinda daha etkili

sonuclar elde edilmektedir.

2.5. Farmakolojik Saperonlar ve Proteostaz Diizenleyicilerin
Hedef Proteinler Uzerindeki Isbirligi

Proteostaz dlzenleyicileri tanimlamak igin ilk olarak protein katlanma

surecini yOneten proteostazi tanimlamamiz  gerekmektedir.
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Proteostaz, dkaryotik protein homeostazidir. Temel olarak protein
sentezi, katlanmasi, trafigi ve degradasyonu hassas bir denge
gerektirmektedir. Hlicre bu dengeyi protein kalite kontrol sistemi ile
saglar ki bu sistemde, molekiler saperonlar, ubikitin proteozom
yolagi ve otofaji 6nemli bir role sahiptir [84]. Okaryotik hiicrelerde
protein katlanmasindan bir dizi hicresel bdélge sorumludur. Bu
boélgeler; mitokondri ve peroksizomlar, en blylk rol Uustlenen
endoplazmik retikulum (membran ve salgl proteinlerinin katlandigi
bolge), sitozol ve gekirdektir. Protein katlanmasinda olusabilecek hata
bélgesine  bagli  olarak  farkhh  stratejilerde  hiicre cevabi
olusturulmaktadir. Protein katlanmasindaki hata ER de meydana
geldiginde; katlanmamis protein cevabi (UPR: unfolded protein
response), mitokondride meydana geldiyse; mitokondriyal UPR,
cekirdek ve sitozolde meydana geldiyse; isi-sok cevabi (HSR; heat-
shock response) olusur [22][85]. Bu cevaplar, protein
homeosteazindaki kuiguk karisikliklar sonucu olusur ve vyanlis
katlanmis proteinlerin tekrar dogru konformasyon kazanmalari igin

hayati bir 6neme sahiptir [86].

Molekller saperonlar, protein kalite kontrol sistemlerinin (QCS)
merkezi elemanlaridir. Translasyondan sonra, gelisen polipeptid zinciri
ile molekiler saperonlar etkilesime girerler ve onlar dogal yapilarini
almalarina yardim ederler [87]. Bir dizi korunmus molekiler saperon
ailesi yanlis katlanmay! ve agregasyonu 6nlemek igin sitozolik proteini
yonlendirirler. Bunlar, stres proteinleri ya da isi-sok proteinleri (Hsp)
olarak adlandirilirlar ve konformasyonel stresin arttigi durumlarda
blylk miktarlarda ddretilirler. Bu blyldk saperon ailesi molekdiler
agirliklarina goére siniflandiriirlar (Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90,
Hsp100, and the small Hsp) [88]. HSR'nin koordinasyonunda isi-sok
faktor 1 (HSF1; heat-shock factor 1) anahtar rol oynar. Bu

transkripsiyon faktort, katlanamamis proteinin olusturdugu htcresel
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stres aninda aktive edilir ve saperonlarin ve katlanmay! dlizenleyecek

diger molekdllerin transkripsiyonu indukler.

Yanlis katlanmis proteinler, sahip olduklari mutasyonlar sonucu dogru
konfigurasyona erisemez, fonksiyonlarini kaybederler ve birgok
genetik veya konformasyonel hastalia neden olurlar [89][90][91].
Bu proteinler fonksiyonlarini, erken degradasyona ugramalari, hedef
bolgelere ulasamamalari, yapisal dedisimler ve agregasyonlar nedeni
ile kaybederler [70][24]1[92][83][93]. Yanhs katlanmis proteinler,
yeniden katlanamadiklarinda, ubikitin-proteozom sistemi, otofaji ve
ER-baglantih degredasyon sistemi mekanizmalari ile degredasyona
ugrar [94][95][96].

Proteostaz adi ve protein kalite kontrol sisteminin galisma prensibi,
yanlis katlanmis protein hastaliklarina karsi yeni tedavi stratejisi yolu
acmaktadir. Direkt olarak hedef proteinleri stabilize edebilecek
proteostaz duzenleyicilerle ya farmakolojik saperonlarla ya da ikisini
birlikte kullanarak genetik ve konformasyonel hastaliklarin tedavi
edilebilmesi hedeflenmektedir [83], [96][23].

Proteostaz duzenleyiciler ve farmakolojik saperonlar yanlis katlanmis
protein hastaliklarini tedavi etmede, temelde ayni devrimsel
yaklasima sahiptirler. Mutant proteinler lGzerinde stabilizayon etkisine
sahiplerdir ve bu sayede proteinler hedef bdlgelere ulasip aktivite
gbsterebilirler. Elde edilen fonksiyonel dizeltme derecesi, kurtarilan
proteinin mutlak miktarina, kendi i¢ aktivitesine ve uygun fonksiyonel

lokasyondaki yeni stabilitesine baghdir.

Proteostaz dlizenleyiciler, kalite kontrol sistemi igerisinde strese karsi
olusan cevaplar aktive etmektedir. Cekirdek ve sitozolde olusan
hatalari elimine etmek igin, kiicik molekdller, steroid olmayan anti-
inflamatuvar ilaglar [97], proteozom inhibitérleri [98][99][100],
Hsp90 inhibitérleri ve insan isi-sok faktdr protein aktivatért [101] gibi

proteostaz duzenleyiciler kullaniimaktadir. ER'de olusan strese karsi,

20



rapamisin [102], inozitol duslrict bilesikler [103] gibi kuguk
molekiler proteostaz dlizenleyicilerle otofaji ve ubikutin proteozom
sistemi dlzenlenerek denge saglamaktadirlar. Bunlarin yani sira
thapsigargin [104] ve curcumin [105] kullanimi ile kalsiyum sinyalini

[106] dlizenleyerek, proteostaz aginin kapasitesi artirilabilmektedir.

Hlcrede protein katlanmasinin blyudk bir bdélimu endoplazmik
retikulumun sitozolik ylzeyinde meydana gelmektedir. Codzulebilir
proteinler, ko-translasyon vyoluyla ER Iimenine gecerler. Burada
proteinin dogru ve etkili bir sekilde katlanmasi igin siki bir diizenleme
sistemi mevcuttur. Bu sistem Endoplazmik Retikulum Kalite Kontrol
(ERQC) olarak tanimlanmaktadir [107].

2.6. Endoplazmik Retikulum Kalite Kontrol Sistemi

ERQC terimi ilk olarak Hurtley ve Helenius tarafindan ifade edilmistir.
Sentezlenen molekillerin konformasyonlarina bagh olarak islem
sureglerini tanimlamigladir. Bu sistem polipeptid zincirinin stabilitesini
saglayan molekller saperonlari, proteinlerin translasyonel sonrasi
degisimleri icin gerekli olan enzimleri ve polipeptid zincirinin
katlanmasini dodrudan destekleyen faktorleri icermektedir. ERQC

sistemi fonksiyonel olarak;

e Protein olgunlasmasina uygun ortam saglamaktadir.

e Erken salgi yolaklarinda homeostazi saglamaktadir.

e Yanlis veya anormal katlanmis proteinleri degredasyona
yonlendirerek agregasyonlarini 6nlemektedir.

e Dogru konformasyonda katlanan proteinleri hedef bolgeye

tasimaktadir.

Protein katlanmasi ve ERQC sistemi g alt bélime ayrilarak sematize

edilmistir.
e Birincil Kalite Kontrol; ER-Iliskili Katlanma
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« Ikincil Kalite Kontrol; Tasima Yolagi

o Uciinciil Kalite Kontrol; Hedef Hiicreye Ulasma

2.6.1. Birincil Kalite Kontrol; ER-Iliskili Katlanma

Translasyon sonrasi ER IlUmenine gecis yapan polipeptid zinciri
stabilize edilir dogru konformasyon da katlanmasi saglanir. Katlanma
isleminde bircok yardimci protein katalizér olarak islev gérmektedir.
Bu proteinler molekiller saperonlar olarak adlandirihir. ER-iligkili
molekiler saperonlar, katlanmamis proteinleri, protein yapisi lzerinde
acikta kalan hidrofobik bdlgeler, olgunlasmamis glikanlar ve maruz
kaldiklari reaktif tiyoller aracihdiyla tanimaktadirlar. Birincil kalite
kontrol sistemi; ER, 1s1 soku proteinleri Hsp60 ve Hsp70,
kalneksin/kalretiktlin  sistemi (glikoproteinlerin  katlanmasinda),

Hsp90 ve Hsp100 molekiler saperonlarini icermektedirler.

Hsp70, ribozomdan ayrilan proteinlerin agregasyon olusturmalarini
Onler [108]. Hsp70, genisleyen proteinleri poliglutaminlerle stabilize
eder ve proteinlerin membrandan translokasyonunda gérev alir.
Bunun aksine Hsp60 ise protein katlandiktan sonra yanlis katlanan
proteinlerin agregasyon olusturmasina engel olarak yeniden dogru
katlanabilmesi icin ortam olusturur [109]. Bahsi gecen molekuler
saperonlar, ATP-badimli olarak proteinlere badlanir ve serbest
birakirlar [110].

Hsp90, diger saperon ailelerine kiyasla daha bol miktarlarda
bulunmaktadir. Kinaz ve  steroid hormon reseptorlerinin
olgunlasmasinda aktif rol oynamaktadir. Hsp100 ise agregasyona

ugramis proteinlerin ¢ozlUnlrligant korumaktadir.

Kalneksin ve kalretikllin, lektin benzeri saperon proteinleridir.
Glikoproteinlerin katlanmasinda ve yanhs katlanmis glikoproteinlerin

yeniden katlanma slrecinde rol oynamaktadirlar. Kalneksin, ER
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membranina bagl bir saperon proteinidir. Kalretikilin ise ¢ozlinebilir
ER vyerlesik proteinidir. ERp57 (protein disllfid izomeraz), ER’ de
katlanmasini tamamlamamis proteinleri koruyarak, kalneksin ve

kalretikilin ile isbirligi yapan bir baska saperondur.
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Sekil 2.4. ER-Iliskili Protein Katlanmasi
“http://bilimvebilimadami.com” internet sitesinden alinmistir.

Sekil 2.4'de gosterilen, proteinlerin translokasyonlari sirasinda,
asparajin amino asitinin amino grubuna, oligasakkarit zinciri transfer
edilir. Bu olay N-bagl glikolizasyondur ve oligosakkaril transferaz
enzimi ile katalizlenmektedir. Eklenen oligosakkaritlerden iki glukoz,
glukozidaz I ve II tarafindan uzaklastirilir. Oligasakkarit baglanmasi
protein katlanma durumunu isaretlemek icin kullanilan bir etikettir.
Kalneksin ve kalretikllin, tek glukoz ve mannoza sahip

oligosakkaritleri tanir ve baglanirlar, bdylece proteini stabilize ederek
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agregasyondan korurlar. Saperonlarin baglanmasi ERp57
baglanmasini da tesvik eder bunun sonucunda proteinin dogal
hareketi ve kendi icinde olusturdugu etkilesimlerle dogru
konfigirasyonuna ulasmasi hedeflenmektedir. Ucglincii glukoz da
glukozidaz 1II tarafindan proteinden uzaklastirildiginda, protein
molekiler saperonlarindan ayrilir ve hedef bdlgeye gitmek Uzere
ER'den c¢ikmaya hazirdir [111][112][113]. Sayet protein yanlis
katlanmis ise glukozil transferaz bunu tanir ve bir glukoz ekleyerek,
kalneksin ve kalretiklilin saperonlarinin yeniden baglanmasina izin
verir. Bdylece yanhs katlanmis proteinin ER’den ayrilmasini engeller.
Yeniden katlanmasina izin verilen protein dogal konfigiirasyonuna

ulasamazsa, 26S proteozomlarda degredasyona ydnlendirilir.

2.6.2. Ikincil Kalite Kontrol; Tasima Yolagi

Dogru katlanmis proteinler ER’de de-glukozilasyona ugrar ve ER cikis
bolgelerine ydnlendirilirler. Burada, vezikilleri olusturmak igin ER'yi
sikistiran kaplama proteini COPII cukurlar meydana getirir [114].
Cukurlar vasitasiyla olusturulan vezikller, proteinin olgunlagsmasi igin
ER-Golgi aygiti ara bdlgesine hedeflenirler. ER-Golgi aygiti ara kontrol
(ERGIC) bolgesinde, olgunlasan proteinin, lektin olan vesikller
integral membran proteini (VIP) ile etkilesimi sayesinde uygun
katlanma tekrar degerlendirilir [115] ve ER-Golgi aygiti ara bdlmesi
boyunca tasinirlar. ERGIC'in katlanma kriterini karsilayamayan
proteinler, COPI vezikullleri ile ER'ye geri tasinacaktirlar. Sekil 2.5'de

gosterilmektedir.
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2.6.3. Uciinciil Kalite Kontrol; Hedef Bolgeye Ulasma

ER Kalite kontol sisteminin son asamasi Golgi aygitinda gerceklesir.
Ikincil kontroliin yapildi§i cis-Golgi bdlgesindeki, VIP ile etkilesen
proteinlerin gecisine izin verilmesine benzer olarak, golgi de yer alan
ve yuksek-mannoz ile glukozile edilmis proteinler, Gguncul kalite
kontrol sisteminden gecisine izin verilmektedir [116][117]. Bu
bolgede, yanlis katlanmis proteinler, COPI kapl veskuller araciligiyla
geriye dogru giden tasima yoluyla ER'ye geri yonlendirilebilir, buna
karsin dogru sekilde modifiye edilen proteinler Golgi-aygitini gecerek
olgunlasir, daha sonra hlcrede nihai hedeflerine yoénlendirilir. Sekil

2.5'de gosterilmektedir.

T Plazma membranina gecis

A
Golgi aygitindan hedef

bélgeye; olgunlasmis protein

t A
Cis-Golgi aygiti; tgtncl
kalite kontrol sistemi
COPIl , |
O ER'den cikis ve ER-Golgi
aygiti ara bélgeye gecis;
5 ER-Golgi aygiti ara bélge
kontrol, ikincil kalite kontrol
COPI {4 P
ER; birincil kalite kontrol

Sekil 2.5. Sentezlene Proteinlerin Modifiye Edildigi ER ve Golgi-aygiti
QC Sistemleri [118] kaynagindan yeniden dizenlenerek alinmistir.

Yukarida ayrintili olarak anlatilan kalite kontrol sisteminde olusan bir
bozukluk ya da proteinlerin hatali katlanmasi veya tam olarak
olgunlasamamasi sonucu ilgili proteinler, QC sistemine takili kalmakta

ve islev gorecedi alana ulasamadan degrade olmaktadir.
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Bu tez calismasinda, yanlis katlanmis proteinlerin neden oldugu
konformasyonel hastaliklardan biri olan NDI hastalarinda 6nceden
fonksiyonel kayba ugradigi tespit edilen AVPR2 mutant proteinleri

Uzerinde calismalar yapilmistir.

NDI hastaligi, bobreklerde arjinin vazopressin hormonu (AVP) ile
dizenlenen, suyun geri emilimi sisteminin bozulmasi ile ortaya
cikmaktadir. Bu hastalarda gunlik idrar olusumu 10-20 litreyi
gecmektedir. Hastaligin %10’u akuaporin2 su kanali (AQP2) geninde
olusan mutasyonlar sonucu olusur ve konjenital NDI olarak
tanimlanir. Hastaligin geriye kalan %90’k kismi, AVPR2 genindeki
mutasyonlar sonucu olustugu bilinmektedir ve kalitsal X’e bagh NDI

olarak tanimlanamaktadir.

2.7. NDI Hastaligina Neden Olan ve Endoplazmik Retikulum
Kalite Kontrol Sistemine Takili Kalan AVPR2 Mutantlari

AVPR2, bdbrek tubul hicrelerinin bazolateral membraninda yer alan G
proteinine bagh bir reseptordir. Ligandi olan AVP, kan dolasimi
yoluyla bdbreklere gelip reseptorlere baglandiginda G proteini aktive
olur. Aktive olan G protein adenilat siklazi aktive eder ve ikinci
haberci cAMP olusur. Protein kinaz A, olusan cAMP tarafindan stimdle
edilir ve bdylece hicre igerisinde bulunan AQP2 proteinlerini
fosforilleyerek, onlarin  tetramer halinde apikal membrana
yerlesmelerini saglar. Boylece suyun geri emilimi saglanir. Fakat
AVPR2'de olusan mutasyonlar bu mekanizmanin islemesini
engellemektedir. Mutasyonlar yer aldiklari bdélgelere goére daha

ayrintili bir sekilde aciklanmaktadir.
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2.7.1. Transmembran Domeyn Mutasyonlari

AVPR2 reseptorlerinin yedi TM domeyni, ligand baglanmasinda, sinyal
iletiminde ve reseptdérin vyapisinda o6nemli role sahiptir [119].
AVPR2’de tanimlanan 200’den fazla mutasyonun, yaklasik %50'sinin
TM domeynlerinin birinde tanimlanmis olmasi sasirtici dedgildir.
Tanimlanan bu mutasyonlar, TM domeynlerinin yanhs katlanmalarina
ve bunun sonucunda hidrofilik ve sitozolik bdlgede hidrofobik
rezidularin aciga ¢cikmasina neden olabilmektedir. Bu sekilde, ya TM
domeynlerinin a-sarmal yapisi ya da diger TM domeynleri arasindaki
etkilesim bozulabilir. Ozellikle iyi korunmus TM domeyn rezidilarinda
meydana gelen mutasyonlar ciddi bir seklide AVPR2'nin katlanmasini
etkilemektedir. Bu nedenle bu tip mutant proteinler kalite kontrol

sisteminin ilk basamagina takilmaktadirlar [120].

2.7.2. Sistein Mutasyonlari

AVPR2'nin tahmin edilen hicre disi halkalarinda (ECL-extracellular
loops) yanlis anlamli mutasyonlarin yaklasik vyarisi, bir sistein
rezidisunun ortaya gikmasina yol agcmaktadir. AVPR2'de dogal olarak
bulunan iki sistein rezidisu (ECL1'de C112 ve ECL2'de C192)
olusturulur ki bunun uygun reseptdér katlanmasina ve stabilitesine
katkida bulunan disllfit koprilerini meydana getirdigi tahmin
edilmektedir [121]. Baslangigta, bir mutasyon tarafindan tanimlanan
sisteinin, bir disdlfit kdprist olusturmak igin C112 veya C192 ile
rekabet edecedi ve boylece uygun reseptor katlanmasina muidahale
ettigi varsayilmistir. Fakat daha sonra, AVPR2'deki G185C ve R202C
mutasyonlarinin, dodal disllfit bagini bozmaktan ziyade daha az
korunan dodal olarak olusan bir rezidi (C195) ile ikinci bir disulfit
baginin olusumunu indikledigi gosterilmistir [122]. Bu ikinci disilfit
baginin olusumu neredeyse tamamen ligand baglanmasini engeller,

ancak AVPR2’nin genel yapisini etkilemez ¢unkl her iki mutant da
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plazma membraninda ifade olmaktadir. Diger taraftan Y205C
mutasyonu, distlfit bag olusumuna girmez, fakat blyuik ihtimalle AVP
baglayic yapisini bozar ve dolayisiyla bu mutant plazma membran
ifadesini ve AVP baglanmasini etkiler [115]. Bu sistein mutantlarinin
timinde korunmus disdlfit baginin olusumu, ER’deki protein disdilfit
izomerazin (PDI), disulfit badi olusturmak Uzere, korunmus olan
sistein rezidularini ve spesifik reseptér veya mutant rezidulan

arasindaki ayrimi yapabildigini gostermektedir.

2.6.2.3. Hiicre Ici Halka ve C-Ucu Mutasyonlari

AVPR2'nin katlanmasinda, C-ucunun (karboksil) proksimal bdlgesinin
Oonemi yapilan birgcok calismada goésterilmistir [115]. Proksimal C-
ucunun, TM7 domeynin sitoplazmik ug¢ kismi ile C341 ve (C342
rezidilari arasindaki amfipatik heliks formu oldugu tahmin
edilmektedir. Thielen ve arkadaslari, bu amfipatik heliks formunun,
hicre ici halka (ICL) 1 ve 2 rezidulan ile etkilesime girebilecegi ve
béylece reseptériin konformasyonunu stabilize edebilecedini 06ne
strmustlr. Bu durum da ICL1 icinde yer alan gogu AVPR2 mutantlarin
ER’deki tutulumunu stabilizasyonun dogru bir sekilde
gerceklesememesi sonucu olustugu yoninde aciklanabilir. Diger bir
taraftan AVPR2'nin ICL3 bdlgesi RRRGRR aminoasit dizisini
icermektedir. Burada meydana gelen bir mutasyon sonucu iki tane
RXR motifi olusabilir. Bunun sonucunda sitozolik fonksiyon olarak
ER’den tasinma sinyali olusturulur ve COPII ile etkilesime girerek
tasima vezikdlld olusturmasina neden olur. Sonucta, katlanma slrecini
tamamlayamamis mutant protein ER’den ayrilip ER-Golgi aygiti ara
bélgesine tasinir ve buradaki ikincil kalite kontrol sisteminden

gecemeyerek, COPI vasitasiyla ER'ye geri génderilir [123].
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Sekil 2.6. Tez Kapsamindaki Mutantlarin AVPR2 Uzerindeki Gésterimi

AVPR2 proteini Uzerindeki korunmus sistein koprisl, hlcre ici ve
hicre disi halkalar ve tez calismasi kapsamindaki mutant amino

asitler gosterilmektedir.

Tez kapsamindaki mutantlardan biri R68W’'dur. R68W mutanti ICL1
bolgesinde olusan yanls anlamlh mutasyondur. Arjininin triptofana
dénlsmesi sonucu normal sartlarda bazik olan rezidl, hidrofobik bir
rezidl olusturmaktadir. Yapilan calismalarda ER birincil kalite kontrol
sisteminin, mutant proteinleri lzerinde olusan hidrofobik bdlgelerden
tanidigi bildirilmektedir [109]. R68W mutantinda olusan hidrofobik
rezidd ile yanlis katlanmis protein olarak tanimlanmakta ve ER’de
tutulu kalmaktadir. Bir diger taraftan, Thielen ve arkadaslari, TM7
domeynin sitoplazmik ug kismi ile C341 ve C342 rezidilan arasindaki
amfipatik heliks formunun, htcre ici halka (ICL) 1 ve 2 rezidulan ile
etkilesime girebilecegi ve boylece reseptérin konformasyonunu
stabilize edebilecegini 6ne stirmuslerdir. Bu durum da ICL1 icinde yer
alan R68W AVPR2 mutantinin stabilizasyonu dodgru bir sekilde

gerceklesememesi ER’deki tutuklanmasini aciklayabilmektedir.
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Calisilan bir diger mutant AR67_G69/ G107W compound hemizigottur
ve ICL1 ve ECL1 halkalan icerisinde yer almaktadir. Bu compound
hemizigot mutant 9 bazlik bir delesyona sahiptir ve bu delesyon
bolgesi en sik mutasyona ugradigi belirtilen arjinin aminosidini
kodlamaktadir. Erdem ve arkadaslarinin 2017 vyilinda yaptiklari
calismada, compound hemizigot mutantinin fonksiyonel olarak AVP’ye
baglanabildigini ancak hlicre ylzeyindeki ifadelerinin yabanil tipe gore

yari yariya bir diisls sergiledigini ortaya koymuslardir.

Compound hemizigot mutantini olusturan mutasyonlardan biri ICL1
bolgesindeki 9 baz ciftlik delesyon AR67_G69'dir. Bu mutantta
compound hemizigot gibi AVP uyarimina cevap olusturmakta ancak
hicre ylzeyine ifade olamamaktadir. ICL1 bolgesinde olusturdugu
delesyon ile htcre igi halkayi kisaltmakta ve bdylece AVPR2 proteinin
stabilizasyonuna engel olmaktadir ki bu durum ER kalite kontrol

sistemi tarafindan alikonulmasina neden olmaktadir.

G107W’de compound hemizigotu olusturan bir diger mutantidir. Bu
mutant ECL1 bdlgesinde yer almaktadir. Kuguk bir amino asit olan
glisin, genis yan zincirlere sahip triptofana dénismesi sonucu, hem
aminoasit 6zellikleri hem de boyut bakimindan ciddi degisiklige neden
olmaktadir. Fakat bu degisim mutant proteinin hiicre yizeyine
ulasmasini ¢ok az etkiledigi, yabanil tipe gore daha fazla AVP ile
muamelesi sonucu mutasyonun elimine edildigi Erdem ve

arkadaslarinin 2017'de yaptiklari calismada belirtiimektedir [34].

Bir digeri ise transmembrn domeyni 6’da yer alan T273M mutantidir.
Polar yan zincire sahip treionin amino asidinin nonpolar yan zincire
sahip metiyonin amino asidine doénlismesi sonucu meydana
gelmektedir. T273M mutanti da diger mutantlar gibi ER kalite kontrol
sistemine takili kalarak hticre ylizey ifadesinde yabanil tipe oranla

ciddi bir disls oldugu belirtilmistir [34].
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Sekil 2.6 Uzerinde gdsterilen R68W, AR67_G69/G107W ve T273M
mutantlar yukarida ayrintili olarak anlatiimistir. QC sisteminde takil
kalarak fonksiyon kaybina ugrayan bu mutantlarin olusturulmasi ve
daha o©nceki bdélimlerde ayrintih olarak tanitilan farmakolojik
saperonlar ile muamelelerini iceren deneysel calismalar bir sonraki
bélimde detaylica anlatilmaktadir. Compound hemizigot
A67R_69G/G107W mutantini olusturan iki mutasyon ayri ayri
olusturularak her birinin etkisi de deney dlzenegi igerisinde

arastinlmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

Nadir bir hastalik olarak bilinen NDI'ye neden olan, endoplazmik
retikulum ve Golgi organellerinde tutuklu kaldigi dusilnilerek
hastaligin olusumunda etkili olan AVPR2 genindeki R68W, T273M ve
AR67_G69/G107W (Compound hemizigot) mutasyonlari, grubumuz
tarafindan daha o©nceki vyapilan calismalarda fonksiyon kaybina
ugradiklari tespit edilmistir [124]. Ayrica compound hemizigot
mutantini olusturan AR67_G69 ve G107W mutantlarinin da, deney
dizenegdi icerisinde ayr olarak farmakolojik saperon uygulamasina
verdikleri cevaplar arastiriimistir. Yapilan tez galismasinin amaci; NDI
hastaligi Gzerindeki etkisi literatiire kazandiriimis olan bu mutant
proteinlere farmakolojik saperon terapisi uygulayarak, belirtilen
mutant proteinler Uzerindeki etkilerini belirlemektir. OPC41061,
OPC31260 ve OPC21268 farmakolojik saperonlari uygulanarak,
mutant proteinler Uzerindeki kurtarabilme kapasitelerinin
karsilastirmal olarak arastiriimasi hedeflenmektedir. Tezin amacina
ve kapsamina uygun olarak yapilan deneysel ydntemler asadida

belirtildigi sekilde uygulanmistir.

1. Fonksiyonel analizleri sirasinda, bdlgeye uygun (site-directed)
mutagenez yéntemi ile hazirlamis olan mutant ve yabanil tip
AVPR2 dizilerini iceren vektdrlerin E.coli (DH5a) hicrelerine
transforme edilmesi

2. Mutant ve yabanil tip AVPR2 dizilerini iceren memeli ifade
vektorlerinin gogaltiimasi

3. Mutant ve yabanil tip AVPR2 dizilerini iceren memeli ifade
vektorlerinin COS-7 hlcrelerine transfeksiyonu

4. Farmakolojik saperon uygulanmasi

5. Mutant ve vyabanil tip AVPR2 proteinlerinin hlcre igi ve
yuzeyindeki ifadelerinin belirlenmesi;

e Hicre Yluzey ELISA
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e Total ELISA

6. Farmakolojik saperon uygulama sonrasi COS-7 hicrelerinde
ifade olan, ERQC sisteminden kurtarilan ve kurtarilamayan
mutant AVPR2 proteinlerinin hicre igerisindeki lokasyonlarinin
floresan yontemlerle belirlenmesi.

7. Tez kapsaminda kullanilan ¢ farkli farmakolojik saperonun,
mutant protein miktarlari lGzerinde anlamh bir fark olusturup
olusturmadigini  tespit etmek ve kullanilan farmakolojik
saperonlarin etki siralarini  belirlemek amaciyla Tekrarh

Olctiimler Varyans Analizi (Tekrarli Olgiimler ANOVA) yapilmistir.

3.1. Mutant ve Yabanil Tip AVPR2 Dizilerini Iceren Memeli
Ifade Vektorlerinin E.coli (DH50) Hiicrelerine Transforme
Edilmesi

Grubumuz tarafindan side-directed mutagenez ile olusturulmus ve
dogrulugu; DNA dizi analizi ile kontrol edilmis mutant ve yabanil tip
AVPR2 dizilerini iceren plazmitler gogaltilmistir. Plazmitler, kompetan
E.coli'ye transforme edilerek inklbe edilmistir. Transformasyon

islemindeki basamaklar asagida belirtildigi gibidir.

1. Plazmid DNA’'sindan 1 pl (1 pg/ul) alinip 100 pl kompetan htcre
Uzerine koyularak iyice pipetaj yapildi.

Buz Gzerinde 30 dakika inkibasyona birakildi.

42°C’de 45 saniye inkiibe edildi.

Tekrar buz Uzerine alinan 6rnekler 1-2 dakika inklbe edildi.

i & W N

250 pl SOC medium igerisine tim o6rnek alinarak 1 saat
boyunca 37°C’de calkamali etiivde inkiibe edildi.
6. Inkiibasyon sonunda ampisilinli LB agar plagina ekim yapilarak

37°C de gece boyu inkiibasyona birakildi.

Vektér pLV2R, ampisiline direng genine sahip oldugu icin, vektor

cogaltma isleminde ampsilinli LB agar tercih edilmistir.
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3.2.

Mutant ve Yabanil Tip AVPR2 Dizilerini iceren Memeli

Ifade Vektorlerinin Cogaltilmasi

Gece boyu inklbasyonda lreyen bakterilerden tek bir koloni secilip,

alindi ve 150 ml’lik ampisilinli LB broth besiyerinde 37°C’de ¢alkamali

etivde gece boyu inkibasyona birakildi. Sivi besiyerinde Ureyen

bakterilerden Promega Wizard Plus SV Midipreps DNA Purification

System kullanilarak plazmid DNA izolasyonu yapildi.

Promega Wizard Plus SV Midipreps DNA Purification System kit

protokoll;

1.

150 ml'lik gecelik bakteri kdltirt 10 dakika boyunca 7000

rpm’de santriflij edilerek ¢cokturulda.

. Besiyeri uzaklastinldi ve bakteri peleti 6 ml Hicre

Reslspansiyon Cozeltisi ile restispanse edildi.

. 6 ml Hicre Lizis Cozeltisi eklendi ve tlpler 3-5 defa ters diz

edilerek karistirldi.

. 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

. 10 ml Nétralizasyon Cozeltisi eklendi ve tupler 5-10 defa alt Ust

edilerek karistirildi.

. Oda sicakliginda 20 dakika boyunca 15000 rpm’de santrifij

edildi.

.Iki filtre kolonu st Uste eklenerek vakum manifolduna

yerlestirildi.

. Santrifigasyon sonrasi elde edilen saydam lizat (sUpernatan)

kolonlara aktarildi, vakumlama islemi ile alttaki kolon filtresine

DNA’'nin baglamasi saglandi.

. Ustte kalan kolon cikartildi ve altta DNA'nin baglandigi kolon

yeniden vakum manifolduna yerlestirildi.

10.5 ml Endotoksin Uzaklastirma Cobzeltisi (etanol eklenmis)

eklendi. Cdzelti tamamen uzaklasincaya kadar vakum

uygulandi.
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11.20 ml Kolon Yikama Cozeltisi ekleyip yeniden vakum
uygulandi.

12.30-60 saniye daha vakum uygulanarak, alkolin iyice
uzaklasmasi saglandi.

13. Vakum Elisyon aparatinin icerisine 1,5 ml ependorf tlp
yerlestirildi ve aparatla birlikte vakum manifoldunun (Ustine
takildi.

14. Icerisinde ependorf tiipi olan aparatin Ustiine de kolon
yerlestirildi.

15.50 ml ntkleaz icermeyen H;O kolonun Uzerini tam olarak
kaplayacak sekilde konuldu ve 1 dakika boyunca oda
sicakliginda bekletildi.

16. Vakumlama islemi ile kolon filtresine bagh DNA nlkleaz

icermeyen H,0 ile ¢dzillerek 1,5 ml ependorf tiptnde toplandi.

Yabanil ve mutant tip DNA’lar ilerleyen c¢alismalar igin fazla

miktarlarda elde edildi.

3.3. COS-7 Hiicrelerinin Uretilmesi ve Hazirlanmasi

Tez kapsaminda gercgeklestirilen tim deneylerde COS-7 hicreleri
kullaniimistir. COS-7 hicreleri Afrika guney maymunun
(Cercopithecusaethiops) bdébrek dokusundan tlretilmis, fibroblast
benzeri hiicre hattidir. COS-7 hiicre primer hiicre degildir. Ilk olarak
1980'lerin basinda CV-1 hattindan gelistirilmistir. CV-1 hatti, Simian
Vacuolating Virus 40 (SV40) transformasyon edilmistir. SV40 virtsa T
antijenine sahiptir. Sahip oldugu bu T antijeni sayesinde 6nemli
replikasyon 0zelligine sahiptir. Hizli Grerler ve yiksek oranda
transfekte olma 0zelligine sahiptirler. Transient olarak transfekte
edildikten sonra fazla miktarda protein ifadesi olusturabilecek sekilde
gelistirilmistir. Maymun bdbrek dokusundan elde edilen bu hicre

icerisinde maymuna ait AVPR2 geni bulunmaktadir. Maymun AVPRZ2
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geni, 253 amino asit uzunlugunda bir reseptor, insan AVPR2 geni ile
%96.8 oraninda homoloji géstermektedir. Normal sartlarda ki COS-7

hicrelerinin mikroskop goérintist Sekil 3.1'de verilmektedir.

Services” internet sayfasindan alinmistir.

COS-7 hucrelerinin hazirlanmasi maddeler halinde verilmektedir.

e COS-7 hiicreler, 25 cm? hiicre kdiltirti kaplarinda, %10 fetal
bovine serum, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren
DMEM besiyerinde 37°C’'de %5 CO, iceren inkibatérde 2-3 gin
boyunca inklibe edilerek cogaltildi.

e Hicrelerin, kiltlr kabinin ylzeyini tamamen kaplayip kaplamadigi
(konfluent olmak) 1sik mikroskobu araciligiyla belirlendi.

e Konfluent oldugu tespit edilen hicrelerin c¢ogaltilmasi amaciyla,
pasaj vyapildi. Pasaj icin konfluent olan hicreleri ylizeyden
kaldirmak igin 0&ncelikle ortamdaki besiyeri uzaklastirildi. Bu
asamada hucrelerin zarar gdrmemesine 6zen gosterildi.

e Hucreler, 25 cm? kiiltir kabi icin 3-5 ml, 75 cm? kiltiir kabi icin 8-
10 ml 1X DPBS kullanilarak bir kere yikandi. Hicrelerin yikama
esnasinda ylizeyden kalkmamasi igin, 1X DPBS ‘in ylzeye direk

birakilmamasina dikkat edildi.
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e 1X DPBS ortamdan uzaklastirildi.

e Hicrelerin ylizeyden kalkmasi icin; 25 cm? kiiltir kabi icin 0.5 ml,
75 cm? kiltir kabi icin 1 ml %0.25 Tripsin-EDTA kullanildi.

e 9%0.25 Tripsin-EDTA'nin kdltdr kabinin tim ydzeyini kaplamasi
saglanarak, 37°C’de 2-3 dakika inklbe edildi.

o Inkiibasyon sonrasi hicrelerin yizeyden kalkip kalkmadigi kontrol
edildi. Inkiibasyon asamasinin siiresi énemlidir, ciinkil kisa stireli
inkiibasyon hiicrelerin kalkmasi icin yeterli olmaz. Inkiibasyon
sliresi uzadiginda ise hiicreler Tripsin-EDTA’dan zarar gorirler.

e Hicrelerin ylzeyden ayrildigi gézlendikten sonra Tripsin-EDTA 'nin
etkisini notralize etmek igin ortama DMEM (%10 FBS, 100 U/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceren) besiyeri; 25 cm? kiiltir
kabi icin 5 ml, 75 cm? kdiltiir kabi igin 15 ml olacak sekilde eklendi.

e Hducreler pipetleme islemi ile homojen hale getirildi.

e 1 ml besiyerindeki hicre miktari Thoma cami kullanilarak

hesaplandi.

3.4. Yabanil ve Mutant DNA Dizilerini Iceren Memeli Ifade
Vektorlerinin COS-7 Hiicresine Transfeksiyonu

Transfeksiyon ajani olarak Lipofectamine® Reagent, (Thermo Fisher
Scientific) ve TurboFect Transfection Reagent, (Thermo Fisher
Scientific) tercih edilmistir. Yapilan farkli deneysel calismalarda
transfeksiyon basarlari géz 6énlinde tutularak iki farkl transfeksiyon

ajani ayri ayri deneylerde kulaniimistir.
Tum deney sistemi icerisinde kullanilan transfeksiyon ajan miktarlari,

hicre sayilari ve hucre kiltir kaplarn yapilacak olan isleme gore
Cizelge 3.1'de belirtildigi sekilde kullanildi.
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Cizelge 3.1. Transfeksiyon Yontemleri ve Kullanilan Malzeme
Miktarlar

Kullanilan Ekilen Hicre
DNA Transfeksiyon
hicre kultur Sayisi Besiyeri
Deney miktari ajani
kabi (htcre/kuyu)
Hucre Ylzey 1yl
48 well plate 40.000 700 ng 70 ul
ELISA TurboFect
0,8ul
Lipofectamine
12,5 ul
Total ELISA 6 well plate 400.000 250 ng +
(serumsuz)
12,5ul Besiyeri
(serumsuz)
0,8ul
Lipofectamine
Hlcre 12,5 ul
48 well plate 40.000 250 ng aF
Gorintidleme (serumsuz)
12,5yl Besiyeri
(serumsuz)

Mutant AVPR2’leri ifade eden hucrelere uygulanacak farmakolojik
saperon konsantrasyonlarinin belirlenmesi icin Metiltiazol difenil
tetrazolyum (MTT) testi vyapildi. MTT testinin amaci; farkh
konsantrasyonlarda farmakolojik saperonlar uygulanarak toksik etkiyi
en aza indirecek ve hicre canhligini optimum seviye de tutacak

konsantrasyonu belirlemektir.

3.5. AVPR2 Mutantlarina, Farmakolojik Saperon Uygulamasi
icin Konsantrasyon Belirlenmesi; MTT Testi

MTT testi, metiltiazol difenil tetrazolyum tuzlarinin substrat olarak
kullanildigi metabolik aktivite 6lcimini hedefleyen hlicre ¢ogalma
testidir. Temel olarak, cogalan hicrede artan dehidrojenaz enzim
aktivitesi ile tetrazolyumu (sar) kullanarak formazan (mor) boya

Uretmesi sonucu olusan renk degisim abosbansi ELISA okuyucular
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tarafindan belirlenen bir yontemdir. Yapilan MTT testi protokoli
asagida belirtildigi gibidir.
e MTT; canhlik testi icin uygulanacak konsantrasyonlar literatlr
taramasi sonucu tespit edildi. [65][76][77][117]
e 96 well plate icin; 15.000 hicre/kuyu olacak sekilde hicreler
ekildi.
e Ertesi gun transfeksiyon islemi;
1 well icin; 200 ng DNA
20 ul DMEM
0,4 ul Turbofect olacak sekilde yapildi.

DNA ile transfeksiyon ajaninin en iyi bigimde etkilesime girmesi igin
bircok kez pipetleme yapildi. 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Transfeksiyon ajani ile DNA’'nin etkilesimi igin belirtilen
inkibasyon suresinin 20 dakikadan az veya cok olmamasina 6zen

gosterildi.

e AVPR2 yabanil tip ve mutant DNA’larinin COS-7 hlcrelerinde ifade
edilebilmesi icin transfeksiyondan sonra hiicreler 72 saat 37°C’de
inkibasyona birakildi.

e Transfeksiyon isleminin kontrolinl yapabilmek igin yesil floresan
proteinini ifade eden plazmid (pEGFP) kullanarak transfeksiyon es
zamanh olarak kontrol edildi.

e Farmakolojik saperon uygulamasi igin literatir taramasi sonucu
tespit edilen konsantrasyonlar hazirlandi. Bu amacla ilk olarak, her
bir farmakolojik saperon 1 mM (DMSO igerisinde) stok
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan stok,
alikotlanarak -20°C’de saklanmistir. Literatiirden elde edilen
bilgilere gbre seyreltme islemi icin DMEM (%10 FBS, 100 U/ml

penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren) kullanildi.

1 mM stok farmakolojik saperondan seyretilen konsantrasyonlar

asadida temsili olarak goOsterilen sekilde hazirlandi.
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e Transfeksiyondan 48 saat sonra besiyeri uzaklastirildi ve her kuyu
icin 100 ul olarak farmakolojik saperon uygulamasi yapildi.

e 16 ve 18 saat 37°C’'de inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi, PBS icerisinde 102 M hazirlanan stok
kullanildr.

e MTT, 10:90 = MTT:DMEM (%10 FBS, 100 U/ml Penisilin ve 100
ug/ml Streptomisin iceren) olacak sekilde hazirlandi.

e Her kuyuya 100 pl MTT/DMEM karisimi uygulandi ve 37°C'de 4
saat inktbe edildi.

o Inklbasyon sonunda MTT uzaklastirildi.

e %1001tk 100 pl izopropanol eklenerek reaksiyon durduruldu ve

570 nm’de absorbans dederleri 6lgllda.

3.6. Farmakolojik Saperon Uygulamasi Yapilmis Yabanil Tip ve
Mutant AVPR2’lerin Hiicre 1Ici ve Hiicre Yiizeyindeki
Ifadelerinin Belirlenmesi

Ug farkli farmakolojik saperon uygulamasi yapilmis yabanil tip ve
mutant AVPR2’lerin hlicre ici ve hicre ylzeyindeki ifadelerinin
belirlenmesi icin

e Hucre yuzey ELISA

e Total ELISA

e Floresan goérintlleme yéntemleri kullaniimistir.
N ucunda hemaglutinasyon (HA), C ucunda ise FLAG isareti tasiyan
reseptdrlerin farmakolojik saperon uygulanmasi sonucu hicre
yuzeyindeki ifadeleri ve hicre igerisindeki toplam ifadelerini
belirlemek amaciyla sirasiyla, hlcre ylizey ELISA ve Total ELISA
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deneyleri gergeklestirilmistir. Farmakolojik saperon uygulamasi ile
kurtariflan ya da kurtarilamayan mutant proteinlerin nerede
tutuklandigi ya da ifade olarak hedefe ulasabildiklerini gosterebilmek

adina floresan goérintlleme gergeklestirildi.

3.6.1. Hiicre Yiizey ELISA Yontemi Icin COS-7 Hiicrelerinin
Cogaltilmasi ve Transfeksiyonu

e Ylzey ELISA deneyi icin COS-7 hicreleri; 48 well plate’e 40.000
hicre/kuyu olacak sekilde ekilmek lzere DMEM (%10 FBS, 100
U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren) igerisinde
hazirlandi.

e Hoicreler ertesi glin kontrol edilerek transfeksiyon igin kullanildi.

e Transfeksiyon basamagindan o6nce;

Hicrelerin kuyu icerisinde homojen dagilmis olmasina,
Morfolojik olarak saglikh gérinmelerine,
Kuyu icerisinde %70-90 oraninda konfluent olmalarina dikkat

edilerek isleme baslanmistir.

e Transfeksiyon islemi 48-well plate icin Cizelge 2.1’de belirtildigi
sekilde yapilmistir.

e Yabanil tip ve mutant AVPR2'lerin COS-7 hicrelerinde ifade
edilebilmesi icin transfeksiyondan sonra 48 saat 37°C'de
inkibasyona birakildi.

e Transfeksiyonun etkinligini gozlemleyebilmek icin pEGFP ile es

zamanli transfeksiyon gergeklestirildi.

Transfeksiyon islemi basarili oldugu belirlendikten sonra hiicrelere

farmakolojik saperonlar uygulandi.
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3.6.2. Hiicre Yiizey ELISA Yontemi Icin Farmakolojik Saperon
Uygulamasi

Uygulanan farmakolojik saperonlar;

OPC41061 (stok konsantrasyonu; 1 mM)

OPC31260 (stok konsantrasyonu; 1 mM)

OPC21268 (stok konsantrasyonu; 1 mM)

MTT testi sonucuna gore her bir farmakolojik saperon icin secilen
10 M konsantrasyon, 1 mM stok codzeltiden uygun miktarda
alinarak, DMEM (%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml
streptomisin igeren) icerisinde seyreltilerek hazirlandi.
Transfeksiyondan 48 saat sonra ortamdaki besiyeri uzaklastirilip,
her kuyuya yukardaki ilgili konsantrasyondaki farmakolojik
saperon eklenip, 37°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Her bir

farmakolojik saperon icin ayri ayri deneme gergeklestirildi.

3.6.3. Yiizey ELISA YOontemi

16 saatlik inkibasyon sonrasi 48-well plate’deki besiyeri
uzaklastirildi ve COS-7 hicreleri 3 defa nazikce 200 pl 1X PBS
(Phosphate bufferer saline) ile yikandi.

COS-7 hlcreleri, hlicre membranina zarar verilmeden oda
sicakliginda 30 dakika boyunca %4 formaldehit iceren 250 pl 1X
PBS ile fikse edildi.

Hucreler 200 pl 1X PBS ile 3 defa nazikge yikandi.

Hicreler 500 pl Blocking solution (%10 FBS ve antibiyotik iceren
DMEM) eklendi ve 1 saat 37°C’de hafif calkalanarak inkiibe edildi.
Hucreler 200 pl 1X PBS ile 3 defa nazikge yikandi.

COS-7 hucreleri 2 saat boyunca 37°C’de 100 pl peroksidaz isaretli
monoklonal anti-HA antikor (3F10; Roche Applied Science,

Mannheim, Germany; %10 fetal sidir serum iceren DMEM
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icerisinde 1:1000 konsantrasyonda olacak sekilde) ile inklbe
edildi.

e Baglanmamis olan antikoru uzaklastirmak icin hicreler 3 defa
nazikce 1X PBS ile yikandi ve substrat reaksiyonu H>0O, ve o-
fenilendiamin (0.1 mol/L fosfat/sitrat tamponu, pH 5.0 icerisinde
her birinden 2.5 mmol/L olacak sekilde) ile gerceklestirildi.

e 15-25 dakika sonra enzim reaksiyonu 1 mol/L HCI eklenerek
durduruldu ve renk olusumu biokromatik olarak 492 nm’de ELISA
okuyucuda dlgulda.

e Elde edilen sonuglar, GraphPad Prism 7 programi ile

grafiklendirilmistir.

Hlcre yuzey ELISA deneyi tim asamalarini kapsayacak sekilde (g

tekrar olarak gergeklestirilmistir.

3.6.4. Total ELISA Yontemi Igin COS-7 Hiicrelerinin
Cogaltilmasi ve Transfeksiyonu

e Total ELISA deneyi icin COS-7 hucreleri; 6 well plate’e 400.000
hicre/kuyu olacak sekilde DMEM (%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve
100 pg/ml streptomisin igeren) icerisinde hazirlandi.

e Hulcreler ertesi gun transfeksiyon icin kullanildi.

e Transfeksiyon basamagindan 6nce;

Hlcrelerin kuyu icerisinde homojen dagiimis olmasina,

Morfolojik olarak saglikh gériinmelerine,

Kuyu icerisinde %70-90 oraninda konfluent olmalarina dikkat
edilerek isleme baslanmistir.

Transfeksiyon ajani; Lipofectamine 2000 Reagent serumsuz besiyeri

ile uygulama vyapilmaktadir. Bu nedenle transfeksiyon isleminden

once hicrelerin icinde bulundugu besiyeri serumsuz besiyeri (DMEM)

ile degistirilmistir.
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e Transfeksiyon islemi 6-well plate icin Cizelge 2.1'de belirtildigi
sekilde hazirlanmistir.

Serumsuz besiyeri ile yapilan transfeksiyon isleminden sonra hticreler

5 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi hiicrelerin

Uzerindeki serumsuz besiyeri uzaklastirilarak, serumlu besiyeri DMEM

(%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceren) ile

degistirilmistir.

e Yabanil ve mutant tip AVPR2'lerin COS-7 hicrelerinde ifade
edilebilmesi igin transfeksiyondan sonra 48 saat 37°C'de
inkibasyona birakildi.

e Transfeksiyonun etkinligini gbdzlemleyebilmek icin PEGFP ile es

zamanl ayri bir kuyucuga transfeksiyonu islemi gerceklestrildi.

Transfeksiyon islemi basarili oldugu belirlendikten sonra hiicrelere

farmakolojik saperonlar uygulandi.

3.6.5. Total ELISA Yoéntemi Icin Farmakolojik Saperon
Uygulamasi

e Uygulanan farmakolojik saperonlar;
OPC41061 (stok konsantrasyonu; 1 mM)
OPC31260 (stok konsantrasyonu; 1 mM)
OPC21268 (stok konsantrasyonu; 1 mM)

e Her bir farmakolojik saperon igin 10 M konsantrasyon, 1 mM stok
¢ozeltiden uygun miktarlar alinarak DMEM (%10 FBS, 100 U/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceren) igerisinde seyreltilerek
hazirlandi.

e Transfeksiyondan 48 saat sonra ortamdaki besiyeri uzaklastirilip,
her kuyuya vyukardaki ilgili konsantrasyondaki farmakolojik
saperonlar ilave edilip, 37°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Her

bir farmakolojik saperon igin ayri ayri deneme gerceklestirildi.
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3.6.6. Total ELISA YOontemi

e 16 saatlik inkUbasyon sonrasi 6-well plate‘deki besiyeri
uzaklastirildi ve hiicreler 2 ml 1X PBS ile nazikce yikandi.

e PBS uzaklastirildiktan sonra 2 ml saf su eklenerek hicreler
ylzeyden kazinmak suretiyle kaldinldi ve 13.000 rpm’de
santrifigasyon ile su ortamdan uzaklastirildi.

e Ylzeyden kaldinlmis htcre peletleri 150 pl lizis tamponu (10 mM
Tris/HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, %1 Na-
desoxycholate, %1 PMSF, 0.2 mM NP-40, 10 g/L aprotinin) icinde
resispanse edildi ve gece boyu 4°C’de rotasyon aletinde
donddirilerek inklbe edildi.

e Maxisorb 96-well plateler 0.15 M borat tamponu (pH 8.0) icinde
bulunan 100 pl poliklonal anti-FLAG antikor ile (M2; Sigma-
Aldrich) kaplandi ve 4°C’de gece boyu inklbe edildi.

e Ertesi glin, hlcre kalntilari santrifigasyon ile uzaklastirildi,
supernatanlar sandvig ELISA icin kullanildi.

e Ertesi glin, plate igerigi bosaltilarak 1X PBS-T (%0.05 Tween-20
iceren 1X PBS) ile 3 defa yikandi.

e Plateler 1X PBS-T ile yikandiktan sonra %10 FBS iceren DMEM ile
muamele edildi ve 1 saat boyunca 37°C’de inklibasyona birakildi.

e Daha sonra plateler 1X PBS-T ile 3 defa yikandi ve &énceden
hazirlanan hticre peletleri 300 pl 1X PBS T igerisinde ¢bzulerek her
bir kuyuya 100 pl olacak sekilde eklendi.

Deney dlzenegi her bir ornek icin 3 tekrarh olacak sekilde
dizenlendi.

e Plate 2 saat boyunca 37°C’de calkalamali etlivde inklbasyona
birakildi.

o Inkibasyon sonrasi hiicreler 1X PBS-T ile 3 defa nazikce yikandi.

e Hiucreler 2 saat boyunca 37°C'de 100 ul peroksidaz isaretli
monoklonal anti-HA antikor (3F10; Roche Applied Science,

Mannheim, Germany; %10 fetal sigir serum iceren DMEM
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icerisinde 1:1000 konsantrasyonda olacak sekilde) ile inklbe
edildi.

e Baglanmamis olan antikoru uzaklastirmak icin hlicreler 3 defa
nazikce 1X PBS ile yikandi ve substrat reaksiyonu H»O, ve o-
fenilendiamin (0.1 mol/L fosfat/sitrat tamponu, pH 5.0 icerisinde
her birinden 2.5 mmol/L olacak sekilde) ile gerceklestirildi.

e 15-25 dakika sonra enzim reaksiyonu 1 mol/L HCI eklenerek
durduruldu ve renk olusumu biokromatik olarak 492 nm’de ELISA
okuyucuda dlgulda.

e Elde edilen sonuglar, GraphPad Prism 7 Programi ile

grafiklendirildi.

Total ELISA deneyleri tim asamalarini kapsayacak sekilde g tekrar

olarak gergeklestirilmistir.

3.7. Floresan Goriintiileme Calismalari

3.7.1. Floresan Goriintileme Calismalan Icin COS-7
Hiicrelerinin Cogaltilmasi ve Transfeksiyonu

Floresan gérintlileme deneyi; farmakolojik saperon uygulamasi
sonucu ER’de veya Golgi aygitinda tutuklu kalan mutant proteinlerin

ya da kurtarilan proteinlerin gdrsel olarak belirlenmesi yontemidir.

e GoOruntuleme calismalan icin COS-7 hucreleri; 48-well plate’e
40.000 hucre/kuyu olacak sekilde ekilmek Gzere DMEM (%10 FBS,
100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceren) igerisinde
seyreltilerek hazirlandi. Herbir farmakolojik saperon ER boyamasi
ve Golgi aygiti boyamasi igin ekim yapildi.

e Hucreler ertesi guin kontrol edilerek, transfeksiyon igin kullanildi.

e Transfeksiyon islemi 48 well plate icin Cizelge 2.1'de belirtildigi
sekilde yapilmistir.
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Yabanil ve mutant tip AVPR2’lerin COS-7 hiucrelerinde ifade
edilebilmesi icin transfeksiyondan sonra 48 saat 37°C'de
inkilbasyona birakildi.

Transfeksiyonun  etkinligini  gozlemleyebilmek igin pEGFP

transfeksiyonu es zamanli olarak ayri bir kuyucukta kontrol edildi.

Transfeksiyon islemi basarili oldugu belirlendikten sonra hicrelere

farmakolojik saperonlar uygulandi.

3.7.2. Floresan Goriintileme Igin Farmakolojik Saperon
Uygulamasi

Uygulanan farmakolojik saperonlar;

OPC41061 (stok konsantrasyonu; 1 mM)

OPC31260 (stok konsantrasyonu; 1 mM)

OPC21268 (stok konsantrasyonu; 1 mM)

Her bir farmakolojik saperon igin secgilen 10™ M konsantrasyon, 1
mM stok ¢ozeltiden uygun miktarda alinarak DMEM (%10 FBS, 100
U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren) igerisinde
seyreltilerek hazirland.

Transfeksiyondan 48 saat sonra ortamdaki besiyeri uzaklastirilp,
her kuyuya yukaridaki ilgili konsantrasyondaki farmakolojik
saperon eklenip, 37°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Her bir

farmakolojik saperon icin ayri ayri deneme gergeklestirildi.

3.7.3. Floresan Goriintiileme YOontemi

16 saatlik inkiibasyondan sonra goériuntlleme icin hazirlanan hicreler

ER-izleyici ve Golgi aygiti-izleyici ile boyandi.
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3.7.3.1. Hiicrelerin ER-1zleyici ile Boyanmasi

e Hiucreler 1X PBS ile yikandiktan sonra 30 dakika boyunca %4
formaldehit iceren 250 ul 1X PBS ile fikse edildi.

e Fiksasyondan sonra tekrar 1X PBS ile yikandi.

e Yikama sonrasi PBS uzaklastirnldi ve hicrelere 250 pyl 1X PBS
icerisinde 1 uM ER-Tracker™Red (BODIPY® TR Glibenclamide)
(Thermo Fisher Scientific) iceren boya eklendi.

e 37°C’'de 30 dakika boyunca inkibe edildi.

» Inklbasyon sonrasi boya uzaklastirildi ve 250 pl 1X PBST (%0.05
Tween-20 iceren 1X PBS) eklenip hlcreler buz tGzerinde 10 dakika
boyunca inklbe edilerek permeabilize edildi.

e Huicreler 1X PBS ile yikandi ve 1 pM DAPI (Sigma) ile 5 dakika
boyunca inklbe edilerek boyandi.

e 1X PBS ile 1 defa yikanip, 2. defa 1X PBS eklenen hicreler EVOS
Floid Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific) ile

goériuntulendi.

3.7.3.2. COS-7 Hiicrelerinin Golgi Aygiti-izleyici ile Boyama

e Huicreler 1X PBS ile yikandi.

e 30 dakika boyunca %4 formaldehit iceren 250 pl 1X PBS ile fikse
edildi.

e Fiksasyondan sonra tekrar 1X PBS ile yikandi. Yikama sonrasi PBS
uzaklastirildi.

e Huicrelere 250 pl 1X PBS icerisinde 5 uM Golgi-Tracker™Red
(BODIPY® TR Glibenclamide) (Thermo Fisher Scientific) iceren
boya eklendi.

e +4°C’de 30 dakika boyunca inklUbe edildi.

o Inkiibasyon sonrasi boya uzaklastirildi.

e Hicreler besiyeri ile yikandi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
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e Besiyeri uzaklastirildi. 250 pl 1X PBST (%0.05 Tween-20 iceren 1X
PBS) eklenip hicreler buz Uzerinde 10 dakika boyunca inkibe
edilerek permeabilize edildi.

e Huicreler 1X PBS ile yikandi ve DAPI (Sigma) ile 5 dakika boyunca
inkibe edilerek boyandi.

e 1X PBS ile 1 defa yikanip, 2. defa 1X PBS eklenen hlcreler EVOS
Floid Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific) ile

goériuntilendi.

3.8. Farmakolojik Saperonlarin Etkilerinin Tespiti Icin Yapilan
Tekrarh Olgiimler Varyans Analizi (Tekrarh Olciimler ANOVA)

Bir arastirmada/denemede bir ya da daha fazla faktore bagli olarak
cok tekrarhi yapilmis O6lgimler arasinda farklihklarin tespiti igin
“Tekrarli dlgimler varyans analizi” kullanilmaktadir. Tez kapsaminda
Ug tekrarl yapilan galismalarda, lg farkh farmakolojik saperonun NDI
hastaligina neden oldugu tespit edilmis bes farklh mutasyon {zerinde
hicre ylzey ELISA ve total ELISA protokolleri kullanilarak, absorbans
degerleri oOlgllmuUstir. Elde edilen degerler SPSS 23 programi
kullanilarak Tekrarli Olciimler ANOVA analizi yapilmistir. Boylece
kullanilan farmakolojik saperonlarin, mutant proteinler Uzerindeki

kurtarma basarilar tespit edilmistir.

3.9. Istatistiksel Testler

Tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel calisma sonuglarinin anlamh
olup olmadi istatistiksel olarak hesaplanmistir. Bu hesaplamalar SPSS
23 programiyla yapilmistir. SPSS 23 programi icerisinde paket
programlar kullanilmistir. Tez kapsamindaki farmakolojik saperonlarin
etkilerinin tespiti icin yapilan hicre ylzey ELISA ve total ELISA
deneyleri igin Tekrali Olcimler ANOVA testi yapilmistir. Ug farkli
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farmakolojik arasinda farki gézlemlemek igin Tekral Olciimler ANOVA
testi kiyaslama yapilabilmesi icin tercih edilmistir. DMSO kimyasal
saperonun AR67_G69/G107W  mutasyonu (lzerinde go6zlenen
farklihgin anlamhligini test edebilmek igin Tek-6rnek T testi

uygulanmigtir.  “https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest2” web

uygulamasi kullanilarak Tek-6rnek T testi yapiimistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Mutant proteinler lzerinde U¢ farkh antagonist farmakolojik saperon
uygulamasi yapilmistir. Beril ERDEM’in tez calismasi kapsamindaki
R68W, AR67_G69/G107W, AR67_G69, G107W ve T273M mutant
proteinlerin fonksiyon analiz calisma sonuglari kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Kontrol grubu olarak; Erdem ve arkadaslarinin yapmis
oldugu cAMP deney sonuglarina gore fonksiyon kaybina ugrayan
mutant proteinler kullanilmistir ve cAMP birikim testine ait sonuclar
Cizelge 4.1'de belirtilmektedir[124].

Cizelge 4.1. Yabanil ve Mutant Tip AVPR2 cAMP Sonuglan
[124]Kaynadindan alinip yeniden dizenlenmistir.

Emax (Y0WT) ECso (NM)
Ortalama | STD | SEM | Ortalama STD SEM
WT 100 (9) 0.4 (9) 0,29 | 0,01
R68W 51.2(9) | 16,5 5,5 0.28 (9) 0,15 | 0,05
AR67_G69/G107W | 62.7 (8) | 29,7 | 10,5 44 (6) 18 7,4
AR67_G69 92.3(9) | 54,2 | 18,0 | 0.39 (8) 0,23 | 0,08
G107W 77.4(9) | 364 | 12,1 0.28 (9) 30 10
T273M 49.7 (3) | 14,3 | 8,2 31 (3) 30 18

Kontrol grubu ile farkh farmakolojik saperon uygulanma sonuglari
karsilagtinlarak, farmakolojik saperonlarin  mutant proteinler
Uzerindeki kurtarma basarisi elde edilen sonuglar ile gdésterilmeye

calisiimistir.

Ancak kullanilan  farmakolojik  saperonlar DMSO igerisinde
hazirlanmistir. DMSO, protein ve mutasyonlara 6zgll olmayan
kimyasal bir saperondur. Farmakolojik saperon uygulamasin da
DMSO’nun saperon olarak wuygulama igerisinde etkisinin olup

olmadigini tartisabilmek icin daha 6nceden ekibimiz tarafindan yabanil

51



ve mutant proteinler Uzerine sadece DMSO (%0,5) uygulamasi

yapilmistir.
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Sekil 4.1. %0,5 DMSO'nun Mutant Proteinler Uzerindeki Etkisi.
Kirmizi halka icerisinde belirtilen AR67_G69/G107W mutanti Uzerinde
gozlemlenen farkhligin anlamh olup olmadigi tek 6rnek T testi ile
belirlenmistir.

Mutant proteinler ve kontrol grubu Gzerinde %0,5 DMSO uygulamasi
sonucu Cizelge 4.1'de belirtiimektedir. Elde edilen sonuglara goére
%0,5 DMSO uygulamasinin dikkate deder bir etkisinin olmadigi tespit
edilmistir. Bu nedenle farmakolojik saperonlarin DMSO igerisinde
hazirlanmasi ve uygulanmasli nedeniyle, uygulamanin basarisini
etkileyecegi disinidlmemektedir. %0,5 DMSO’'nun AR67_G69/G107W
mutasyonu Uzerinde godzlenen farklihdinin anlamlihidini test etmek igin
Tek o6rnek T testi yapimilstir. Cizelge 4.2'de Tek o6rnek T testi

sonucuna gobére %95 glven araliginda P=0,6544 olarak
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hesaplanmistir. Bu sonu¢ %0,5 DMSO’nun AR67_G69/G107W

Uzerinde de anlamh bir etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir.

Cizelge 4. 2. %0,5 DMSO icin Tek Ornek T Testi Sonucu

Grup Kontrol % 0,5 DMSO
Ortalama 16,22300 21,55200
SD 11,40382 15,33904
SEM 6,58400 8,85600

N 3 3

Ortalama degerler kullanilarak hesaplananlar: t = 0.4829, df = 4

Farmakolojik saperon uygulamasi éncesi MTT testi kullanilarak uygun
konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi belirlenmistir. 10> M-10° M
araliginda konsantrasyonlar, 16 ve 18 saat boyunca ayri ayri inkibe
edilerek denenmistir. Sekil 4.2’de belirtildigi gibi tim farmakolojik
saperonlar gbéz oOniine alinarak, MTT testi sonucunda 10> M
konsantrasyon ve 16 saat inklibasyon sliresinin uygun oldugu tespit

edilmistir.
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MTT Testi - 16 ve 18 Saatlik Dozaj Caligma Sonuglari
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Sekil 4.2. MTT testine ait grafik. 16 ve 18 Saatlik Dozaj Uygulama
Sonuglari

Hilcre ylzey ELISA ve Total ELISA sonuglarn Gzerinden istatistiksel
test yapilmistir. Yapilan Tekrarli Olciimler ANOVA Testi sonucu elde
edilen verilere gore kullanilan g farkl antagonistin, mutant proteinler

Uzerinde farkli pozitif etkilere sahip oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Tekrarli Olciimler ANOVA Testi Mutant Proteinlerin
Uygulama Sonrasi Ortalama Dederler

Istatistiksel Tanimlama

Mutasyonlar| Ortalama] Std. Sapma N

WT OPC41061] 100.0000 .00000 3
OPC31260] 100.0000 .00000 3

OPC21268] 100.0000 .00000 3

Total] 100.0000 .00000 9

AR67_G69 OPC41061 86.9900 7.06946 3
OPC31260 81.5467 3.08276 3

OPC21268 77.7233 6.80449 3

Total 82.0867 6.53531 9

R68W OPC41061 80.3867 5.36754 3
OPC31260 74.1633 4.84319 3

OPC21268 55.8267 7.88458 3

Total 70.1256 12.28324 9

G107W OPC41061 85.9100 2.09616 3
OPC31260 82.0067 3.49453 3

OPC21268 73.0867 14.80072 3

Total 80.3344 9.55624 9

T273M OPC41061 74.3800 8.22467 3
OPC31260 27.7900 4.17518 3

OPC21268 11.8833 5.70754 3

Total 38.0178 28.64610 9

AR67_G69/G107W OPC41061 48.5200 9.31496 3
OPC31260 58.0967 47.65273 3

OPC21268 49.2433 33.95613 3

Total 51.9533 29.98282 9
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Cizelge 4.4. Tekrarlh Olcim ANOVA Testi Yabanil ve Mutant Tip

Proteinler Uzerindeki U¢ Farkli Farmakolojik Saperon Ortalamalari

Ortalamalar

%95 Glven Araligi
En DUsuk En YUksek
Mutasyonlar | Ortalama | Std. Hata Baglanma Baglanma
OPC41061 79.364 2.659 72.858 85.871
OPC31260 70.601 2.659 64.094 77.107
OPC21268 61.294 2.659 54.787 67.801

Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4'de farmakolojik saperon uygulama sonra
mutant proteinler miktar ortalamalari ve farmakolojik saperon basar
siralamalari yapilan istatiksel test ile belirlenmistir. Cizelgelerde
belirtildigi gibi OPC41061 en basarili olan farmakolojik saperondur.
Onu takiben sirasiyla OPC31260 ve OPC21268 antagonistlerinin etkili

oldugu belirlenmistir
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Cizelge 4.5. Coklu Varyasyon Testleri ile Antagonistler Arasindaki

Farklar
Coklu Varyasyon Testleri
Hata] Sig.

Etki Deger F| Hipotez df df] (P)
Farmakolojik | Pillars .997| 145.896° 5.000 | 2.000| .007
Saperonlar Trace

Wilks .003]| 145.896° 5.000] 2.000} .007

Lambda

Hotelling's | 504 740| 145.896° 5.000| 2.000] .007

Trace

Roy's

Largest 364.740| 145.896° 5.0001 2.000] .007

Root

Farmakolojik [ Pillai's
Saperonlar* | Trace

ve Wilks'
Mutasyonlar |Lambda

1.607 2.457 10.000] 6.000] .142

.006 4,933° 10.000] 4.000] .069

Hotelling's | - 229 6.778 10.000| 2.000] .135
Trace
Roy's
Largest 66.131| 39.678° 5.000 | 3.000] .006
Root

Uygulanan antagonistler arasindaki farki belirlemek igin yapilan
testler Cizelge 4.5'de go6sterilmektedir. SPSS programi tarafindan
yapilan Ug farkl istatistiksel testler sonucu ayni Sig.(P) degeri elde
edilmistir. P=0,007 dederi, mutant protein miktarlari Uzerinde
kullanilan antagonistler arasinda anlamli  bir fark oldugunu
gbstermektedir. Farmakolojik saperonlar ve mutant protein miktarlari
arasinda degisen farklihklar gézlenmektedir. Uygulanan Pillai's Trace,
Wilks' Lambda, Hotelling's Trace, Roy's Largest Root testlerinde elde
edilen P degerleri arasinda farkh sonuclar hesaplanmistir. Pillai's Trace

ve Hotelling's Trace testlerinde sirasiyla P=0,142 ve P=0,135
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degerleri gostermektedir ki mutant protein miktarlari ile farmakolojik
saperonlar arasinda anlamli bir fark olusmamaktadir. Ancak, Wilks'
Lambda testinde P=0,069 ve Roy's Largest Root testinde P=0,006'dir.
Bu da farmakolojik saperonlarin mutant proteinler miktarlari tGzerinde

ciddi bir etkiye sahip olduklarini géstermektedir.

Antagonistlerin olusturduklar farklar karsilastirmali olarak Cizelge
4.6'de belirtiimektedir.

Cizelge 4.6. Farmakolojik Saperonlarin Karsilastirma Dederleri

Farmakolojik Saperonlarin Karsilastirilmasi
Farlihklardaki®

Ortalama %95 Glven Araligi
(I) J) Farklihklar | Std. Lower Upper
Mutasyonlar | Mutasyonlar (I-2) Error | Sig.” | Bound Bound
OPC41061 |OPC31260 8.764] 3.761] .176] -3.599| 21.127
OPC21268 18.0717] 3.761] .009 5.707] 30.434
OPC31260 |OPC41061 -8.764] 3.761] .176] -21.127 3.599
OPC21268 9.307] 3.761] .144] -3.056] 21.670
OPC21268 |OPC41061 -18.0717| 3.761] .009| -30.434| -5.707
OPC31260 -9.307] 3.761] .144] -21.670 3.056

Tahmini orijinal ortalamalara gbre dizenlenmistir.

*. Ortalama fark 0,05 seviyesinde anlamlidir.

b. Coklu Karsilastirma igin: Bonferroni Testi.

Antagonistler arasinda yapilan karsilastirilma testi sonucu OPC41061
ve OPC21268 arasinda P=0,009 dederinde acik bir fark olusturdugu
gosterilmektedir. Ancak OPC31260, OPC41061 antagonistleri arasinda
P=0,176 olarak belirlemis bu da anlamh bir fark olmusmadigini
gbstermektedir. Buna ek olarak, OPC31260 ile OPC21268
antagonistleri arasinda elde edilen P=0,144 dederi bu iki antagonist
arasinda da anlaml bir fark olusturmadigini saptamaktadir. Bu durum
kullanilan antagonistlerin etki siralamasi ile agiklanabilmektedir.
Mutant proteinlerin lGzerindeki kurtarma basarisini siraladigimizda ilk
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sirayl OPC41061'de almakta, onu takiben OPC31260 ve en son sira
da OPC21268 bulunmaktadir. Bu siralama da OPC41061 ile
OPC21268 arasindaki etki farki daha blylk oldugu goézlenmektedir.
Ancak OPC31260 her iki antagonistte yakin dederler vermekte ve

kiyaslandiginda anlaml bir fark olusturmamaktadir.

En basta belirtmek gerekir ki uygulamalar direk olarak hlcreye
uygulandigindan sonuglar fazlasi ile iyimser goérilebilmektedir. Ancak
daha ileriki deneysel calismalara gecildiginde ©rnedin, model
hayvanlar ve Kklinikte bireyler (zerinde yapilan denemelerde ayni
etkilerin gorilip gorilemeyecegi glinimiizde arastiriimaya devam
edilmektedir. Buna ek olarak htcre igerisindeki toplam protein miktari
ile hiicre ylizeyine ulasan protein miktari arasinda farklar olustugu
gorulmektedir. CUnkd total ELISA deneylerinde antikorlar hicre
icerisindeki tim proteinlere baglanmakta ve baglanma sonucu olusan
absorbans degeri yabanil tip ile ayni olabilmektedir. Hlicre icerisinde
ki toplam protein miktari icerisinde degredasyona giden ya da
katlanmasi icin ikinci bir sans daha verilecek olan proteinlerde
mevcuttur. Ancak bu proteinlerin bir kismi direk bir kismi ise dogru
katlanmasi igin ikinci bir sansa verildikten sonra gene basarisiz olan
proteinler degredasyona gdnderilmektedir. Bu nedenle total ELISA
deneyi ile tespit edilen proteinlerin bir kismi degredasyon ile elimine
edilmekte ve bdylece hlcre ylzey ELISA deneylerinde elde edilen
sonucglarinda da goérildigid gibi hicre icerisinde tespit edilen tim

mutant proteinler hlicre ylzeyine ulasamamaktadirlar.

Hicre Ylzey ELISA sonuclarina gére kullanilan bu ¢ farmakolojik
saperonun mutant proteinlerin hicre ylzeyinde artisa sebep oldugu
tespit edilmistir. En ylksek etkiyi OPC41061 gdstermektedir ve onu
sirayla OPC31260 ve OPC21268 takip etmektedir.
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Genel olarak hiicre ylizey ELISA sonuglarina bakildiginda; OPC41061,
T273M ve R68W mutant proteinlerinin hlcre yuzeyindeki miktarini
yaklagik uU¢ kat arttirmistir. AR67_G69 mutantinin hlicre ylzey
miktarini %27,71 oraninda pozitif yénde arttirrken, G107W mutant
proteinin hicre ylzey miktarini ise yaklasik %8,3 oraninda arttirdigi

gbézlenmistir.

OPC31260, en fazla kurtarmayr R68W mutanti Uzerinde gdstermis,
2,62 kat hicre ylzey miktarini arttirmistir. GL07W mutanti Gzerinde
%4,4'lik ve AR67_G69 lzerinde %22,2'lik kurtarma saglamistir. En
az etkiyi T273M Uzerinde gdstermistir ki, uygulama yapilmaksizin
hicre ylzey miktari %27,3 iken, uygulama sonrasi sadece %?27,8

oraninda elde edebilmistir.

OPC21268, R68BW, AR67_G69 lizerinde pozitif bir etki saglamis olup
AR67_G69/G107W, G107W ve T273M mutantlari tGzerinde negatif etki

gostermistir.

Bunlarla birlikte, her ¢ farmakolojik saperonda, compound hemizigot
mutant proteini Gzerinde negatif etkiye sahiptir. Farmakolojik saperon
uygulamasi olmaksizin %68 oraninda hlcre ylzeyine ulasabilirken,
uygulama sonrasi yaklasik olarak %10-20 araliginda ylzeye ulasan

protein miktarinda azalma gdzlemlenmistir.

TUm mutant proteinlerin g tekrar olarak gerceklestirilen hlicre ylzey
ELISA sonuglari, WT %100 kabul edilerek diger mutantlarin
kurtarilmadaki yuzdelik oranlari hesaplanarak Cizelge 4.7 ve $Sekil

4.3'de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Kontrol ve Farmakolojik Saperon Uygulama Hdcre Ylizey
ELISA Sonuclari

OPC41061 OPC31260 OPC21268 Kontrol

Ortalama | STD | Ortalama | STD | Ortalama | STD | Ortalama
WT 100 0 100 0 100 0 100
R68W 80,4 5,4 74,2 4,8 55,8 7,9 28,3
AR67_G69 48,5 9,3 58,1 47 49,3 34 68
/G107W
AR67_G69 87,01 7,1 81,5 3,1 77,7 6,9 59,3
G107W 85,9 2,1 82 3,5 73 14, 77,6

8

T273M 74,3 8,2 27,8 4,2 11,9 5,7 27,3

Farmakolojik saperon uygulamasi sonrasi, hlcre ylzey ELISA (g

tekrarli sonuglarin ortalamasi alinarak mutant proteinler Gzerindeki

ylzdelik dederdeki

ifadeleri

ve kontrol

amacl

PC uygulamasi

olmaksizin mutant proteinlerin yulzdelik hlcre ylzey miktarlar

gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Hlcre Yizey ELISA Sonug Grafigi. Hicre ylzey ELISA
sonuglari Uzerinden; farmakolojik saperon uygulamasi sonrasi ve
uygulama vyapillmadan mutant proteinlerin hicre vylzeyindeki
miktarlar grafik Gzerinde karsilastiriilmali gdsterilmistir. Kirmizi kare
icine alinlar Tekrarli Olclimler ANOVA testine gdére anlamli sonug
vermektedir.

Total ELISA sonuglarina gore genel anlamda farmakolojik saperonlarin
basari sirasi, hlicre ylzey ELISA sonuclarindan farkhdir ve en etkiliden
baslayarak OPCC31260, OPC21268 ve O0OPC41061 seklinde
siralanmaktadirlar. OPC41061, OPC31260 ve OPC21268 farmakolojik
saperonlarinin, R68W ve AR67_G69 mutant proteinlerinin hicre igi
toplam miktarini arttirdigi goézlenmistir. Ayni sekilde compound
hemizigot mutanti Gzerinde de l¢ farmakolojik saperon kuglik capta
da olsa hicre ici toplam miktarini arttirmaktadir. Bunlarin aksine Ug
farmakolojik saperon da genel olarak, G107W mutanti ve T273M

mutanti Gzerinde negatif etki géstermektedir.
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OPC41061 farmakolojik saperonu, R68W mutantinin hicre ici toplam
miktarini %85,6'dan %100’e, AR67_G69 mutantinin toplam miktarini
%82'den %100’e, compound hemizigot mutanin hicre ici toplam
miktarini ise %91,6’dan %.95,6'ya c¢ikartmistir. Ancak G107W
mutantinin hicre ici toplam miktarini %90,4'den %83,9'e ve T273M
mutant proteinin hlcre ici toplam miktarinin %94'den %386,3’e

dismesine neden olmustur.

OPC31260 farmakolojik saperonu R68W mutantinin hicre igerisindeki
toplam miktarini %14,4 oraninda arttirmistir ve bu nedenle R68W
mutanti icin, U¢ farmakolojik saperon arasindan mutant proteinin
hicre igi toplam miktarini arttirmak agisindan en basarili farmakolojik
saperon olarak belirlenmistir. AR67_G69 mutantinin hicre igerisinde
%18 daha fazla miktarda elde edebilmesini saglamistir. Compound
hemizigot ve G107W mutantlari Gzerinde ise sirasiyla %4,6 ve %3,3
oraninda hucre ici toplam miktarlarini arttirmistir. OPC31260,
belirtilen bu pozitif etkilerinin yani sira sadece T273M mutant proteini

Uzerinde %4tk hlcre ici toplam miktarini azaltmigtir.

OPC21268, R68W ve AR67_G69 mutant proteinleri Gzerinde sirasiyla
%14,4 ve %18 hicre ici toplam miktar arttirmistir. Compound
hemizigot Uzerinde ise %91,6’lik ifadesini %94,3’e cikartmistir. Ancak
ayni OPC41061 gibi G107W ve T273M mutantlan Gzerinde sirasiyla
%4,4'llk ve %14,2'lik hicre ici toplam miktarlarinin azalmasina
neden olmustur.

Tum mutant proteinlerin ¢ tekrar olarak gerceklestirilen Total ELISA
sonuglari, WT %100 kabul edilerek diger mutantlarin kurtarilmadaki

yuzdelik oranlari hesaplanarak Cizelge 4.8 ve Sekil 4.4'de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Kontrol ve Farmakolojik Saperon Uygulama Total ELISA

Sonuglari
OPC41061 OPC31260 OPC21268 Kontrol
Ortalama | STD | Ortalama | STD | Ortalama | STD | Ortalama
WT 100 0 100 0 100 0 100
R68W 100 25 100 23 100 2,1 85,6
AR67_G69 95,6 11 96,2 14 94,3 8,4 91,6
/G107W
AR67_G69 100 18 100 4,7 100 14 82
G107W 83,9 19 93,7 11 86 17 90,4
T273M 86,3 23 90 21 79,8 15 94

Uclii tekrarl yapilan total ELISA deney sonuglari WT %100 kabul

edilerek ortalamalari hesaplanmistir. Kontrol olarak belirtilen grup,

farmakolojik saperon uygulamasi

olmaksizin mutant proteinlerin

hicre ici total miktarlar gosterilmektedir. Hicre igerisindeki toplam

miktarlari %100°Un Ustlne gikan dederler 100 olarak sabitlenmistir.
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Sekil 4.4. Total ELISA Sonug Grafigi. Total ELISA sonuglari
Uzerinden; Farmakolojik saperon uygulamasi sonrasli ve uygulama
yapilmadan mutant proteinlerin htcre icerisindeki toplam miktarlar
grafik Gzerinde karsilastiriimali gosterilmistir. Kirmizi kare igine alinan
dederler Tekrarli Olcim ANOVA testinde anlamli  sonuglar
vermektedir.

OPC41061, OPC31260 ve O0OPC21268 farmakolojik saperonlarinin,
mutant proteinler Uzerinde yapilan kurtarma c¢alismalarinin
sonucunda, htcre icerisindeki konumlarini tespit edebilmek ve ELISA
sonuglarini dogrulamak adina gorintlleme calismalari yapilmistir.
Hlcrelerin  mikroskop altinda gdéruntilebilmesi icin  pEGFP ile
isaretlenmis mutantlar kullaniimistir. Boylece hicreler yesil renkte
gbdzlenmistir. Sirayla ER-izleyici, c¢ekirdek ve Golgi-aygiti-izleyici,
cekirdek boyamasi yapilmistir. Bu sekilde hicrelerdeki ER ve Golgi-
aygiti kirmizi renkte boyanmistir. DAPI boyasiyla da gekirdekler mavi
boyanmistir. Mutant proteinlerin goéruntileri, farmakolojik saperon
uygulamasi yapiilmamis kontrol gruplar ile uygulama yapilimis mutant
proteinler karsilastirmali floresans mikroskop géruntileri Sekil 4.5
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Sekil 4.6 ve Sekil 4.7'de verilmektedir.
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Sekil 4.5. OPC41061 Uygulanmis Mutant Proteinlerin Floresan
Mikroskop Goruntlsu.
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4.1. R68W Mutasyonu Sonuclari

R68W mutant proteini hicre ylzeyinde sadece %28,3 ve hilcre
icerisinde toplam %@85,6 miktarlarinda elde edilebilmektedir.
OPC41061 farmakolojik saperonu uygulamasi sonucunda hicre
yuzeyindeki miktari %80,4’e ve hicre ici toplam miktarn %100’e
cikmistir. Bodylece OPC41061‘'in R68W mutanti Uzerinde ciddi
kurtarma sagladigi gosterilmistir. OPC31260 ile muamele edildiginde
ise R68W mutantinin hicre yuzey miktart %74,2'yve ve hilcre

icersindeki toplam miktari %100’ye cikmistir.

Yapilan calismalarda OPC41061'in ve OPC31260'Iin vazopressin 2 (V3)
reseptoriine baglanma afiniteleri ¢ok vyiksek oldudu, hatta
OPC41061'in baglanma afinitesinin dogal ligandi AVP'nin baglanma
afinitesinden cok daha ylksek oldugu bildirilmistir [125]. Her iki
farmakolojik saperon da mutant proteinlere dodal ligand baglanma
bbélgesinden baglanarak stabilize etmektedir. AVPR2 ligand baglanma
bélgesi, korunmus ECL1 ve ECL2 halkalarn arasindaki sistein
kdéprusunid de kapsayan bir bdlgedir. Mutant proteinlere bu bdlgeden
baglanan farmakolojik saperonlar, yan zincirlerinin yardimi ile dogru
katlanmay! sadlayabilmek icin, mutasyonun neden oldugu ve ER
kalite kontrol sistemi tarafindan taninan hidofobik rezidularin,
eslenmemis ya da yanls eslenmis sistein koprilerinin ve de
olgunlasmamis glikanlari ortadan kaldirabilecek uygun etkilesimlerin
olusmasina olanak sadlar. Kullanilan farmakolojik saperonlarin sahip
oldugu AVPR2’ye baglanma afiniteleri ve yan zincirlerinin, R68W
mutant proteinin ICL1 boélgesinde olusturdugu hidrofobik reziduyu
elimine edecek konformasyonda katlanmasina izin verecek

etkilesimleri sagladigi distnltlmektedir.

Farmakolojik saperonlarin saperonlama basarisi sadece mutant

proteini stabilize ederek kalite kontrol sisteminden kurtarabilmesi
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degildir. Ayni zamanda mutant proteinin hedef bolgeye ulastigindaki
dogal ligandi ile yer degistirebilme kabiliyeti oldugu daha onceki
bélimlerde kapsamh olarak anlatilmistir. Hlcre vyuzey ELISA
sonuclarina gore, OPC41061'in, OPC31260°dan, hatta dogal ligandi
AVP'den bile daha yliksek AVPR2’ye baglanma afinitesi ile mutant
proteinlerin hiicre ylzeyine ulasabilmelerini artirmistir. OPC41061
kullanilan diger farmakolojik saperonlara kiyasla, mutant proteinleri
ER degredasyonundan kurtararak hlcre ylzeyine ulastirmada en
yuksek verimi elde etmistir. Ancak, total ELISA sonuglarina
bakildiginda OPC31260 kullanilan diger farmakolojik saperonlardan
daha etkilidir. Nitekim yapilan calismalara gére, OPC31260, AVPR2'ye
daha dislik baglanma afinitesi gdstermekte ve boylece badlandigi
mutant proteinden hiicre ylizeyine ulastiktan sonra distk baglanma
afinitesi ile ligandinin baglanmasina izin vermektedir. Bunun aksine
OPC41061, dodal ligandindan bile daha yiksek baglanma afinitesi ile
ligand baglanmasina engel olabildigi ve bu nedenle hiicre ici toplam

miktarinin azaldigi distnidlmektedir.

R68W mutanti Gzerindeki OPC21268’in hicre ylzeyi miktarindaki
basarisi, OPC41061 ve OPC31260'dan daha az olmasina ragmen,
hicre ici toplam miktari OPC41061'den cok daha etkilidir. AVPR2
mutantlari Gzerinde OPC21268 ile yapilan dokking calismasinda,
OPC21268'in V reseptoérinun TM7 ve TM6 domeyni ile etkilesime
girerek orada konformasyonel degdisime neden oldugu bildiriimektedir
[126]. Buna ek olarak TM7 domeynin ug kismindaki amfipatik halka
yapisi, ICL1 bdlgesi ile etkilesime girmekte ve AVPR2'yi stabilize
edilebilmektedir. Bu sekilde OPC21268 TM7 domeyni Uzerinde
konformasyonel degisime neden olabilecek ve ICL1 bdlgesindeki
R68W  mutantinin  olustudugu hidrofobik  reziduyu ortadan
kaldirabilecek bir katlanmayi tesvik edebilecektir. Ancak, OPC21268
vazopressin 1 reseptér antagonistidir ve bu nedenle etkilesime girdigi

mutant proteinin dogru konformasyonda katlanmasini
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saglayamayabilir. Bunun sonucunda, AVPR2'nin hiicre ylzeyindeki
lokasyonuna uygun bir sekilde yerlesim saglayamayacadl icin,
OPC21268 ile kurtarilan mutant proteinler hicre vylzeyine
ulasamayacaktir. Konfokal mikroskop goéruntileri de ELISA sonuglarini
destekler sonuglar gdstermektedir. Bunlarin yani sira yapilan
calismalarda V; antagonisti olan OPC21268’in V; reseptérine
baglanarak AVP ligandinin V; reseptdriine baglanmasini inhibe
etmekte oldugunu ve bunun sonucunda V> reseptori icin ortamdaki
ligand miktarinin arttirdigini bildirmislerdir [126]. Bdylece mutasyon
sonucu miktari azalan proteinlerin islevselligini artirmayi hedefleyen
baska bir terapatik yol da gdsterilmektedir. Ancak R68W mutasyonu
ER’de takili kalarak hlcre ylzeyine ulasamadigi icin OPC21268 ile

belirtildigi gibi bir kurtarma saglanamamistir.

4.2. AR67_G69/G107W, AR67_G69 ve G107W Mutasyonu
Sonuglari

Compound hemizigot mutanti AVPR2 proteinin iki farkli bdlgesinde
meydana gelmistir. ICL1 boélgesinde meydana gelen AR67_G69
mutasyonu dokuz bazlik delesyon bdlgesini icermekte ve hicre igi
halkanin yapisinda ciddi bir kisalma meydana getirmektedir. Halkada
meydana gelen kisalma, Thilien ve arkadaslarinin oénerdigi, TM7
domeynin ug¢ kismindaki amfipatik halka yapisiyla ICL1 vyapisi
etkilesime giremeyerek AVPR2'yi stabilize edebilme olasiligini
azaltabilmektedir. Ayni zamanda korunmus ECL1, aktif baglanma
bélgesinde olusan G107W mutasyonunun protein katlanmasinda
olmasa da ligandin baglanmasina engel olabilecedi disltnidlmektedir.
Ayni zamanda bu durum ligand gibi davranan antagonist
baglanmasini da zorlastirabilecektir. S6z edilen bu iki durum, total ve
ylzey ELISA sonuglarina bakildiginda da OPC41061, OPC31260 ve

OPC21268’in, mutant proteinler lzerinde negatif etkiye sahip olmasi
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ile desteklenmektedir. Farmakolojik saperon uygulamasi
yapilmaksizin mutant protein hicre ylzeyindeki miktari %68 oraninda
olurken, uygulama sonrasinda bu oran ¢ok daha asadilara cekilmistir.
Compound hemizigot mutantin hiicre ici toplam miktarina bakildiginda
ise yabanil tipe yakin bir sonucgla karsilasiimaktadir ve farmakolojik
saperonlarin uygulanmasi ile hucre ici toplam miktarlarini %3-4
oraninda arttirdiklari goérulmustir. Bu durum mutant proteinlerin
yabanil tip AVPR2 proteinleri Uzerinde olusabilecek baskin negatif
etkisi ile agiklanabilir. Baskin negatif etki, mutant proteinlerin yabanil
tip ile fiziksel sabit bir etkilesime girerek, yabanil tipin ligandina
baglanmasini ve ligandla aktive edilmis ikinci habercinin olusmasini
inhibe edici bir durumdur. Bdylece ortamda islevsiz bir surld protein
olusmaktadir [80][81][127]. Compound hemizigot mutantinda
AR67_G69 delesyon bdlgesi TM7 domeyinin amfipatik ug kismi ile
etkilesime giremedigi icin proteinin stabilizasyonu
engellenebilmektedir. Bunun yaninda ligand baglanma bdlgesinde
meydana gelen G107W mutasyonuda, farmakolojik saperon
baglanmasini zorlastiracagi distnllmektedir. Bu sekilde iki farkli
yoldan da stabilizasyonu engelenen mutant protein, dogru olarak
katlanan AVPR2 proteinleri  lzerinde baskin negatif etki
olusturabilecektir. Sonucta, dogru katlanan proteinler hilicre icerisinde
bulunabilseler bile membrana ulasamayabilecektirler. Bu durum hicre
icerisinde bir miktar protein artisina ragmen membranindaki protein

miktarindaki disltsU aciklayabilir.

Compound hemizigotu olusturan mutasyonlarin etkilerine ayri ayn
bakildiginda, AR67_G69 mutasyonu ayni R68W mutasyonu gibi
farmakolojik saperonlara cevap vermektedir ve kurtarilma oranlari
yuksektir. Fakat G107W’nun, hlicre yuzeyindeki miktari OPC41061 ve
OPC31260 muamelesi sonucu sirasiyla %8,3 ve %4,4 oraninda
artirildigi  gézlemlenmistir ki bu artis bahsi gegen farmakolojik

saperonlarin  AVPR2'ye badglanma afinitelerinin ylksek olmasi
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nedeniyle saglandigi disidnidlmektedir. Bunlarin aksine, OPC21268
vazopressin 1 antagonistidir ve diger farmakolojik saperonlara gore
cok daha az AVPR2 baglanma afinitesine sahiptir. G107W
mutasyonunun ligand baglanma bodlgesinde bulunmasi OPC21268'in
baglanma afinitesini daha da dislrebilecektir ya da etkili bir sekilde
baglanamayarak, diger katlanan proteinler Gzerinde negatif baskin
etki yaratabilecektir. AVPR2 proteinlerinin bu negatiflikler sonucu
hiicre ylizeyine ulasamayacadl tahmin edilmektedir. Kullanilan g
farmakolojik saperon uygulama sonuglarindan, compound hemizigotu
olusturan AR67_G69 mutantinin kurtarilmaya daha uygun oldugunu
ve G107W mutantinin ise kurtarmayi engelledigini sdyleyebiliriz. Bu
nedenlerle OPC41061, OPC31260 ve OPC21268‘in compond hemizigot

mutanti GUzerindeki basarisizliklarini aciklayabiliriz.

4.3. T273M Mutasyonu Sonuglari

Protein katlanmasinda biyuk déneme sahip olan TM domeynlerinde
meydana gelen mutasyonlar ciddi 6lgliide yanhs katlanmalara neden
olmaktadir. Bunun sonucunda da yanls katlanan proteinler kalite
kontrol sisteminin birinci basamadina takili kalmaktadirlar. T273M
mutasyonu TM6 domeyninde meydana gelmektedir. TM6 domeyninin
273. pozisyonunda meydana gelen bu mutasyon normal sartlarda
polar olan yan grubun, nonpolar gruba dénlismesine neden
olmaktadir. Stabiliteyi yan zincirlerinin etkilesimi ile yapan OPC21268
farmakolojik saperonun etki mekanizmasini engelleyebilmekte ve
proteinlerin hem hlcre yluzey miktarinda hem de hlicre icerisindeki
toplam miktarlarinda negatif etki gdstermesine neden olmaktadir.
OPC41061 ise T273M mutantina baglanarak bu bolgeki mutasyonu
ekarde edebilecek konformasyonda mutant proteinin katlanmasina
izin verebildigi dusltnilmektedir. Bdylece hilicre ylzey miktarinda
yaklasik %50 oraninda iyilesme saglamaktadir. Fakat OPC31061 ayni

etkiyi gosterememekte ve uygulama o6ncesi hlicre ylizey miktarindan
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sadece %0,5'lik bir iyilesme gdsterebilmektedir. Bunlarin yani sira
kullanilan Gg farmakolojik saperon da T273M mutant proteinin hicre

ici toplam miktarini azaltmaktadir.

Bu calismada mutasyonun protein icerisinde hangi lokasyonda
bulunduguna, farmakolojik saperonun stabilizasyon icin etkilesim
kurdugu bolgelerde mutasyonun olup olmamasina, farmakolojik
saperonun badlanma afinitesine, etkin bir sekilde baglanip
baglanmamasina bagh olarak farmakolojik saperon kurtarma
basarisinin dedisebilecedi hiicre ylizey ELISA, total ELISA ve floresan
mikroskop gdérintllerinin  birbirlerini  destekleyici sonuglari ile

gosterilmektedir.

Farmakolojik saperonlarin mutant proteinler Gzerindeki kurtarma
basarisini genellemek zordur. Fakat yine de badlanma afinitesi ile
dogru orantih olarak kurtarmanin arttinldigi gézlemlenmistir.
Fonksiyonel protein olusumunda yliksek baglanma afinitesi de ¢ogu
zaman dezavantaj olusturmaktadir ki bircok calisma grubu bu
durumun kullanilan farmakolojik saperon uygulama dozaj ayarlamasi
ile Ustesinden gelinebildigini belirtmektedir. Bu nedenle glnimiizde

pek cok farmakolojik saperon Uzerinde dozaj calismasi yapiimaktadir.

Hicre kaltard calismalarinda elde edilen basarili sonuglarin yani sira
model organizmalar Uzerinde vyapilan dozaj c¢alismalar da
farmakolojik saperonlarin klinikteki birgcok konformasyonel hastalik
Uzerinde etkili oldugunu gostermistir. 2006 yilinda Bernier ve
arkadaslari, NDI hastaligina sahip bes erkek yetiskin (zerinde oral
yolla antagonist denemesi yapmislardir ve. hastalarin idrar miktarinda
azalma go6zlenmistir. Bu yapilan calisma ile peptid olmayan V2R
antagonistlerinin NDI hastalarinda ilag olarak kullanabilecegi yoninde
bir adim atilmis ve bu durum, klinik calismalar igin Umit verici

sonuglar olusturmustur [4].
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Bunun yani sira farmakolojik saperon mekanizmasinin aydinlatiimasi
icin, doking calismalan arttinimahdir. Bu yoéntem ile farmakolojik
saperonlarin biyokimyasal baglanma bodlgeleri tespit edilmelidir.
Boylece mutasyona uygun dodgru farmakolojik saperon uygulamalari

yapilabilecegdi diustntlmektedir.
Farmakolojik saperonlar Uzerine yapilan in vivo ve in vitro galismalar

konformasyonel hastaliklardan muzdarip bireylerin yasam kalitelerini

artirabilmek acgisindan umut verici oldugu disintlmektedir.
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