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Saglikll bireylerde kan ozmolalitesi, vicut su dengesini ayarlayan mekanizmalar
araciligiyla belirli sinirlar igerisinde tutulmaktadir. Plazma ozmolalitesindeki artis veya kan
hacmindeki azalma ile bobreklere suyu korumasi igin sinyal gonderilerek susuzluk
uyariimaktadir. Bu uyariima sonucu, arka hipofizde depolanmakta olan arjinin vazopressin
hormonu (AVP, ADH, antiditretik hormon) kana salinmaktadir. AVP hormonu, kan
dolagimi yoluyla bobreklere gelerek toplama kanali hucrelerindeki arjinin vazopressin
reseptor 2 (AVPR2)'ye baglanmaktadir. AVP’nin AVPR2’ye baglanmasi, hlcre igerisinde
bulunan akuaporin 2 su kanal proteinlerinin (AQP2) fosforillenerek apikal membrana
yerlesmelerini saglamaktadir. AQP2 su kanali aracilidiyla ihtiyag duyulan suyun geri
emilimi gerceklesmekte ve bdylece vucuttaki su dengesi tekrar kurulmaktadir. Bu
mekanizma igerisinde olusabilecek herhangi bir aksaklik vicudun su dengesinin
bozulmasina ve polidri, polidipsi ile karakterize olan Diabetes insipidus (DI) hastaliginin

gelisimine neden olmaktadir.

DI, AVP hormonun yetersiz sentezi ve/veya salinimina baglh olarak santral tip (CDI) veya
bobreklerde AVP’ye karg! yetersiz cevap olusmasina bagdli olarak nefrojenik tipte (NDI)
olabilmektedir. CDI, kafa travmalar, beyin timorleri, cerrahi operasyonlar veya cesgitli
hastaliklar sonucu nérohipofiz bolgesinin hasari nedeniyle sonradan meydana gelebilecegi

gibi, arjinin vazopressin-nérofizin Il (AVP-NPII) geninde bulunan mutasyonlar nedeniyle
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kalitsal olarak da olugabilmektedir. AVP-NPII geni ile ilgili yapilan ¢alismalarda, gendeki
mutasyonlar nedeniyle éncul hormonun diuzgun bir sekilde katlanmasi ve islenmesinde
basarisizlik oldugu bulunmugtur. Bunun sonucunda mutant proteinin endoplazmik
retikulum (ER) icerisinde birikerek protein agregasyonlari olusturdugu ve diger esansiyel
proteinlerin duzenli islenmesini engelleyerek magnoseluler sinir hicrelerinin 6lumune yol

actigi tespit edilmigtir.

Bu tez calismasinin amaci, DI tanisi konmusg hastalarin AVP-NPII geninde tanimlanmig
G45C, 207_209delGGC ve G88V mutasyonlarina iligkin literaturde yer almayan
fonksiyonel analizlerinin gergeklestirimesidir. Bu amagla yapilan deneysel ¢alismalarda,
yabanil tip AVP-NPII geni igeren ifade vektoru Uzerinde ilgili mutasyonlar bolgeye yonelik
mutagenez yontemi kullanilarak olusturulmus ve vektorlerin Neuro2A hicrelerine gegici
transfeksiyonu gerceklestiriimistir. Neuro2A hucreleri tarafindan besiyerine salinan yabanil
tip ve mutant AVP miktarlar radyoimmun analiz (RIA) ve enzim-bagli immunosorbent
analiz (ELISA) yontemleri olmak Uzere iki ayri yontem ile belirlenmistir. Yabanil tip ve
mutant éncll hormonlarin hicre igi trafiklerindeki farklilklar belirleyebilmek icin floresan
goruntuleme galismalar gergeklestiriimistir. Ayrica, AVP miktarinin belilenmesinde
kullanilan RIA yonteminin gergeklestirimesi zor ve uzun suren bir yontem olmasindan
dolayi, yerine alternatif bir ydntem olarak daha hizli sonug veren ve gercgeklestirimesi kolay
olan ELISA yonteminin kullanilabilifigi istatiksel bir analiz olan Bland-Altman yontemi ile

degerlendirilmigtir.

Calismanin sonucunda G45C ve G88V mutant proteinlerin yabanil tip AVP-NPII proteinine
gore hucre kultara ortaminda 6nemli dlglide azalmis miktarda bulundugu ve hicrede ER
icerisinde takili kaldigi belilenmistir. Bununla birlikte, 207_209delGGC mutant proteinin
ise, hlicre kiltirt ortaminda yabanil tip proteine yakin miktarda bulundugu ve yabanil tip
ile benzer sekilde ER’de takill kalmayarak hiicre i¢i kompartmanlara dagildigi gdzlenmistir.
G45C ve G88V mutasyonlarinin oncul hormonun duzgun katlanmasi, tg boyutlu yapisini
kazanmasi, islenmesi veya hucre igi trafigi gibi streglerde dnemli etkilere sahip oldugu,
207_209delGGC mutasyonunun ise bu slreclerde herhangi bir énemli etkiye sahip
olmadidi sonucuna variimistir. Ayrica AVP miktarinin belirenmesinde, ELISA ydnteminin

RIA yontemi yerine alternatif bir yontem olarak kullanilabilcegi belirlenmigtir.

Anahtar kelimeler: Diabetes insipidus, AVP-NPII, Fonksiyonel analiz, RIA, ELISA
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ABSTRACT

FUNCTIONAL ANALYSES OF MUTATIONS FOUND IN
AVP-NPII GENE OF PATIENTS DIAGNOSED WITH
DIABETES INSIPIDUS

Merve OZCAN TURKMEN

Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hatice MERGEN
July 2020, 128 pages

In healthy individuals, blood osmolality is kept within certain limits through mechanisms
that regulate body water balance. Thirst is stimulated by sending signals to the kidneys
for water protection with an increase in plasma osmolality or a decrease in blood volume.
As a result of this stimulation, the arginine vasopressin hormone (AVP, ADH, antidiuretic
hormone) which is stored in the posterior pituitary, is released into the blood. The AVP
hormone reaches to the kidneys through the bloodstream and binds to arginine
vasopressin receptor 2 (AVPR2) in the collection duct cells. The binding of AVP to the
AVPR?2 leads to the aquaporin 2 water channel proteins (AQP2) to be phosphorylated
and settle in the apical membrane. The reabsorption of the required water takes place
through the AQP2 water channel, thus the water balance in the body is reestablished.
Any malfunction that may occur within this mechanism causes disruption of the body's
water balance and the development of Diabetes insipidus (DI) disease, which is

characterized by polyuria and polydipsia.

DI can be either central type (CDI) due to inadequate synthesis and/or release of AVP
hormone or nephrogenic type (NDI) due to inadequate response of the kidney to AVP.
CDI can be either acquired by damage to the neurohypophysis region as a result of head
injuries, brain tumors, surgical operations or various diseases or can be congenital due

to mutations in the vasopressin-neurophysin Il (AVP-NPII) gene. In many studies

il



concerning AVP-NPII, it has been found that the precursor hormone fails during proper
folding and processing due to mutations in the AVP-NPII gene. As a consequence, the
mutant protein accumulates in the endoplasmic reticulum (ER), generates protein
aggregations and leads to the death of magnocellular nerve cells by preventing the

regular processing of other essential proteins.

The aim of this thesis is to perform functional analyzes of G45C, 207_209delGGC and
G88V mutations defined in the AVP-NPII gene of patients diagnosed with DI, which are
not included in the literature. In the experimental studies, the relevant mutations on the
expression vector containing the wild-type AVP-NPII gene were created using the site-
directed mutagenesis method and transient transfection of these vectors to Neuro2A
cells was performed. The amount of wild type and mutant AVP that were released into
the medium by Neuro2A cells were determined by two separate methods, namely
radioimmunoassay (RIA) and Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA).
Fluorescence imaging studies were performed to determine the differences in the
intracellular traffic of wild-type and mutant precursor hormones. In addition, since the RIA
method used in determining the amount of AVP is a difficult and long-lasting method, the
usability of the ELISA method, which provides faster results and is easy to perform as an
alternative method for RIA, was evaluated by the Bland-Altman method, which is a

statistical analysis.

As a result of the study, it was determined that G45C and G88V mutant proteins were
significantly reduced in the cell culture medium compared to wild type AVP-NPII protein
and were trapped in the ER in the cell. However, it was observed that the amount of
207_209delGGC mutant protein is similar to the wild type protein in the cell culture
medium and was distributed in intracellular compartments by not being trapped in ER,
likewise the wild type. It has been concluded that G45C and G88V mutations have
significant effects in processes such as the proper folding, gain of three-dimensional
structure, processing, or intracellular traffic of the precursor hormone, and the
207 _209delGGC mutation does not have any significant effect in these processes. In
addition, it was determined that ELISA method can be used as an alternative method

instead of RIA method in determining the amount of AVP.

Keywords: Diabetes insipidus, AVP-NPII, Functional analysis, RIA, ELISA
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1. GIRIS

Saglikli bireylerde kan ozmolalitesi, bir dizi karmasik mekanizma ile belli sinirlar
icerisinde tutulmaktadir. Vicut su dengesindeki ayarlamalar, bu ozmolitenin
seviyesini (sabitligini, stabilitesini) belirlemektedir. Bu ayarlamalar, susuzluk
(susama) mekanizmasindaki hassas degisiklikler ile arjinin vasopressin (AVP)
hormonunun plazma konsantrasyonundaki kuguk degisikliklere cevap olarak idrar
akis hizini ve ozmolalitesini degdistirme kapasitesine sahiptir. Boylece saglikli
insanlar, iklim gsartlarindaki agiri degisimlere veya bir dereceye kadar yetersiz su

alimlarina ragmen, ozmotik i¢ ortamlarini koruyabilmektedirler [1-2].

Vucuttaki su dengesi, su alimi ile kaybinin dengede olmasi ile saglanmaktadir. Bu
denge, susuzluk ile uyarilan sivi alimina karsilik, bobrekler araciligiyla idrarin ve
deri aracihgiyla terin vocuttan atilimi ile kontrol edilmektedir [3-4]. Plazma
ozmolalitesindeki artis veya kan hacmindeki azalma ile vicutta daha fazla suya
ihtiyac duyulmakta ve bobreklere suyu korumasi igin sinyal gdénderilerek susuzluk
uyariimaktadir. Uyarilma sonucu arka hipofiz bezinden antiditretik hormon (ADH)
olarak da adlandirilan AVP hormonu salinmaktadir [5-6]. Bu hormon, bdbrek
toplama kanali hucrelerinin bazolateral membraninda bulunan arjinin vazopressin
reseptor 2 (AVPR2)yi aktive ederek, bobrek toplama kanallarindaki su gegirgenligi
artirmaktadir. Sonugta suyun geri emilimi ile vicuttaki su dengesi tekrar
kurulmaktadir [7-9].

Vucutta su dengesinin dizenlenmesi sirasinda AVP hormonunun énemi buayuktar.
Eger AVP hormonu yeterli miktarda sentezlenmez veya salgilanmazsa, Diabetes
insipidus (DI) hastaliginin tiplerinden biri olan Norohipofizyal (Santral) Diabetes
insipidus hastaligi meydana gelmektedir. Bu hastaligin en dnemli belirtilerinden biri,
suyun bobreklerden geri emilememesi sonucu, anormal derecede fazla hacimde ve
oldukgca seyreltik idrar olusumudur [10-11]. AVP hormonunun sentez ve
salgilanmasindaki eksikligin temelinde ise iki neden yatabilmektedir. Bunlardan ilki,
beyin tumoru, metastatik karsinom, kafa travmasi, enfeksiyon ya da cerrahi

uygulamalarin arka hipofiz Uzerindeki etkileri sonucu olusan sonradan edinilen



durumdur. Ikincisi ise, arjinin vazopressin-nérofizin Il (AVP-NPII) genindeki

mutasyonlar nedeniyle gozlenen kalitsal durumdur [12].

AVP-NPII geninde yer alan mutasyonlarin, oncul hormonun duzgun bir sekilde
katlanmasi ve iglenmesi sirasinda hatalara neden olabilecegi belirtiimektedir.
Yapilan calismalarda bu hatalarin sonucunda, mutant proteinin endoplazmik
retikulum (ER) igerisinde birikerek protein agregasyonlari olusturdugu ve burada
diger esansiyel proteinlerin dizenli islenmesini engelleyerek, AVP hormonunun
sentezlendigi hucreler olan magnoseluler sinir htcrelerinin 6lumune yol actigi tespit
edilmigtir [13-15].

Tez galigmasi kapsaminda, DI tanili hastalarin AVP-NPII geninde tanimlanmis Ug
farkli mutasyonun (G45C, 207_209delGGC ve G88V) fonksiyonel analizlerinin
gerceklestirimesi amaglanmistir. Bu kapsamda, mutasyonlarin ilgili proteinin
fonksiyonunu ne sekilde etkilediginin ve hastaligin seyrinde nasil bir etki yarattiginin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amacg¢ dogrultusunda, Neuro2A hicre hatti
kullanilarak, yabanil tip ve mutant proteinlerin hicre igindeki yerlesimi ve miktari
incelenmigtir. BOylece mutasyonlarin proteinlerin hucresel tutulumu Gzerinde

herhangi bir etkiye sahip olup olmadigi karsilastiriimali olarak degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes insipidus

DI, poliuri olarak bilinen oldukga seyreltik (<300 mOsm/kg) idrarin ¢ok fazla hacimde
(>50 ml/kg/guin) atilimi ve polidipsi olarak tanimlanan asiri susama hissi sonucu sivi
alimindaki artis ile karakterize bir hastaliktir [10, 16-17]. Hastaligin goriime sikligi
25.000 bireyde 1 oldugundan dolayi nadir hastalik olarak tanimlanmaktadir [18].

Polidri, dusuk yogunluklu idrar ve polidipsiye ek olarak hipernatremi ve
dehidratasyon da DI'nin en yaygin belirtilerindendir. DI'li hastalarin vicutlarinda su
miktari duzenlenemediginden vucuttaki su dengesi bozulmustur [12]. Saglkl
bireylerde vucuttaki su miktarinin dizenlenmesi, suyun uzaklagtiriimasi ya da geri
emilimi araciligiyla bobrekler tarafindan gergeklestiriimektedir. Bobrekler tarafindan
bu ayarlamanin yapiimasi ise kan igeriginde meydana gelen degisiklikler araciligiyla
olmaktadir. Kan hacmindeki azalma veya plazma ozmolalitesindeki artis, vucuttaki
suyun korunmasi gerektigini ve vicudun daha fazla suya ihtiyag duydugunu
belitmektedir. Plazma ozmolalitesindeki %1’den az olan ¢ok kiigluk degisiklikler bile
hipotalamustaki ozmoreseptorleri uyarirken, kan hacmindeki %5-10’a ulagan
degisiklikler kan damarlarindaki baroreseptorleri uyarmaktadir. Bunun Uzerine her
iki durumda da, AVP hormonunun hipotalamusta sentezlendikten sonra giderek
depolandigi yer olan arka hipofiz bezinden salinmasi tetiklenmektedir. AVP
hormonu salindiktan sonra kan dolasimi yoluyla bdbreklere gelmektedir. Bu
hormon, bobrek toplama kanali hiucrelerinin bazolateral membraninda yer alan ve

transmembran bir protein olan AVPR2’ye baglanmaktadir [5-6, 19] .

AVPR2, guanin nuklectit (G) protein-bagli reseptér (GPCR) ailesinin bir Gyesidir. Bu
ailedeki reseptorlerin iligkili oldugu G proteinleri, 3 adet alt birimden (a, B ve y)
olusan heterotrimerik bir yapiya sahiptir ve hicre digindan gelen birgok sinyalin
hicre igerisine iletiimesinde gorev almaktadir. G proteinin a alt birimi, guanozin
trifosfat (GTP) veya guanozin difosfat (GDP) olarak guanin nukleotitlerine
baglanabilmektedir. a alt birimine GDP’nin baglanmasi, bu alt biriminin diger alt
birimlerine (3 ve y) baglanmasina izin vererek aktif olmayan bir heterotrimer yapinin

olusmasina yol agmaktadir. Hicre disi bir sinyalin membrandaki reseptore



baglanmasi, G proteinin reseptore baglanmasina, a alt birimine baglhi GDP'nin GTP
ile yer degistirmesine, By alt birimlerinin a alt biriminden ayrilarak G proteinin
aktivasyonuna neden olmaktadir (Sekil 2.1). Aktivasyonun ardindan, GTP’ye bagli
a alt birimi (Gsa) ve serbest By kompleksi farkh efektor molekillere baglanarak
onlarin aktivitelerini dizenlemekte ve hedef hicreye gelen sinyale kargilik hicresel
yanitin olusuma aracilik etmektedir. G proteinin a alt birimi GTPaz aktivitesine
sahiptir ve bdylece a alt birimine baglh GTP’nin, GDP ve inorganik fosfata (Pi)
hidrolizini gergeklestirmektedir. GTPaz aktive eden proteinler (GAP) bu tepkimeyi
hizlandirmaktadir. GTP’nin hidrolizi, efektor molekul-a alt birim kompleksinin
ayrilmasina neden olmaktadir. GDP-bagli a alt birimi ile By alt birimleri tekrar bir
araya gelerek inaktif G proteinini olusturmaktadir ve bu protein farkli bir uyariimig

reseptor varliginda yeni bir donguye girebilmektedir [20-22].

_- Sinyal molekiil
O

\' Reseptor
: aF

G-protein g

oy

GDP

Sekil 2. 1. Heterotrimerik G proteini dongusu. [22] numarali kaynaktan degistirilerek

alinmigtir.

AVP hormonunun AVPR2’ye baglanmasi ile reseptorin G protenine baglanabilen
aktif formunun stabilizasyonu gergeklesmekte ve sonugta sitozolik G proteinin
aktivasyonu saglanmaktadir (Sekil 2.2). Gsa, membranla iligkili bir enzim olan

adenilil siklaza baglanarak onu aktiflestirmektedir. Aktive olan adenilil siklaz ise,



adenozin trifosfatin (ATP) siklik adenozin monofosfata (CAMP) donusumunu
arttirmaktadir. Hucre icerisinde konsantrasyonu artan cAMP, protein kinaz A
(PKA)'nin dizenleyici alt birimine baglanarak katalitik birimini aktive etmektedir. Aktif
hale gelen PKA, hucre igerisinde bulunan akuaporin 2 su kanal proteinlerinin
(AQP2) fosforillenmesini saglamaktadir. Fosforillenen AQP2 (P-AQP2)’ler, hucre igi
vezikulleri araciligiyla tetramerler halinde bobrek toplama kanal hlcrelerinin apikal
membranina gelerek buraya yerlesmektedir. Membrana yerlesen AQP2 su kanali
araciligiyla ihtiyag duyulan suyun geri emilimi gergceklesmektedir. Apikal mebrandan
hicreye AQP2 araciligiyla giren su, bazolateral plazma membraninda bulunan diger
su kanal proteinleri olan AQP3 ve AQP4 araciligiyla ¢ikarak kan dolagimina
verilmektedir [9, 19].

Su dengesi kuruldugunda uyaranin ortadan kalkmasi ile AVP seviyesi dusmekte ve
apikal membranda bulunan AQP2 endositoz ile membrandan uzaklasarak hicre
icine geri donmektedir. Boylece ihtiya¢ duyulan suyun geri emilimi ile vicutta su
dengesi tekrar kurulmus olmaktadir. Bu mekanizmada yer alan AVP-NPII, AVPR2
ve AQPZ2 genlerinin herhangi birinde olusabilecek bir mutasyon ve dolayisiyla bu
bilesenlerden birinin duzgun ¢alismamasi halinde vicudun su dengesi bozulmakta

ve DI hastaliginin geligsimine neden olabilmektedir [9, 19, 23].

LﬁTOPLAMA KANALI HUCRESI J
ATP ‘
ATP — g &

P-AQP2 AQP2 AQP3
H20 - - = L—p HpO ———----1_-F%
H20 --33 -~ B -» H0 —— -1 c
AQP4

APIKAL
MEMBRAN

BAZOLATERAL
5 2 MEMBRAN
(LTOPLAMA KANALI HUCRESI Y
Sekil 2. 2. Bobrek toplama kanali hucrelerinde AVP aracili suyun geri emilim

mekanizmasi. [24] numarali kaynaktan degistirilerek alinmigtir.



2.1.1. Diabetes insipidus Tipleri

Temelde 4 farkli tipte diabetes insipidus bulunmaktadir [16]: (Sekil 2.3).
1. Gestasyonel diabestes insipidus
2. Primer polidipsi
3. Nefrojenik diabestes insipidus
4

. Santral diabestes insipidus

2.1.1.1. Gestasyonel Diabetes insipidus

DPnin bu tipi, hamilelik siresince AVP metabolizmasinda gorulen artis sebebiyle
ortaya c¢ikmaktadir ve bu nedenle gebelik DI'si olarak adlandiriimaktadir [25].
Genellikle gebeligin ikinci veya uglncu trimesterinde meydana gelmekte ve
dogumdan 4-6 hafta sonra kendiliginden gecmektedir. Plasenta tarafindan uretilen
bir enzim olan ve vazopressinaz olarak da adlandinlan plasental sistin
aminopeptidazin yukselmis seviyesi veya aktivitesinden dolayi AVP’nin daha hizli
yikilmasi ile karakterize bir hastaliktir. AVP’nin hizli yikilmasi sonucu meydana
gelen polidipsi, poliuri ve siddetli susuzluk, gestasyonel diabetes insipidusun yaygin
belirtilerindendir [26-28].

________ » | | Hipofiz
it \AVP salinmmi

AVP'ye
bobrek direnci

T AVP yikimi I
A

( 1 Serbest su geri emilimi
T Su ditirezi

Sekil 2. 3. Dort farkl Dl tipi ve patofizyolojisi. [29] numarali kaynaktan degistirilerek

alinmigtir.



2.1.1.2. Primer polidipsi

Primer polidipsi, asin sivi alimi nedeniyle AVP saliniminin baskilanmasindan
kaynaklanan bir DI tipidir [16]. Asiri sivi alimi, dUsuk plazma ozmolalitesine yol agmakta
ve buna cevap olarak da AVP salinimi durmaktadir. Sonugta, distik ozmolaliteye sahip
fazla miktarda seyreltik idrar olusumu gorulmektedir [30-31].

Primer polidipsinin nedenine bagli olarak, iki alt gesidi bulunmaktadir:

a) Dipsojenik DI: Hipotalamusta yer alan susuzluk merkezindeki kusurdan
kaynaklanan bir primer polidipsi ¢esididir. Bu kusurun sonucu olarak, susuzluk
mekanizmasi asiri aktif hale gelmekte ve buna bagli olarak da ¢ok miktarda sivi
alimi ile hipotonik idrar atilimi gortlmektedir [32].

b) Psikojenik DI: Primer polidipsinin bu tipi, temel olarak sizofreni gibi psikiyatrik
bozukluklardan kaynaklanmaktadir. Bu tur psikiyatrik bozukluklarin tedavisinde
kullanilan psikiyatrik ilaglar agiz kuruluguna neden olmaktadir. Sonugta kiginin
sivi alimini arttirmasina ve bu sivinin fazla miktarda seyreltik idrar halinde

atihmina neden olmaktadir [32].

2.1.1.3. Nefrojenik Diabetes insipidus

Nefrojenik Diabetes Insipidus (NDI), bobreklerde AVP’ye kargi yetersiz cevap
olusmasindan kaynaklanan bir DI tipidir. NDI'de, hipotalamik fonksiyon ve AVP salinimi
normal olmasina ragmen, AVP’ye karsl bdbrek yanitinin olmadigi veya az oldugu
gorulmekte, buna bagli olarak idrar yeterince konsantre edilememektedir. Bunun
sonucunda ise, klinik olarak poliuri ve dehidratasyon gibi belirtiler goralmektedir.
Polidipsi, hipernatremi, ates ve kabizlik ise, NDI olgularinda gortlen diger belirtilerdir
[33-35].

NDI'nin ortaya ¢ikis nedenine bagh olarak, edinilmis NDI ve konjenital NDI olmak tzere
iki tipi bulunmaktadir [34].

2.1.1.3.1. Edinilmig NDI

Edinilmis NDI, yetiskin bireylerde konjenital NDI tipinden daha yaygin gorilmektedir ve
nadiren siddetlidir [29]. Genel olarak, elektrolit anormallikleri (6rnegin, hipokalemi ve
hiperkalsemi) veya tibbi tedavi (6rnegin, lityum ve sisplatin tedavisi) gibi gok sayida



yaygin klinik duruma komplikasyon olarak ortaya ¢gikmaktadir. Edinilmis NDI'ye neden
olan etmenler, ya AVPR2'nin baglatmig oldugu huicre igi sinyal trafigini etkilemektedir

veya AQP2’nin ekspresyonunu azaltmaktadir [19, 35].

Edinilmis NDI'nin en yaygin nedeni, bipolar hastaliklar, depresyon ve alkolizm
tedavisinde kullanilan lityum uygulamasidir [36]. Lityum, cAMP sistemine mudahale
ederek renal AQP2 ekspresyonunun azalmasina ve sonugta polilriye neden
olabilmektedir [37-39]. Bunun disinda, hipokalemi ve hiperkalsemi gibi gesitli elektrolit
bozukluklari da AQP2 ekspresyonunun azalmasina yol agmaktadir. Elektrolit dengesi
tekrar saglandiginda durum tersine donebildiginden stre¢ gecici olabilmektedir [40].
Kronik bobrek yetmezligi, polikistik bobrek hastaligi gibi ¢esitli bobrek hastaliklari ile
renal transplantasyon gibi bobreklerin fonksiyonunu etkileyecek herhangi bir durum da

edinilmis NDI'nin nedenleri arasinda yer almaktadir [32].

2.1.1.3.2. Konjenital NDI

Konjenital NDI, NDI'nin kalitsal formudur ve idrari konsantre etmedeki bozukluk
dogumdan itibaren baslamaktadir. Hastaliga ait belirtiler, dehidratasyon ataklarina
bagli tekrarlayan ates, nObetler, beslenme azligi, beslenmeden kisa bir sure sonra olan
kusma, kabizlik, yetersiz kilo alimidir ve yenidoganlarda ilk haftadan itibaren
g6zlenmektedir [9, 35, 41].

Konjenital NDI, AVPR2 ile AQP2 genlerinde bulunan mutasyonlar sonucu meydana
gelmektedir [19, 42]. Konjenital NDI olgularinin yaklasik olarak %901t AVPRZ2 geninde
bulunan mutasyonlardan kaynaklanmakta ve X'e bagli NDI'ye neden olmaktadir.
Geriye kalan %10’luk kisim ise, AQP2 geninde yer alan mutasyonlar sonucu meydana

gelmekte ve otozomal gekinik veya baskin NDI'ye yol agmaktadir [25, 43].

2.1.1.3.2.1. AVPR2 Geni ve X’e Bagh NDI

insanda bulunan AVPR?2 geni 2.27 kb boyutunda olup, X kromozomu {zerinde (Xq28)
yer almaktadir. Bu gen, 3 ekzon ve 2 intron boélgesinden olusmakta ve G protein-bagli
reseptdr ailesine ait olup, 371 amino asitten olusan bir reseptorl kodlamaktadir.
Reseptor, 7 adet trasmembran domain, 4 adet hicre disi ve 4 adet de hicre igi
(sitoplazmik) domain icermektedir [44-47].



Bugune kadar AVPR2 geninde, yanlis anlaml mutasyon, anlamsiz mutasyon,
delesyon ve insersiyonlari igeren 250’den fazla mutasyon tanimlanmistir [29, 48]. Bu
mutasyonlarin yaklasik olarak yarisi, yanhs anlamh (missense) mutasyonlardir. Yanlhs
anlamli mutasyonlardan sonra, en fazla oranda (%25) gerceve kaymasi (frameshift)
mutasyonlari gorulmektedir. Cerceve kaymasi mutasyonlari, nukleotit delesyonu
(silinmesi) veya insersiyonu (eklenmesi) sonucu olugsmaktadir. Mutasyonlarin kalan
kismini, buyuk delesyonlar (%10), anlamsiz (non-sense) mutasyonlar (%10), cerceve
kaymasina neden olmayan delesyon veya insersiyonlar (%4), splice-site mutasyonlari
ve kompleks mutasyonlar olusturmaktadir. Mutasyonlarin genel olarak reseptor
proteinin transmembran, hicre disi ve hucre igi alanlar olmak Gzere her bolgesinde
saptandigi, fakat hicre disi ve hicre icgi alanlarla karsilastirildiginda transmembran

bolgesinde iki kat daha fazla mutasyon meydana geldigi belirtiimistir [49] (Sekil 2.4).
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Sekil 2. 4. X’e bagli NDI'ye neden olan AVPRZ2 gen mutasyonlarinin AVPR2 proteini
Uzerindeki yerlesiminin sematik gdsterimi. Kirmizi daire sembolleri,
yanlis anlamli  mutasyonlari; siyah renkteki daireler, anlamsiz
mutasyonlari; yesil renkteki daireler, kiigik delesyonlari ve mavi renkteki
daireler ise kuguk insersiyon/delesyonlarin bulunduklari kodonlari
belitmektedir. Sekilde X'e bagli NDI'ye neden olan mutasyonlarin
sadece bir kismi gosterilmistir. [16] numarali kaynaktan degistirilerek

alinmigtir.



AVPR2 mutasyonlari, reseptorlerin hlcredeki iglevselligi ve hicre igi
lokalizasyonuna gore 5 sinifa ayrilmaktadir (Sekil 2.5). Sinif | mutasyonlari, gergeve
kaymasi, promotor degisiklikleri veya reseptér sentezinin erken sonlanmasina
neden olan anlamsiz mutasyonlar sonucu yanlis islenmis veya kararsiz mRNA
olusumuna yol agcan tum mutasyonlardir. Sinif Il mutasyonlari, en yaygin mutasyon
tipidir ve reseptorin vyanlis katlanarak ER’de tutulmasina neden olan
mutasyonlardir. Sinif 1ll mutasyonlari da AVPR2’nin yanhs katlanmasina neden
olmaktadir, fakat bu mutant reseptérler ER'de tutulmayip hicre membranina
(bazolateral membrana) ulagsmaktadir. Membrana ulagan mutant reseptorler, AVP
ile etkilesime girmektedir ancak G proteinleri ile yeterli dizeyde etkilesime
giremedikleri i¢in adenilil siklazin aktivasyonu azalmakta ve bdylece yetersiz cAMP
olusumu meydana gelmektedir. Sinif IV mutasyonlari da AVPR2’nin yanlis
katlanmasi ve hatta hlicre membranina ulagsmasi ile sonuglanmakta, ancak bu
mutant reseptorlerin AVP ile etkilesime girmesi azalmakta veya hig etkilesime
girememektedir. Son olarak, sinif V mutasyonlarini tasiyan reseptérlerde normal
protein sentezi ve olgunlagsma sireci olmasina ragmen, bu mutant reseptoérler hiicre
icinde farkli organellere dolayisiyla yanhg hucresel bolgelere yerlesmektedirler [9,
19, 50].

Apikal membran

| AY
‘\/ Bazolateral membran

Sekil 2. 5. NDI'ye neden olan 5 farkli AVPR2 mutasyon sinifi ve sonugta olusan
mutant proteinlerin bobrek toplama kanali hucresi igerisindeki
lokalizasyonlari. [50] numarali kaynaktan degistirilerek alinmigtir.
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AVPRZ2 genindeki mutasyonlar, konjenital NDI’'nin bir tipi olan X'e bagli NDI'ye
neden olmaktadir. X’e bagli NDI, nadir kalitsal bir hastaliktir ve X’e bagli ¢ekinik
kalitim 6zelliginden dolayi hastalarin gogunlugu erkektir [36, 51]. Erkek hastalar
disaridan AVP uygulamasina ragmen idrari konsantre edemediklerinden, bu
bireylerde genellikle poliuri ve polidipsi gibi belirtiler gorulmektedir. X’e bagh ¢ekinik
ve nadir bir hastalik oldugundan digilerin hastaliktan etkilenme orani daha az
olmaktadir. Buna ek olarak, X kromozomu inaktivasyonu nedeniyle degisen
derecelerde poliltri ve polidipsi heterozigot disi bireylerde de goérulebilmektedir [49,
52].

X’e bagli NDI'nin genel populasyonda gorulme sikligi cok nadir olmakla birlikte, her
1.000.000 canli erkek dogumda 4 olarak tahmin edilmektedir [12, 53]. Bu hastaliga
sahip bireylerde dogumdan itibaren belirgin bir politri, asiri susama hissi ve buna
bagh olarak polidipsi gorulmektedir. Tedavi edilmemis X'e bagh NDI olgulari ise,
erken bebeklik déneminde hipernatremi, hipertermi ve tekrarlanan dehidratasyon
doénemlerini de icermektedir. Tekrarlanan dehidratasyon olaylarinin sonucunda ise
mental retardasyon (zihinsel gerilik) gorulmektedir. X'e bagli NDI'nin erken tani ve
tedavisi, normal fiziksel ve zihinsel gelisim ile birlikte bireylerin saglikh bir yagam

surdurebilmesi i¢cin dnemlidir [49, 53].

21.1.3.2.2. AQP2 Geni ve Otozomal Cekinik/Baskin NDI

insanda bulunan AQP2 geni, 5.1 kb boyutunda olup, 12g13 kromozom bélgesinde
yer almaktadir. Bu gen, 4 ekzon ile 3 intron bdlgesinden olugsmakta ve 271 amino
asitten olugsan AQP2 proteinini kodlamaktadir [8, 19, 54-56]. AQP2 proteini,
transmembran kanal protein ailesinin bir Gyesidir ve idrarin konsantre edilmesinde
kilit rol oynayan bir su kanal proteinidir. Bu protein, vicudun suya ihtiya¢ duymadigi
kosullarda bobrek toplama kanali ana hucreleri igerisindeki vezikillerde
depolanmaktadir. Vicudun suya ihtiyag duymasi Uzerine, gelen uyariya cevap
olarak depolandidi vezikillerden bulundugu hicrenin plazma membranina

tasinmakta ve membran Uzerine homotetramerler halinde yerlesmektedir [8, 57].

AQP2 su kanali homotetramer yapisindadir; dort 6zdes protein alt birimi plazma

membraninda su kanalini olugsturmak icin bir araya gelmektedir [19]. Her bir
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monomer ise, 6 adet transmembran domain, 3 adet hiucre digi ve 4 adet hlcre igi
(sitoplazmik) domaine sahiptir (Sekil 2.6). Proteinin amino ve karboksil uglarinin her
ikisi de sitoplazmada yer almaktadir ve karboksil ucunda fosforilasyon igin dnemli
serin rezidulari (S256, S261, S264, S269) bulunmaktadir [8-9]. Diger akuaporinlerin
coguna benzer sekilde, iki adet yuksek oranda korunmus NPA motifi (Asn-Pro-Ala
motifi) icermektedir ve bu motifin proteinin membrana yerlesmesini sagladigi, Ust
uste ¢akisarak su gegisini saglayan su kanali porunu olusturdugu disunulmektedir
[58].

AQP2 proteinin sentezinden itibaren hucre ici trafigi, post-translasyonel
modifikasyonlarin da dahil oldugu cesitli hlcresel suregler tarafindan
dizenlenmektedir [19, 58]. AQP2 proteini de diger membran proteinleri gibi, ER'de
sentezlenmekte ve burada katlanmaktadir. ER igerisinde bir veya iki monomerine
yuksek mannozlu glikanlar asparajin 123 (Asn123) bolgesinden eklenmekte ve
ER’den c¢ikis baslamaktadir. Golgi aginda olgunlasma sirasinda, yiksek mannozlu
seker gruplarinin bir kismi gikariimakta ve ¢ogu glikozillenmig proteinin aksine,
AQP2 tetramerinin sadece bir veya iki monomeri kompleks glikolizasyona
ugramaktadir. Ardindan, AQP2 proteinleri ihtiyag halinde apikal membrana gitmek
uzere hucre igi vezikullerde depolanmaktadir. Vicudun su ihtiyaci Gzerine, AVP
hormonunun reseptdriine baglanmasi ile hicre igcinde cAMP miktari artmakta ve
bunu takiben PKA aktifleserek AQP2'nin sitoplazmik karboksil ucunda bulunan serin
rezidularindan (S256, S261, S264 ve S269) fosforilasyonunu gergeklestirmektedir
(Sekil 2.6). Fosforilasyonu takiben AQP2 homotetramer yapisi olugturmaktadir ve
bu tetramer yapisinin hicre igi vezikullerden apikal membrana tasinarak buraya
yerlesmesi igin, tetramerdeki dért monomerden en az Ugunin fosforile edilmesi
gerekmektedir. Membrana yerlesen AQP2 homotetramer yapisi, renal ana
hacrelerin su gegirgenliginde artisa neden olmaktadir. Gegirgenlikteki artig, suyun
tubdl lGmeninden hicreye gegisine izin vermektedir. Bu durum da daha konsantre
idrar olusumuna yol agmaktadir. Uyaranin ortadan kalkmasi, AQP2’'nin endositoz
ile apikal membrandan hucre i¢ine geri ddnmesini tetiklemektedir. Bu stregte AQP2,
klatrin kaph gukurlar icinde birikmekte ve klatrin-aracili endositoz yolagi ile hicre
icerisine alinmaktadir [9, 59-60].
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Sekil 2. 6. AQP2 monomerinin yapisi ve plazma membrani Uzerindeki yerlesimin
sematik gosterimi. [58] numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir.

AQP2 genindeki mutasyonlar, konjenital NDI'nin bir diger tipi olan otozomal NDI'ye
neden olmaktadir. Bugune kadar bu gende hastaliga neden olan yaklasik 65
mutasyon saptanmigtir [29]. Bu mutasyonlar 2 farkli durumla sonuglanmaktadir. ilk
olarak, AQP2’deki bir mutasyon hedefleme sinyalini etkileyebilmekte ve bdylece
fonksiyonel olan AQP2’nin membrana yonlendirilmesi engellenebilmektedir. Diger
durumda ise, mutasyon, AQP2’nin por yapisini olugturmasinda bir hataya neden
olarak islevsiz bir su kanali meydana gelmesine yol agabilmektedir. NDI ile
sonuglanan AQPZ2 mutasyonlarinin birgogu incelenmis ve gesitli model
sistemlerinde ¢aligiimistir. Memeli hiicre hatlari ile yapilan ¢alismalar, mutant AQP2
proteinin hicre i¢i trafigi ve hedeflenmesi hakkinda bilgi vermektedir. Xenopus
laevis oosit sistemindeki AQP2'nin ifadesi ise, mutasyonlarin membrandaki AQP2-
aracili su akis hizini degistirme yetenegi hakkinda yani kisaca proteinin fonksiyonu
hakkinda bilgi vermektedir [19, 50].

AQP2 gen mutasyonlarinin neden oldugu otozomal NDI, hem ¢ekinik hem de baskin
kalitim 6zelligi gdstermektedir. Otozomal NDI olgulari incelendiginde, bu olgularin
yaklasik %90’indan fazlasinin otozomal g¢ekinik kalitim goésterdigi bulunmustur [50,
61-63]. Otozomal ¢ekinik NDI'da, mutasyonlar gogunlukla AQP2’nin por olusturan
kismi olan transmembran domain ve baglanti halkalarinda bulunmaktadir (Sekil
2.7). Bu mutasyonlar, AQP2’nin yanls katlanmasina ve buna bagl olarak da ER’de
tutuklanmasina ve proteazom tarafindan hizli pargalanmasi i¢in hedeflenmesine yol
acmaktadir [19, 63].
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Otozomal NDI olgularinin yaklagik %10’u baskin kaltim 6zelligi gostermektedir.
NDI'nin bu tipine neden olan mutasyonlarin tamami, proteinin sitozolik karboksil ug
kisminda bulunmaktadir. Bu kisimdaki mutasyonlar proteinin katlanmasini
etkilememektedir fakat bu bolge AQP2 trafigi igin dnemlidir; ¢inku proteinin hicre
ici tasinmasini duzenleyen onemli sinyaller icermektedir. Dolayisiyla bu bolgedeki
mutasyonlar sonucu sentezlenen mutant AQP2 proteini fonksiyonel olmasina
ragmen, protein apikal membrana dogru bir sekilde tasinamamaktadir. Bu durum
da idrari konsantre etme yeteneginde bir hata ile sonuglanmakta ve NDI gelisimi
gOzlenmektedir [9, 19, 63-64].
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Sekil 2. 7. NDI'nin otozomal baskin ve ¢ekinik formuna neden olan AQPZ2 gen
mutasyonlarinin  AQP2 proteini Uzerindeki yerlesiminin sematik
gosterimi. Kirmizi daire sembolleri, yanhg anlamh mutasyonlari; siyah
renkteki daireler, anlamsiz mutasyonlari; yesil renkteki daireler, kiguk
delesyonlari ve mavi renkteki daireler ise kiiguk insersiyon/delesyonlarin
bulunduklari kodonlari belitmektedir. $Sekilde otozomal baskin ve gekinik
NDI'ye neden olan mutasyonlarin sadece bir kismi gosterilmigtir. [16]

numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir.
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Otozomal baskin NDI ile iligkili mutant AQP2 proteinleri, otozomal ¢ekinik formdaki
mutant proteinler gibi yanhs katlanma gostermedikleri igin, yabanil tip AQP2
proteinleri ile heterotetramer yapisi olusturabilmektedir. Mutant proteinlerdeki yanhsg
yonlendirme motifinin baskinligindan dolayi, mutant-yabanil tip heterotetrameri de
hiacre iginde yanhs vyerlere yonlendiriimektedir. Bu durum, proteinin apikal
membrana ulagmasi yerine, Golgi aygitinda tutuklanmasina ya da lizozomlara, ge¢
endozomlara veya bazolateral plazma membranina hedeflenmesine neden
olmaktadir. Sonugta, heteroteramer yapisinda bulunan yabanil tip proteinlerin de
apikal membrana ulagsmasi engellenmis olmakta ve buna bagl olarak apikal
membran Uzerinde AQP2 protein miktarinda ciddi azalmalara yol agmaktadir [19,
63, 65-66]. Bununla birlikte, idrari konsantre etme yeteneginin bazen kismen
bozulmus olabileceg@i, bu durumun da muhtemelen yabanil tip AQPZ2’lerin en
azindan bir kisminin homotetramer yapi olusturmasindan ve apikal membrana

ulagabilmesinden kaynaklandigi belirtiimektedir [16].

2.1.1.4. Santral Diabetes insipidus

Santral Diabetes insipidus (Central Diabetes insipidus=CDI), AVP hormonunun
yetersiz sentezi velveya salinimi ile karakterize bir DI tipidir. AVP hormonunun
yetersiz salgilanmasi ise, norohipofiz fonksiyonunu bozan cesitli hastaliklar veya
genetik mutasyonlardan kaynaklanabilmektedir. AVP hormonu eksikligi sonucu
idrar yeterince konsantre edilemediginden, hastalarda klinik olarak polilri, agir
susuzluk hissi, polidipsi, yuksek plazma ozmolalitesi, hipernatremi ve dehidratasyon
gibi belirtiler gérulmektedir [17, 24, 32, 40, 50].

CDI, tim DI tipleri arasinda en yaygin gorilen tiptir ve noérohipofizyal, kraniyal,
hipotalamik, nérojenik DI olmak Uzere gesitli sekillerde de adlandiriimaktadir [16,
24, 33]. NDI'da oldugu gibi, CDI'nin de ortaya ¢ikis nedenine bagl olarak edinilmig
CDI ve konjenital CDI olmak tzere iki tipi bulunmaktadir [67-68]. Bunun disinda, tim
CDI olgularinin yaklasik 1/3’'inde hastaligin ortaya ¢ikmasina yol agan herhangi bir

neden bulunamadigindan, bu olgular idiyopatik olarak degerlendiriimektedir [69].
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2.1.1.4.1. Edinilmis CDI

Edinilmis CDI, genellikle nérohipofiz bdlgesinin hasari sonucu (6zellikle de AVP
hormonunun sentezlendigi hicreler olan magnoseltler néronlarda meydana gelen
hasar sonucu) gelisen bir hastaliktir ve konjenital CDI tipine gore daha yaygin
gOrulmektedir [29, 67].

Edinilmis CDI'ye neden olan birgok faktér bulunmaktadir ve bunlarin basinda kafa
travmalar ile beyin tumorleri gelmektedir [29, 40]. AVP hormonunu sentezleyen
magnoseliler noronlarin aksonlari yaklasik 10 mm’lik bir mesafe boyunca arka
hipofizde kesintisiz olarak uzanmaktadir. Beynin hipotalamus veya arka hipofiz
kismindaki bir travma, bu aksonlarin kopmasina veya etrafinda sislik olusmasina
bunun sonucunda da gegici veya kalici DI gelismesine neden olabilmektedir [13, 70-
71]. Beynin ayni bolgesindeki primer veya metastatik tumorler ile yine bu bolgede
gerceklestiriien cerrahi operasyonlar (6zellikle hipotalamusun suprasellar
bdlgesinde) da AVP sentezleyen néronlarda hasara neden oldugunda CDI’'ya yol
acabilmektedir. CDI belirtilerinin gorulebilmesi igin bu noronlarin yaklasik olarak
%80-90’Inin  hasar gormesi gerekmektedir [40, 67, 72]. CDI'nin en siddetli
formlarindan biri de, AVP hormonunun nérohipofizyal salgilanmasini uyaran
ozmoreseptorlerin  hasarindan kaynaklanmaktadir. Ozmoreseptorler, susama
olayini ve AVP hormonunun salgilanmasini kontrol etmektedir. Bu nedenle bu
bolgedeki lezyonlar, susamanin ve ozmotik olarak uyarilan AVP salgilanmasinin
bozulmasi ile hiperozmolaliteye ve sonugta CDI olusumuna neden olmaktadir.
Bunun disinda menenijit, ensefalit, nérosarkoidoz ve tuberklloz gibi enfeksiyonlar

da edinilmis CDI'nin nedenleri arasinda yer almaktadir [29, 67, 73].

2.1.1.4.2. Konjenital CDI

Konjenital CDI, CDI'nin kalitsal formudur ve ailesel norohipofizyal diabet insipidus
olarak da adlandinimaktadir. Tim CDI olgularinin sadece %1-5’ini olusturan nadir
kalitsal bir hastalik olarak tanimlanmaktadir [74-75]. Bu hastalik genellikle siddetli
poliuri ve polidipsi belirtileri ile erken ¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikmaktadir [76-
77].
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Konjenital CDI, AVP-NPII geninde bulunan mutasyonlar sonucu meydana
gelmektedir. GUnumuze kadar yapilan galismalarla, AVP-NPII geninde CDl ile iligkili
olarak The Human Genome Mutation Database’de (HGMD) yer alan 75 mutasyon

tanimlanmistir [78-79].

2.1.1.4.2.1. AVP-NPII Geni, iglenmesi ve AVP Biyosentezi

insanda bulunan AVP-NPII geni, 2.5 kb boyutunda olup, 20. kromozom tizerinde
(20p13) yer almaktadir [76, 80]. Bu gen, 3 ekzon ve 2 intron bdlgesinden olusmakta
ve oncul bir hormon olan pre-pro-AVP-NPII'yi kodlamaktadir [16]. Bu éncul hormon
164 aminoasit uzunlugundadir ve sirasiyla bir sinyal peptid, vazopressin (AVP),
norofizin Il (NPII) ile bir glikoproteinden olusmaktadir [81-82] (Sekil 2.8).

ATG intron | intron Il TGA

Vazopressin (AVP-NPII) geni ——] EKZON 1 4+ EKZON 2 —A— EKZON 3 |

Vazopressin énculd NH, — ] —COOH
{Pre-pro-AVP-NPII) 1 20 28 32 41 107 124 126 164

Sinyal peptidi —/

Vazopressin 8ncili NH, - - —COOH

(Pro-AVP-NPII) 20 28 32 41 107 124 126 164
|
Vazopressin (AVP) | - Nérofizin - | Glikoprotein

Sekil 2. 8. Vazopressin (AVP-NPII) geninin yapisal organizasyonu ve gene ait
protein  Urdnlerinin  sematik gosterimi. Sayillar amino asitleri

gOstermektedir. [82] numarali kaynaktan degistirilerek alinmigtir.

AVP-NPII geninde yer alan 1. ekzon, bu pre-pro-peptid yapisinda yer alan sinyal
peptidi, vazopressini ve NPII'nin amino ug¢ (N- terminal) kismini kodlamaktadir.
Sinyal peptid kismi 19 amino asit uzunlugundadir ve proteinin translasyon sonrasi
ER igerisine taginmasi igin sinyal gorevi gormektedir. Birinci ekzon tarafindan

kodlanan AVP peptid kismi 9 amino asit uzunlugunda iken, NPII'nin amino ug
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kismindan ilk 9 amino asit de 1. ekzon tarafindan kodlanmaktadir. ikinci ekzon,
NPII'nin yuksek oranda korunmusg bolgesi olan merkezi bolgesini kodlamaktadir ve
bu bdlge 67 amino asitten olusmaktadir. Ugiincii ekzon ise, NPII’nin 17 amino asit
uzunlugundaki karboksil ucu (C-terminal) ile 39 amino asitten olusan bir glikoprotein
kismini kodlamaktadir. Boylece toplamda 93 amino asitten olugan NPIl kisminin
farkh bolgeleri farkli ekzonlar tarafindan kodlanmis olmaktadir [25, 75-76, 82]. NPII,
AVP’nin katlanmasindan, proteolizini onlemekten ve ER’den Golgi'ye tasinma
isleminden sorumludur. Pre-pro-AVP-NPII'nin karboksil u¢ kisminda bulunan
glikoprotein yapisindaki peptid kismi ise copeptin olarak adlandiriimaktadir ve
fonksiyonu henuz bilinmemektedir [83-84].

Onciil hormon olan pre-pro-AVP-NPII, hipotalamusun supraoptik ve paraventikiler
cekirdeklerinde bulunan magnoseluler néron hicrelerinde sentezlenmektedir [10,
85] (Sekil 2.9). Noron hlcre govdesi igerisinde sentezi gergeklesen oncul hormon,
yapisinda bulunan sinyal peptid dizisi ile ER’'ye hedeflenmekte ve ER igerisine
tasinmaktadir (Sekil 2.10). ER igerisinde pre-pro-AVP-NPII'den sinyal peptidin
sinyal peptidaz ile kesilip uzaklastirimasi ve glikopeptid kismina bir karbohidrat
zincirinin eklenmesi ile pro-AVP-NPIl meydana gelmektedir. Ardindan pro-AVP-NPII
katlanmakta ve sistein kalintilari arasinda disulfit baglar olusumu ile de oncul
hormonun konformasyonu stabilize edilmis olmaktadir [10-11, 86]. AVP domaini
icerisinde 1 ve NPIlI domaini igerisinde ise 7 olmak Uzere 6ncul hormon yapisinda
toplam 8 adet disulfit bagi olusmaktadir. Bu oncil hormon yapisinin ER’de dogru bir
bicimde katlanmasinin, molekulin serbest¢ce donmesini veya sert bir bikutlme
olusturmasini saglayan glisin veya prolin kalintilari gibi kritik olarak yerlesen amino
asitlerin  dizideki konumuna bagh oldugu belirtiimektedir. Bunun diginda,
katlanmanin stabilitesinin, AVP’nin amino ucunun, NPII'nin amino ucundaki belirli
bir bolgeye baglanmasi ile iligkili oldugu da belirtiimektedir [11, 24-25, 87]. Daha
sonra 6ncul hormon, ER’den ¢ikarak Golgi aygitina tagsinmakta ve buradan trans
Golgi agina ilerlemektedir. Trans Golgi aginda, 6ncll hormon yapilari daha buyuk
oligomerler olusturmak Uzere birlesmekte ve burada ndrosalgi granulleri halinde
paketlenmektedir. Onciil hormonun sentezlendigi yer olan magnoseliiler néron
hicrelerinin aksonlari arka hipofize kadar uzanmaktadir. Bdylece, éncul hormon
akson boyunca nérosalgi granulleri halinde mikrotubuller araciligiyla taginmakta ve

bu tagsinma sirasinda ek translasyon sonrasi modifikasyonlara ugramaktadir. Bu
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modifikasyonlar sonucunda salgi vezikulleri igerisinde, oncul hormon peptidazlar
yardimiyla aktif hormon olan AVP, tasiyici proteini NPIl ve glikopeptid kisimlari
olmak Uzere U¢ peptid yapisina ayrilmaktadir [11, 24, 88-90]. Daha sonra bu
molekuller, sinir uglarinda salgi vezikulleri iginde depolanmakta ve herhangi bir uyari
gelene kadar burada beklemektedir. Uyari geldiginde, bu uyarana yanit olarak salgi
vezikulunun igerigi ekzositoz ile arka hipofizden kana salinmaktadir [87].
Veziklllerin igcinde, AVP ve NPIl arasindaki geri donisimli kovalent olmayan
etkilesimler, bu molekdller kan dolagsimina salinana ve serbest hormon (AVP) ve

NPII'ye ayrilincaya kadar devam etmektedir [11, 91].
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Sekil 2. 9. Hipotalamusun paraventrikiler ve supraoptik ¢ekirdekleri ile AVP’nin
sentezlendigi magnoseluler néron hucreleri. Noron hicrelerinin aksonlari
arka hipofize kadar uzanmaktadir. Noron huicre govdesinde sentezlenen
AVP, akson boyunca tasinarak arka hipofizdeki akson uglarindan kan

dolasimina verilmektedir [85] nolu kaynaktan degistirilerek alinmistir.

Vucutta hipotalamik noronlari uyaran aksiyon potansiyellerinin sikligi arttikca AVP
salinma hizi da artmaktadir [24, 92]. Normal olarak, insanlarda plazma AVP
konsantrasyonu 4 pg/mL’den azdir [93-94]. AVP’nin hipotalamustaki sentezi, arka

hipofize tagsinmasi ve burada depolanmasi ise yaklagik olarak 1-2 saat surmektedir
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[95]. AVP, bobrek ve karacigerdeki vazopressinazlar tarafindan metabolize
edilmektedir ve bu hormonun plazmada yarilanma omra yaklagik olarak 10-35
dakikadir [96].
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Sekil 2. 10. Pre-pro-AVP-NPII'nin sentezi, iglenmesi ve tasinmasi. Hipotalamik
magnoseluler néron hucre govdesi igerisinde sentezlenen oncul AVP
hormonu (pre-pro-AVP-NPII), akson boyunca tasinmasi sirasinda
proteolitik olarak aktif hormon olan AVP’ye, tasiyici proteini olan
norofizine (NP) ve bir glikoproteine (GP) ayriimaktadir. NP, bes AVP
molekulinu baglayan tetramerler halinde dizenlenmektedir. Arka
hipofizde sonlanan akson ucundan salinan her ¢ peptid de (AVP, NP,
GP) sistemik kana verilmektedir. [90] nolu kaynaktan degistirilerek

alinmigtir.
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Fiziksel veya kimyasal birgok faktor AVP saliniminin uyariimasina neden
olmaktadir. Yuksek plazma ozmolalitesi, azalmis kan hacmi, bulanti, kusma,
hipotansiyon, stres, hipoksi, egzersiz ile ayrica dopamin, asetilkolin, anjiyotensin Il
ve histamin gibi kimyasal mediatorler bu faktorler arasinda yer almaktadir.
Bunlardan AVP salinimi i¢in en guglu uyaran, artmis plazma ozmolalitesidir. AVP
saliniminin inhibe edilmesi ise, azalmis plazma ozmolalitesi, artan kan hacmi, alkol
tuketimi, opioidler ve gama-aminobutirik asit gibi kimyasal mediatorler araciligiyla
olmaktadir [16, 94].

2.1.1.4.2.2. AVP-NPII Geni Mutasyonlari

Buglne kadar AVP-NPII geninde CDI ile iligkili olarak tanimlanmig 75 adet
mutasyonun buyuk bir kismi, tek baz degisiklikleri sonucu olusan yanlis anlamli ve
anlamsiz mutasyonlardir. Bunun disinda, dinUkleotit baz degisiklikleri, kuguk
insersiyon/delesyon (indel) mutasyonlar, 1 veya 3 nukleotiti igceren kuguk
delesyonlar ve splice-site mutasyon da gozlenmistir (Sekil 2.11) [16, 75-76, 97-98].
Bu mutasyonlarin ¢ogu, genellikle ekzon 2'de yer alan ve AVP igin hicre igi
baglanma proteini olan NPII'yi kodlayan dizide bulunmustur. Birinci ekzonda yer
alan sinyal peptid ve AVP’nin kendisini kodlayan dizide sadece birkag mutasyon
saptanirken, 3. ekzonda bulunan glikoprotein kodlayan dizide ise herhangi bir

mutasyon saptanmamigtir [75, 77].

Sinyal peptid mutasyonlarinin, sinyal peptidazin hedeflenmesinde 6nemli oldugu
belirtiimektedir. Bu mutasyonlarin varliginda sinyal peptidazin prepro-AVP-
NPII'den sinyal peptidi kesip ¢ikarma yeteneginin azaldigi ve bu nedenle prepro-
AVP-NPII'nin  uygun sekilde islenemedigi gosterilmigtir [13, 99-101]. AVP
hormonunun kendisini kodlayan dizide yer alan mutasyonlar sonucu, mutant
hormon hlcreden salinmaya devam etmekte, fakat AVPR2 reseptorune baglanma
yetenegdi azaldigindan dolayi antidiuretik aktivitesinde dususler gozlenmigtir [102].
NPII mutasyonlari, éncul proteinin yanlis katlanmasina veya dimerizasyonuna yol
acgmaktadir. Bununla birlikte, bu mutant éncll proteinin ER’de birikmesine, néron
hicrelerinde mutant oncul proteinin kimelenmesine ve hipotalamusun supraoptik
ve paraventrikuler cekirdeklerindeki magnoselller noronlarin dejenerasyonuna

neden olmaktadir [15, 103-104]. Buna ek olarak, NPII'yi kodlayan dizide yer alan
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birkag nokta mutasyonunun, stop kodonunun olusmasina neden olarak, kesilmis
(erken sonlanmig) bir NPIl molekuli olusumuna neden oldugu da gozlenmistir.
Protein sentezindeki bu erken sonlanma sonucu, normal éncll protein (prepro-AVP-
NPII) yapisi ile karsilastirildiginda, mutant proteinde NPIlI molektlinin karboksil
ucu ve glikoprotein domain kisminin eksik oldugu, buna bagl olarak mutant
proteinin konformasyonunun normal proteinden oldukga farkl oldugu gosterilmistir.
Konformasyonel degisikligin sonucu olarak da, mutant NPII’nin, AVP’ye
baglanamamasinin veya daha buyuk oligomer kompleksleri olusturmak Uzere kendi
kendine birlesememesinin mumkun oldugu belirtilmistir. Sonug¢ olarak, AVP’nin
sentezi igin, oncul protein yapisindaki NPIlI kismi ve NPII'nin de ylksek oranda
korunmus olan merkezi kisminin dnemi buyuktar [105].

SP ‘ VP NPII }— NPII H NPII ‘ CP ‘

Ekzon 1 Ekzon 2 Ekzon 3

2 O
17 é%\ ?2 = 4
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Sekil 2. 11.  Konjenital CDI (ailesel ndérohipofizyal diabetes insipidus) ile iligkili en
sik goérllen mutasyon tiplerinin ve mutasyonlarin AVP proteini
Uzerindeki yerlesimlerinin sematik gosterimi. Kirmizi daire sembolleri,
yanlig anlamli mutasyonlari; siyah renkteki daireler, anlamsiz
mutasyonlari; yesil renkteki daireler, kiglik delesyonlari ve mauvi
renkteki daireler ise kuglk insersiyon/delesyonlarin bulunduklari
kodonlari belitmektedir. (Kisaltmalar: SP, sinyal peptidi; VP;
vazopressin; NPII, norofizin; CP, copeptin). [16] numarali kaynaktan
degigtirilerek alinmisgtir.
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AVP-NPII genindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan konjenital CDI, ¢ogunlukla
otozomal baskin kalitim 6zelligi gostermektedir. Bunun disinda, ¢ok nadir olarak
otozomal ¢ekinik ve X’e bagli ¢ekinik kalitim 6zelligi gosteren olgular da mevcuttur
[40].

2.1.1.4.2.3. Otozomal Baskin CDI

Ailesel noérohipofizyal diabet insipidus olgularinin ¢ok buyutk bir kismi, otozomal
baskin kalitim 6zelligi gostermektedir. Bu kalitim 6zelligi gdsteren hastalardaki AVP-
NPII geninin sadece tek alelinde mutasyon bulunmaktadir ve bu nedenle bu
hastalarin mutasyonlar igin heterozigot olduklari bulunmustur [13, 16]. Kalitimin bu
formu, erkek ve kadin bireyleri esit olarak etkilemektedir [16]. Otozomal baskin CDI’li
tum bebekler dogumda ve erken bebeklik doneminde saglikhdir, dolayisiyla
hastaliga ait herhangi bir belirti gostermemektedir [19, 29]. Bu belirtiler tipik olarak
poliuri, susama, polidipsidir ve genellikle 1 yasindan sonra olmak Uzere dogumdan
aylar veya yillar sonra da ortaya c¢ikabilmektedir [12, 40, 97]. Hastaligin baslangi¢
yasinin hastalar arasinda farklilik gosterdigi ve bu durumun hastaliga sebep olan
mutasyon tipinden kaynaklandi§i belirtimektedir. Ornegin, sinyal peptid
mutasyonuna sahip hastalarda hastaligin daha ge¢ bir zamanda (geng yetiskinlige
kadar) basladigi goérulirken, NPIlI'yi kodlayan dizideki mutasyonlara sahip
hastalarda hastaligin bebeklik doneminde ortaya c¢iktigi goérulmastur [16, 29].
Bununla birlikte, hastalik ilk gelistiginde hastalarda kismi AVP eksikligi goriimekte

ve bu durum zamanla siddetlenmektedir [16].

Otozomal baskin CDI'ye neden olan ilk mutasyon 1991 yilinda Ito ve ark. [106]
tarafindan rapor edilmistir. Bu mutasyon, AVP-NPII geninin 2. ekzonunda bulunan
NPII'yi kodlayan dizide yer almaktadir ve tek baz degisimi (G—A) sonucu olusan
yanlis anlamli mutasyondur; dizideki tek baz degisikligi, glisin amino asidi yerine
serin amino asidinin gelmesi ile sonuglanmigtir. Daha sonra yapilan ¢aligmalar ile,
otozomal baskin CDI'ye neden olan mutasyonlarin sinyal peptid, AVP hormonunun
kendisi ve NPIl'yi kodlayan dizide meydana geldikleri bulunmus ve copeptin’i
kodlayan dizide ise hastalikla iligkili herhangi bir mutasyon saptanmamigtir [97]. Bu

mutasyonlar AVP-NPII gen dizisi Uzerinde meydana geldikleri bolgeye ve yapilarina
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gbre farkl etkilere sahip olabilmektedir. Ornegin, AVP hormonunun kendisini veya
NPIl'yi kodlayan dizide meydana gelen mutasyonlar, dizideki sistein kalintilarini
degistirerek veya diziye sistein kalintisi ekleyerek dncul hormon yapisindaki disuilfit
baglarinin yerlesimini bozmakta ve sonugta 6ncul hormonun (prepro-AVP-NPII)
yanls katlanmasina neden olabilmektedir. Bunun diginda, yine ayni bodlgede
meydana gelen farkl bir mutasyon sonucu gen dizisinde erken stop kodonu
olusabilmekte veya AVP, kendisinin tasiyici proteini olan NPII'ye hatali
baglanabilmektedir. Sinyal peptid kisminda meydana gelen mutasyonlar ise, sinyal
peptidin kesilip ¢ikarilma asamasinda ve bdylece 6ncul hormonun iglenmesinde
hatalara neden olabilmektedir [76, 97, 107].

Otozomal baskin CDI'de digerlerine gére daha yaygin goérulen mutasyon, 19.
kodonda treonin amino asidinin alanin amino asidi ile yer degistirdigi A19T
mutasyonudur. Bu mutasyon 1. ekzonda yer almaktadir ve sinyal peptidi kodlayan
dizide tek baz degisimi sonucu (guaninden adenine; g.279G—A) meydana
gelmektedir. A19T mutasyonu, glikolize olmus fakat sinyal peptidin kesilip ¢ikarilma
sirasindaki hatalardan dolay! sinyal peptidini koruyan anormal bir éncul hormon
olusumuna neden olmaktadir [76, 101]. Otozomal baskin CDI ile iligkili splice-site
mutasyon ise Tae ve ark. [98] tarafindan 2005 yilinda tanimlanmistir. Bu mutasyon,
diger alisiimis mutasyonlara benzemeyerek AVP-NPII geninin herhangi bir ekzon
bdlgesinde meydana gelmeyip, genin 2. intron bolgesinde (g.1999) saptanmigstir. Bu
nedenle intronik mutasyon olarak da bilinmektedir. Mutasyon, 2. intronda tek
nakleotitin (guanin) delesyonu sonucu meydana geldiginden dolayi, kodon 108’ten
itibaren gerceve kaymasina (frameshift) ve 3. ekzonda erken bir stop kodonunun
olusmasina neden olmaktadir. Mutasyonun, pre-mRNA birlestirme (splicing)
sirasinda da 2. intronun kesilip gikarilma yerine pre-mRNA yapisinda korunmasina
yol actigi belirtiimektedir. Olugsan mutant protein ise, erken stop kodonu olusmasi
nedeniyle NPII'nin karboksil ucu bakimindan yoksundur ve 167 amino asitten
olugmaktadir. Etkilenen bireylerin bu mutasyon igin heterozigot olduklari belirtiimigtir
[76, 98].

AVP-NPII genindeki mutasyonlarin otozomal baskin CDI patogenezindeki roli igin
iki ayrl mekanizma ileri siirliimektedir. ilk mekanizma, mutant dnciil hormonlarin

yanhg katlanmasini, yanls katlanan proteinlerin ER’de birikerek sitotoksik protein
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kUmeleri olusturmasini ve magnoseluler hucrelerin fonksiyon kaybi sonucu bu
hicrelerin 6lumunu tetikleyerek ilerleyen néron kaybini igermektedir [19, 87, 108].
CDI hastalarinda yapilan otopsi ¢alismalari sonucu, AVP Ureten ve salgilayan
magnoselller néronlarin kaybi gézlenmistir [109]. Fare modelleri ve hicre kalttra
caligsmalari sonucunda ise, yanhs katlanmis mutant AVP 6nciul hormonun ER’de
birikiminin ER stresine neden olarak otofajiyi indukledigini ve AVP salgilayan néron
kaybinin da otofajiden dolayr meydana gelebilecegi bildirilmigtir [18, 76, 97, 110-
112]. ER’de biriken mutant dncul proteinlerin, hicre igin gerekli diger proteinlerin
duzenli igslenmesini de etkileyerek de hucrenin élumune yol agabilecegi belirtiimigtir
[101,113-114]. Bu mekanizma, otozomal CDI'nin basglangi¢ yasinin hastalar
arasinda neden farklihk gosterdigini kismen aciklayabilmektedir. Yanlis katlanmis
oncul hormonun sitotoksik birikiminin farkli hastalarda ve farkli zamanlarda degisen
derecelerde meydana gelebilecegi belirtimektedir. Bu durumun da mutant AVP
oncul hormununun katlanma kusurundaki siddeti, ER protein kalite kontrolinun
hicredeki etkinligi, AVP Ureten magnoselller noéronlarin duyarhiligi gibi cesitli

faktorlere bagli oldugu ileri surtlmektedir [76, 115].

Normal sgartlar altinda, AVP oncil hormonlari ER’de homodimer yapilari
olusturmaktadir. AVP-NPII gen mutasyonlarinin otozomal baskin CDI
patogenezindeki roll igin ikinci mekanizma, yabanil tip ile mutant AVP oncll
hormonlarinin  birlikte heterodimer yapisi olusturarak ER’de tutulduklarini
belitmektedir. ER’de biriken mutant AVP heterodimerlerinin sitotoksik oldugu, bu
nedenle ndron hicrelerinin yavas fakat ilerleyici kaybina neden oldugu ve sonugta
AVP eksikligine yol actigi dustntlmektedir. Bu mekanizma ile mutant dncul hormon,
yabanil tip dncul hormonun iglenmesini engelleyerek onun hicre igi trafigini bozmus
olmaktadir. Sonu¢ olarak, mutant hormonun yabanil tip hormonun hicrede
salgilanmasi Uzerine baskin negatif bir etkisi oldugundan, bu mekanizma “baskin-
negatif etki” olarak bilinmektedir [18-19, 116].

AVP-NPII gen mutasyonlarinin otozomal baskin CDI patogenezindeki roll ile bu

hastaligin baskin ve ilerleyici 6zelliginin, ancak bu iki mekanizmanin paralel bir

sekilde meydana gelmesi ile ortaya ¢ikabilecegi belirtilmigtir [19].
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2.1.1.4.2.4. Otozomal Cekinik CDI

Ailesel noérohipofizyal diabet insipidus olgulari incelendiginde, otozomal g¢ekinik
kalitim 6zelligi gosteren olgu sayisinin, otozomal baskin olan tipine gére daha az
oldugu gorulmektedir [117]. Bu kalitim ozelligi gosteren hastalarda AVP-NPII
geninin her iki alelinde de mutasyon bulundugundan dolayi, hastalarin bu mutasyon
icin  homozigot olduklari; AVP-NPII geninin sadece tek alelinde mutasyon
bulunduranlarin ise heterozigot tasiyici olduklari belirtiimektedir [87]. Heterozigot
tasiyicilar hastaliga iliskin herhangi bir belirti gostermemektedir. Hastaliktan
etkilenen homozigot bireylerde ise, CDI'nin otozomal baskin formundan farkli
olarak, belirtiler genellikle yasamin ilk 3 ayinda ortaya ¢ikmaktadir. Polidipsi, politri

ve plazma AVP eksikligi bu hastalarda goérulen en belirgin belirtilerdir [102, 117].

Otozomal gekinik CDI'ye neden olan mutasyonlar, AVP-NPII geninin genellikle 1.
ekzonunda yer alan AVP hormonunun kendisini kodlayan dizide bulunmustur.
Willcutts ve ark. [102] tarafindan 1999 yilinda yapilan bir galismada, otozomal
¢cekinik CDIl'ye neden olan bir mutasyon yine ayni bolgede saptanmistir. Bu
mutasyon, tek baz degisikligi sonucu (g.C301—T) olugsan yanlis anlamh
mutasyondur; dizideki tek baz degisikligi, normalde AVP hormonunun 7. amino asidi
olan prolin amino asidinin |6sin amino asidi ile yer degistirmesiyle (P7L)
sonuglanmigtir. Calismada meydana gelen mutasyonun, mutant hormonun
sentezini ve/veya hucreden salinmasini etkilememesine ragmen, mutant hormonun
AVPR2 reseptorine baglanma yeteneginin, normal AVP hormonu ile
karsilastirildiginda, yaklasik 30 kat azaldigi ve bu nedenden dolayi antidilretik
aktivitesinde dususler oldugu saptanmistir. Bu sonu¢ da hastada gorulen dnemli
belirtilerden politrinin nedenini agiklamaktadir. Christensen ve ark. [118] tarafindan
yapilan cgalismada, otozomal c¢ekinik CDI'ye neden olan P26L mutasyonu ile
hastaligin otozomal baskin formuna neden olan Y21H mutasyonu incelenmis ve her
iki mutasyonun da AVP-NPII geninin 1. ekzonundaki AVP hormonunun kendisini
kodlayan dizide yer aldigi belirtiimigtir. Neuro2A hucreleri ile yapilan kargilagtirmali
ekspresyon galigmalari sonucunda, Y21H mutant oncul hormonunun ER’den
cikisinda ve olgun Y21H-AVP ile NPIl'ye islenmesi sirasinda sorunlar oldugu,
sonugta ER’de biriktigi gosterilmistir. Buna karsilik, P26L mutant éncul hormonun

ER’de birikmeyip salgi grandulleri igerisinde yer aldigi gozlenmigtir. Radyoimmun
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analiz (Radioimmunoassay; RIA) analizi sonucu hucre kultir ortaminda olgulen
Y21H-AVP ve P26L-AVP, yabanil tip (WT) ile karsilagtirildiginda, mutant
proteinlerin  miktarlarinda azalmalar oldugu goérilmastir.  Y21H-AVP’nin
miktarindaki azalmanin, mutasyonun éncul hormonun katlanmasini, islenmesini,
hacre igi trafigini bozmasi sonucu mutant hormonun ER’de birikmesinden
kaynaklandigi belirtiimistir. P26L-AVP’nin miktarindaki azalmanin ise, mutasyonun
oncul hormonun katlanmasini veya hicre igi trafigini etkilememesine ragmen, onun
son islenme basamagi olan olgun Y21H-AVP hormonu ve NPII'ye enzimatik ayrilma
basamagini etkilemesinden kaynaklanabilecegi ileri surulmuastur. Christensen ve
ark. [119] tarafindan 2013 yilinda yapilan bir bagka galismada, dogumundan sonraki
ilk birka¢ guinde hipernatremi ve dusuk yogunluklu idrar belirtileri gdsteren otozomal
cekinik CDI'li bir birey rapor edilmistir. Yapilan molekuler genetik analiz ¢alismalari
sonucunda, bireyin AVP-NPII genine ait her iki allelde yaklasik 10 kilobazlik buyuk
bir delesyon oldugu gorulmustar. Bu delesyonun AVP-NPII geninin buyUk bir kismi
(3. ekzon, 2. intron ve 2. ekzonun ¢ogunlugu) ve AVP-NPII geni ile oksitosin (OXT)
geni arasindaki intergenik bdlgedeki dlzenleyici dizileri igerdigi belirtiimigtir.
Dolayisiyla hastaliktan etkilenen bireydeki fenotipin, AVP-NPII geninin hatali

transkripsiyonundan kaynaklanabilegi ifade edilmigtir.

Otozomal c¢ekinik CDI calismalari icin Brattleboro sican modeli olusturulmustur
[120]. Brattleboro siganlari, AVP-NPII geninin ikinci ekzonunda tek bir guanin
nukleotidinin delesyonu i¢in homozigottur. Delesyon, tasiyict NPII'yi kodlayan dizide
okuma cgergevesinin kaymasina neden olmakta ve normal stop kodonunun kaybiyla
sonuglanmaktadir [121]. Mutasyona ugramis alel, normal bir AVP hormonunu, fakat
oncul hormonun tasinmasi ve islenmesinde hatalara neden olan anormal bir tagiyici
NPII kodlamaktadir. Brattleboro siganlari Uzerinde yapilan galigmalar, bu siganlarin
normal siganlar ile karsilastirildiinda salgiladiklari AVP miktarinda azalmalar
oldugunu, AVP eksikliginin AQP2 hucre igi trafigini etkileyerek AQP2 ifade
seviyesinin azalmasina yol actigini gostermistir. Ayrica, bobrek idrar
konsantrasyonu igin AVP eksikliginin sonuglarini anlamada bu sigan modelinin
degerli oldugu kanitlanmigtir [19, 25, 33, 122-123].
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Otozomal ¢ekinik CDI'nin bir diger formu Wolfram Sendromu 1 (WFS1) genindeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir ve Wolfram sendromunda bir klinik bulgu olarak
ortaya ¢ikmaktadir. WFS1 geni, 4. kromozomun kisa kolunda (4p) yer almaktadir ve
beyin, pankreas gibi ¢esitli dokularda ifade olmaktadir [29, 97]. Bu gen, ER’de
transmembran olarak yerlesmis bir protein olan wolframin proteinini kodlamaktadir.
Bu protein, bir kalsiyum kanali olarak islev gorebilmekte veya kalsiyum kanallarini
aktive ederek pankreatik beta hlcrelerinde ER homeostazini korumaktadir [124-
127]. WFS1 geninde meydana gelen mutasyonlar, DIDMOAD olarak da
isimlendirilen Wolfram sendromuna neden olmaktadir. DIDMOAD, sendromda en
sik gorulen belirtiler olan Diabetes Insipidus, Diabetes Mellitus, Optik Atrofi ve
sagirhk (Deafness)in ilk harflerinin bir araya getiriimesiyle olusturulmus bir
kisaltmadir. Bu belirtiler arasindan DI, hastalarin yaklasik %70’inde gorulmektedir
ve ¢ogu hastada 20°li ve 30'lu yillarda ortaya c¢ikmaktadir [97, 125, 128].
Hastalardaki DI'nin, AVP’nin kismi veya ciddi eksikliginden kaynaklandigi, arka
hipofiz dejenerasyonunun histolojik kaniti ve 6ncul hormonun hatali igslenmesi ile
iligkili oldugu belirtiimekte, ancak hucre iginde AVP salgilanma trafiginin nasil
bozuldugu bilinmemektedir [16, 129-130].

2.1.1.4.2.5. X’e Bagh Cekinik CDI

CDPnin bu formu, kalitim 6zelliginden dolay1 sadece erkek bireyleri etkilemektedir.
Polidri, dusuk idrar yogunlugu, polidipsi gibi belirtiler dogumdan birkag ay veya yil
sonra ortaya ¢ikmaktadir. Baglangicta kismi olarak gorulen AVP eksikliginin siddeti
yasla birlikte artabilmektedir. Buglne kadar test edilen tum digi bireylerin ise, tagiyici
olduklari, AVP’yi normal olarak salgiladiklari ve hastaliga iliskin herhangi bir belirti

gOstermedikleri géralmustar [16].

Gunumuze kadar yapilan ¢alismalarda, ailesel nérohipofizyal diabet insipidusun X’e
bagli cekinik kalitim Ozelligi gosteren sadece 1 aile tanimlanmistir. Yapilan
calismalar sonucunda, hastaliktan etkilenen erkek bireylerin AVP-NPII ve AVPR2
genlerinin tamamen normal oldugu bulunmustur. Hastaliktan sorumlu gen veya
genler henlz tanimlanmamis olmasina ragmen, fenotip AVPR2 geninin bulundugu
bdlge olan Xq28 kromozom bdlgesine baglanmistir. CDI’'nin bu formunun genetik

arka plani henuz tam olarak aydinlatiimamistir. Kalitim 6zelliginin benzerligi g6z
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onune alindiginda, uygun tani testleri yapiimadikga bu hastaligin X’e bagli ¢ekinik
NDI ile karistirilabilecegi belirtiimektedir [16, 29, 97].

2.1.2. Diabetes insipidus Tanisi

DI‘nin tanisinda idrar hacmi ve ozmolalitesi temel Olcutlerdir. DI tanisinin
onaylanabilmesi igin, idrarin gunluk atiim miktarinin >50 ml/kg/gin olmasi
gerekirken, idrar ozmolalitesinin ise <300 mOsm/kg olmasi gerekmektedir [16, 19].
Hipotonik politri dogrulandiktan sonra hasta dykusu ve klinik belirtiler tani igin yararl
ipuglar saglamaktadir. DI icin klinik belirtiler genel olarak bas doénmesi, halsizlik,
nokturi (idrara ¢ikmak icin gece en az 1 kez uyanma), yorgunluk ve vucutta
dehidratasyon varhigini belirten ates, kuru cilt, kilo kaybi ile cilt turgorunda
azalmadir. Klgluk cocuklarda ise genellikle siddetli dehidratasyon, kusma, kabizlik,
ates, uyku bozukluklari, sinirlilik, blylimenin yavaslamasi ve bazen zihinsel gerilik
goOrulmektedir [40, 67, 87].

Cesitli DI tiplerinin ayirici tanisi énemlidir, ¢inkd DI tiplerinin her birinin tedavi
stratejisi farklidir ve yanlis tedavinin uygulanmasi tehlikeli olabilmektedir. DI tipleri
arasinda ayirici taniylr yapabilmek igin iki asamadan olusan su kisitlama testi
uygulanmaktadir [29, 68, 87]. Bu testin amaci, hastanin idrar konsantrasyon
yetenegini gozlemlemek ve AVP’ye kargi yanitini degerlendirmektir [117]. Bu
amagla, testin ilk asamasinda hastanin AVP salgilamasini uyarmak igin guglu bir
uyaran olarak dehidratasyon yani hastanin yeterince susuz hale getiriimesi
gerekmektedir. Bunun igin hastanin sivi alimi yaklasik 4-18 saat kadar tamamen
durdurulmaktadir. Testin baglangicinda ve testin uygulandigi sire boyunca
hastanin vucut agirhgi, idrar ozmolalitesi, idrar hacmi, plazma sodyum degeri ve
plazma ozmolalite degerleri birer saat ara ile olgllerek takip edilmektedir [72]. Test
boyunca, hasta vucut agirigindan %3-5’ini kaybettiginde ve/veya AVP salinimini
maksimum duzeyde uyaran seviyeler olan plazma sodyum duzeyi 150 mmol/L’den
fazla oldugunda ve/veya plazma ozmolalitesi 300 mOsm/kg’'den fazla oldugunda
ve/veya idrar ozmolalitesi normal degere arttiginda testin uygulanmasina son
verilmelidir [67, 87, 97]. Testin bu ilk asamasi AVP salgilamasi ve fonksiyonu normal
olan primer polidipsi hastalarini, dehidratasyonun sonunda idrari konsantre etme
yeteneg@i olmayan CDI ve NDI'li hastalardan ayirmaktadir [68].
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Su kisitlama testinin ikinci agsamasinda, hastanin serum AVP degeri olgilimekte ve
hastaya disardan sentetik AVP analogu desmopresin (DDAVP) verilmektedir.
DDAVP’nin agizdan, burun ici, deri alti ve damar igi uygulama icin uygun
formulasyonlari bulunmaktadir [36]. DDAVP uygulamasindan 30-60 dakika sonra
idrar ozmolalitesi dlctilmektedir [67, 72]. Olgim sonucunda, idrar ozmolalitesindeki
aris %50 veya daha fazla ise kisiye CDI tanisi konulmaktadir. Egder idrar
ozmolalitesindeki bu artis %10’'un altindaysa veya DDAVP’ye kargl herhangi bir
yanit olusmazsa kisiye NDI tanisi konulmaktadir. Boylelikle su kisitlama testinin
ikinci agamasi Ozellikle NDI ve CDI'nin ayrimini yapmaktadir [29, 32, 131-132].
Bununla birlikte, idrar ozmolalitesindeki artisin %10 ile %50 arasinda oldugu
durumlarda sonuca goére kesin bir ayrim yapilamamaktadir. Bu gibi durumlarda,
ayrimi yapabilmekte yardimci olmasi i¢in plazma AVP seviyeleri olgulmektedir.
NDI'li hiperozmolar hastalar yuksek AVP seviyelerine sahipken, CDI'li hastalar
plazma ozmolalitelerine gore ya AVP yaniti olmamakta ya da ¢ok dusik seviyede
bir AVP yanitina sahip olmaktadir. Fakat tani icin AVP seviyelerini kullanmanin
dezavantaja sahip oldugu da belirtiimektedir. Bunun nedeninin hassas AVP
radyoimmunoanalizlerin teknik olarak zor olmasi ve yontem uzun surdugu igin
sonuglarin ancak birkag gun sonra elde edilebilmesidir. Ayrica AVP stabil olmayan,
kararsiz bir yapiya ve kisa bir yari dGmure sahiptir. Bu nedenle tani igin kesin bir
ayrimin yapilamadigi bu gibi durumlarda, alternatif bir klinik galisma olarak DDAVP
uygulamasina 1-2 gun daha devam edilmektedir. Eger kiside CDI mevcutsa, ardigik
olarak uygulanan DDAVP dozlarina daha belirgin yanitlar vermekte ve bdylece tani
dogrulanmaktadir [34, 67-68, 97].

Plazma AVP seviyesinin belirlenmesindeki zorluklar nedeniyle, AVP seviyesinin
belirteci olarak plazma copeptin 6lgimu onerilmektedir. Copeptin, AVP hormonunun
oncul yapisi olan Pre-pro-AVP-NPII'nin karboksil u¢ kismindaki peptid kismidir ve
ozmotik uyaranlara yanit olarak AVP ile es molar miktarda ndrohipofizden
salgilanmaktadir. Bu nedenle plazma copeptin seviyesi ayni zamanda dolagimdaki
AVP konsantrasyonunu yansitmaktadir. Ayrica, copeptin’in, AVP’den farkh olarak,
serum veya plazmada oda sicakhdinda birka¢ gin boyunca stabil kaldigi ve bu
nedenle dlgumundn daha kolay oldugu belirtiimektedir. Plazma copeptin dlgimu ile

ilgili yapilan fizyolojik galigmalar, plazma ozmolalitesindeki degisikliklere copeptin
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yanitlarinin AVP yaniti ile benzer oldugunu gostermistir. Hipertonik tuz inflUzyonu
sonucu olusan ozmotik uyarim sonucu saglikh bireylerde AVP salgilanmasinda ve
copeptin seviyesinde artis gézlenmistir. CDI’li hastalarda ise bu artisin, saglikli
bireyler ile karsilastirildiginda, daha az seviyede oldugu gériimustir. Tam bu bilgiler
birlikte ele alindiginda, plazma copeptin 6lgimu, plazma AVP konsantrasyonunu
belirleme yerine daha kolay, guvenilir bir yontem olarak gorulmekte ve boylelikle
DPnin tanisi igcin de umut verici bir belirte¢ olarak ortaya ¢ikmaktadir [29, 68, 131,
133-136].

DPnin tiplerinden olan CDI ve NDI arasindaki ayirici tani igin, idrarda AQP2
seviyesinin  dlgimundn  kullanilabilecegi  belirtimektedir.  AQP2  bodbrekte
sentezlenmekte ve AVP’ye yanit olarak idrarla atilmaktadir. AQP2’nin idrarda tespit
edilmesinin, hucrede iki mekanizma yoluyla olabilecegi dusunulmektedir. Bunlardan
ilki, AVP’nin, bobrek toplama kanali hucresi icerisindeki AQP2 proteinlerini tagiyan
vezikullerin apikal membrana hareketini arttirmasi ve apikal membranin bir kisminin
ekzositoz ile idrara ulagsmasidir. Diger 6ngdrtlen mekanizma ise, AQP2 proteinlerini
tasiyan endositotik vezikullerin dogrudan idrara salinmasidir. Bu mekanizmalar ile
AQP2’nin idrarla atihmindaki artisin, AQP2’nin apikal membrana artan hareketinden
dolayi oldugu, bunun da AVP tarafindan uyariima sonucu oldugu belirtiimektedir. Bu
konu ile ilgili yapilan ¢alismada, saghkhi CDI ve NDI'li bireylerden dehidratasyon
sureci ve DDAVP uygulama sonrasi idrar ornekleri toplanmigtir. Bu orneklerde
AQP2'nin idrarla atilimi ve AVP’ye yaniti dlguimustur. Sonugta, CDI'l hastalarda
dehidratasyon ile idrarda AQPZ2’nin miktarinda herhangi bir artis olmazken,
DDAVP’ye yanit olarak idrarla atilimlarinin arttigi gozlenmistir. Bu da AQP2
ekspresyonunun CDI’'li hastalarda devam ettigini gostermistir. Buna karsilik, X’e
bagl veya otozomal NDI'li hastalarda DDAVP’ye yanit olarak AQP2 miktarinda
herhangi bir artis gézlenmemistir. Bu nedenle, DDAVP uygulamasini takiben AQP2
atiiminda herhangi bir artisin olmamasi, NDI'yi, CDI'dan ayirt etmede yardimci
olabilmektedir [87, 137].

DI'nin ayirici tanilarindan, CDI'nin tanisi hipotalamus-hipofiz bolgesinin manyetik
rezonans goruntilenmesi (MRI) ile de gergeklestiriimektedir [68]. Bu goruntileme,
sella turcica’nin arka hipofizinde normal olarak saptanan sinyal yogunlugunun

mevcut olup olmadigini belirlemek i¢in yapiimaktadir ve CD/I’li hastalarda bu sinyal
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genellikle ya kuguktur ya da bulunmamaktadir. Sinyal yogunlugu goruntuleme
sonucunda arka hipofizde parlak noktalar seklinde gorunmektedir ve parlak noktalar
bu bdlgede salgi vezikilleri igerisinde depolanan AVP igerigini yansitmaktadir.
Dolayisiyla AVP hormonu eksikligi sonucu olusan CDI'da parlak noktalarin az
olmasi ya da olmamasi normaldir. Primer polidipsi hastalarin MRI
goruntulemesinde, sinyal ya normaldir ya da boyut veya yogunluk bakimindan artis
gOstermektedir. ClUnku primer polidipsi, asiri sivi alimi nedeniyle AVP saliniminin
baskilanmasindan kaynaklanmaktadir ve AVP salinimi baskilandigindan arka
hipofizdeki AVP depolari artmigtir. DI hastalarinin MRI goruntilemesinde ise, bazi
hastalarda sinyal yogun (parlak noktalar mevcut) iken, bazi hastalarda sinyal
bulunamamistir (parlak nokta gérintilenememistir). Bu nedenle MRI'nin tek basina
tani amacla kullaniimamasi, biyokimyasal ve Kklinik c¢alisma sonuglar ile
desteklenmesi gerektigi belirtiimektedir [10, 68, 87].

CDl'da karsilasilan ikinci en yaygin MRI anormalligi, 2-3 mm’den fazla genislemesi
patolojik olarak kabul edilen hipofiz sapinin kalinlagsmasi veya genislemesidir.
Bunun sebebinin, bu bélgede meydana gelen primer veya metastaik timorlerden
kaynaklanabilecegi belirtiimektedir. DI'nin tipleri arasindaki ayirici tanida herhangi
bir yanlislik olmamasi icin, hastaya ait klinik veriler, hasta oykisu, MRI gibi
radyolojik veriler ile biyokimyasal verilerin Dbirlikte kapsamli bir gekilde
degerlendiriimesi gerekmektedir [16, 40, 68, 138-141].

2.1.3. Diabetes insipidus Tedavisi

Tam DI tipleri i¢cin genel tedavinin amaci, 6nceden var olan su eksikliklerinin
dizeltiimesi ve idrara ¢ikma yoluyla devam eden asiri su kaybinin azaltiimasini
saglamaktir. Gerekli olan spesifik tedavi, DI'nin tipine ve hastanin klinik durumuna

bagdli olarak degismektedir [29].

2.1.3.1. Gestasyonel DI Tedavisi

DPnin tiplerinden biri olan gestasyonel DI icin mUmkidn olan en iyi tedavi, burun igi
DDAVP uygulamasidir. Dogal AVP’nin aksine, AVP’nin sentetik bir analogu olan
DDAVP, plasenta tarafindan Uretilen vazopressinaz (aminopeptidaz) enzimi
tarafindan yikilmaya direnglidir [27-28, 142]. Tedaviye genellikle en dusik DDAVP
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dozu ile aksamlari burun damlasi ile baslanmasi 6nerilmektedir. Doz daha sonra
semptomlara gore ve serum sodyum seviyelerinin duzenli kontrolU altinda yavasca
arttinlabilmektedir. Plasental vazopressinaz endojen AVP'yi hizlica metabolize
ettiginden, gerekli DDAVP dozu hamile olmayan hastalara gore biraz daha yuksek
olabilmektedir. Ayrica, DDAVP’nin vaskuler tonu (kan damarinin daralma derecesi)
uzerindeki sinirli etkisi nedeniyle preeklampsili kadinlar tarafindan da tercih
edilmektedir [28-29].

DDAVP anne sutune ¢ok az miktarda salgilanmaktadir [28]. Cocugun sindirim
sistemi tarafindan DDAVP minimal diuzeyde emilmekte, sivi ve elektrolit
bozukluklarinin gelisimi igin ¢ok az risk olusturmaktadir. GUnumuze kadar
DDAVP’den kaynaklanan herhangi bir olumsuz maternal veya fetal etki
bildiriimemistir [29]. Bu nedenle, emzirme doneminde DDAVP glvenle
verilebilmektedir. Gestasyonel DI'nin tedavisinde, genellikle dogumdan itibaren 4
veya 6 hafta sonra DDAVP uygulamasina son verilmektedir. ClUnkl bu silre
icerisinde vazopressinazin kandaki seviyesi yok olmakta ve dolayisiyla DI belirtileri
kaybolmaktadir. Bununla birlikte, dogumdan sonra kalici DI olgularinda, DDAVP
dozu gebelik 6ncesi doza indirgenebilmektedir [16-17, 143].

Gestasyonel DI hastalarinda ikinci tedavi yontemi hidroklorotiyaziddir [144]. Fakat
hidroklorotiyazidin yenidogan hipoglisemi ve yenidogan DI gibi potansiyel
komplikasyonlari bulunmaktadir. Bu yan etkiler nedeniyle genellikle tercih
edilmemektedir [28, 32, 144].

2.1.3.2. Primer Polidipsi Tedavisi

Dl tipleri arasinda primer polidipsi tedavisi digerlerine gore farklihk gdstermektedir.
Cunku tedavi oncelikle biyolojik ve farmakolojik mudahaleler yerine davranigsal
mudahalelere dayanmaktadir [29].

Primer polidipsi tedavisi, hastanin psikolojik profiline ve eszamanl hiponatremi olup
olmadigina baghdir ve ¢cogu zaman etkili bir tedavi yoktur. Bu durum da hastalari
omurlerinin kisalmasina katkida bulunabilecek diger tibbi komplikasyon riski altinda
birakmaktadir [29].
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Primer polidipsi tedavisinde farmakoterapi olarak DDAVP uygulamasi hastalarda
poliuriyi azaltmak igin kullanilabilmektedir. Ancak bu tedavi, polilriyi polidipsiden
daha fazla azalttigindan, fazla suyun vicutta hizli bir sekilde tutulmasina ve
hiponatremi gelismesine neden olmaktadir. Sonugta su zehirlenmesine neden
olabildigi igin bu tedavi fazla 6nerilmemektedir [1, 11, 16, 25]. Bununla birlikte,
primer polidipsinin alt tiplerinden biri olan dipsojenik DI'li hastalarin bazilarinda
DDAVP uygulamasi plazma ozmolalitesini azaltarak tedavide basarili olmustur [29].
Klozapin adh antipsikotik ilag, sivi alinimini azaltarak su zehirlenmesi riski altinda
olan hastalarda sodyum seviyelerini normallestirmektedir. Fakat yan etkilerinden
dolayi tercih edilmemektedir [29, 32, 145].

Primer polidipsi tedavisinde davranigsal terapi olarak gunluk kilo aliminin izlenmesi
su zehirlenmesini onleyebilmektedir. Yeni baslayan su zehirlenmesinin (genellikle
vucut agiriginda 5-8 kg artig) varligini éngoren isaretlere dayanarak yaklasik 1-3
saat kadar kisa suren bir sivi kisitlama testi uygulanmaktadir. Primer polidipsili bazi
hastalarda ise, tukuruk akisini arttirmak ve sivi aliminin artmasina neden olan agiz
kurulugu hissini azaltmak igcin sert sekerlemeler (limon damlalari gibi)
kullanilabilmektedir [29].

2.1.3.3. Nefrojenik Diabetes insipidus Tedavisi

Nefrojenik DI'li hastalarda AVP salinimi normal olup, bobreklerinde AVP’ye karsi
yetersiz cevap olugsmasindan dolayi, tedavide digsaridan AVP veya DDAVP

uygulamasina karsi herhangi bir yanit alinamamaktadir [16, 32].

Bu hastahgin tiplerinden biri olan edinilmis NDI igin en iyi terapdtik yaklasim,
hastaliga neden olan etkenin (lityum vb.) ortadan kaldiriimasidir [12, 32]. Tiazidler
ve amilorid, lityum ile indUklenen NDI tedavisinde kullaniimaktadir. Bu ilaglar, bdbrek
distal tiplerindeki Na kanallarina etki ederek Na’'in geri emilmesini inhibe etmekte
ve poliuriyi azaltarak idrar ozmolalitesini arttirmaktadir [32, 146-149]. Fakat bu konu
ile ilgili yapilan g¢alismalarda, tiazidlerle uzun sureli tedavinin bobrek karsinomuna
neden olabilecegi gosterilmistir [32, 150]. Bununla birlikte, tedavide indometazin gibi

prostaglandin sentaz inhibitorleri de kullaniimaktadir. Indometazin tirevi ilaglar,
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hacre i¢ci cAMP seviyesini arttirarak bobrek hucrelerinin apikal membranindaki
AQP2 kanallarinin artigsina neden olmaktadirlar [32, 151-152]. Bu ilaglarin yan
etkileri bulunmaktadir ve bunlar genellikle bdbrek hasari ile mide problemleridir [150,
153]. Bu ilag tedavilerine ek olarak, edinilmis NDI tedavisinde disik sodyum diyeti
de Onerilmektedir. Sodyum kisitlamasi ¢oézunen yUku azaltarak idrar hacmini
azaltmaktadir [16, 154]. Bunun diginda, hipokalemi ve hiperkalsemi gibi c¢esitli
elektrolit bozukluklarinin neden oldugu edinilmig NDI olgularinda, plazma kalsiyum
veya potasyum seviyelerinin normallesmesi ile elektrolit dengesi saglanmakta ve

bdylece sure¢ gegici olabilmektedir [29].

Konjenital NDI, AVPRZ2 ile AQPZ2 genlerinde bulunan mutasyonlar sonucu meydana
geldiginden, tedavisi igin mevcut yaklasimlar genellikle hastaligi iyilestirmek yerine
semptomlari iyilestirmeye odaklanmaktadir [29, 36]. Bu nedenle tedavinin amaci,
poliuriyi azaltmak, yeterli sivi alimini saglamak ve tekrarlayan hipernatremik
dehidratasyon ataklarini 6nlemektir. Tedavide, disuk tuz icerikli diyet, yeterli sivi
alimini saglamak, indometazin gibi prostaglandin sentaz inhibitorleri, tiazidler ile

birlikte amilorid kullanimi 6nerilmektedir [19, 35].

Konjenital NDI igin alternatif tedaviler gelistirme amaciyla farkli yaklagsimlar éne
surtlmastur [9, 36, 53, 155-156]. Konjenital NDI olgularinin blyuk ¢ogunlugunu
olusturan ve AVPRZ2 geninde bulunan mutasyonlarin neden oldugu X’e baglh NDI
icin tedavi yaklagimlari genel olarak 3 gruba ayrilmaktadir [9]. Bunlardan ilki, yanlis
katlanarak ER’de takili kalan AVPRZ2’lerin dizgun katlanmasina yardimci olarak
onlarin plazma membranina tasinmasinin hedeflenmesidir [157-160]. Bu
reseptorlerin tasidiklari yanhis anlamh mutasyonlar genellikle tam fonksiyon kaybina
neden olmayip, sadece ligand ve/veya G-proteine karsi afinitelerinin azalmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle reseptorler kurtarildiktan sonra normal
fonksiyonlarini yerine getirebilmektedir. ikinci yaklasim, ER'de takili kalan
AVPRZ2’lerin dogrudan uyariimasidir. Boylece dizgun katlanma ihtiyacini ortadan
kaldirmaktadir. Uglincli yaklagim ise, AVPR2'yi tamamen atlayarak dogrudan
AQP2’nin plazma membranina taginarak buraya yerlesiminin uyarilmasidir [9, 161-
163].
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AVPR2 mutasyonlarindan en yaygin mutasyon tipi sinif || mutasyonlaridir ve
reseptorun yanlis katlanarak ER’de takili kalmasina neden olurlar. ER’de takili kalan
ve fonksiyonel olan bu reseptorlerin uygun katlanmalarinin uyarilmasiyla,
reseptorlerin  ER’den c¢ikarak plazma membranina gidebilecegi ve AVP’nin
baglanmasi ile normal fonksiyonunu gergeklestirebilecegi onerilmistir. Bu amagla
kiguk, hucre-gegirgen molekuller gelistiriimistir ve bu molekuller farmakolojik
saperon olarak adlandiriimigtir. Farmakolojik saperonlar, hedef proteine spesifik
olarak baglanabilmekte ve yanlis katlanmis mutant proteinleri stabilize ederek
onlarin kendine 6zgul, dogal katlanmasini kolaylastirmayi hedeflemektedir [36, 163-
166].

Konjenital NDI olgularindan AQPZ2 geninde bulunan mutasyonlarin neden oldugu
otozomal c¢ekinik/baskin NDI olgulari icin de alternatif tedavi stratejileri
onerilmektedir [9]. Bunlardan otozomal g¢ekinik NDI'ye neden olan mutasyonlar,
AQP2'nin yanlis katlanarak ER’'de tutuklanmasina neden olmaktadir. AVPR2'de
oldugu gibi, bu mutant proteinler de dogal konformasyonlarini almak igin yeniden
katlandiklarinda genellikle fonksiyonlarini korumaktadir. Bu amagla, dogal AQP2
katlanmasini yeniden kurabilmelerini saglayan, bdylece ER’'de tutulan AQP2
mutantlarinin ER’den ¢ikarak plazma membranina tasinmasini amaglayan
farmakolojik saperonlarin gelistirimesi gerekmektedir. Bu molekullerin gelistiriimesi
ile otozomal resefif NDI'nin potansiyel tedavisi saglanmis olacaktir [9, 19]. Otozomal
baskin NDI'ye neden olan mutasyonlar ise, protenin hucre igi trafigini etkileyerek
hicrede apikal membrandan farkl yerlere tagsinmasina neden olmaktadir. Otozomal
baskin NDI'li hastalarda AQP2 proteini zaten dogal konformasyonunda oldugu igin,
diger NDI tiplerinde oldugu gibi, molekller saperonlara dayanan tedavi yaklagimi
uygulanamamaktadir. Bunun yerine, hicre iginde yanls yénlendirmeye mudahale
eden, proteinin normal olarak apikal membrana yeniden hedeflenmesini ve buraya
tasinmasini saglayan terapodtikler igin arastirma devam etmektedir. Otozomal
baskin NDI'li hasta sayisi olduk¢a dusUk oldugundan ve tiazid benzeri diuretiklerle
yapillan geleneksel tedavi, semptomlari hafifletip  hastalari  kismen
rahatlatabildiginden, bu tip NDI igin yapilan arastirma sayisi, diger alt tiplerden
onemli 6lgude daha dusuktur [9, 62].
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2.1.3.4. Santral Diabetes insipidus Tedavisi

Santral DI, AVP hormonunun yetersiz sentezi ve/veya salinimi ile karakterize bir DI
tipi oldugundan, hormon replasman tedavisi bu hastalik i¢in en iyi terapdtik
yaklasimdir [32, 67, 167]. Bu amagla, kas iginden verilen ve saflagtiriimis AVP formu
olan pitressin onlarca yil boyunca CDI icin baslica tedavi yontemi olarak
kullaniimistir [24, 32, 168-169]. Bu ilacin terapétik etkisi sadece birkag saat strdigu
icin ve hipertansiyon, abdominal kramp, ishal, basagrisi, ¢carpinti gibi ¢esitli yan
etkilerinden dolayi kullanilmamaktadir [32, 170]. Bunun yerine peptit sentezi igin
gelisen yeni yontemler sayesinde azalmis yan etki ve gelismis fizyolojik etkileri ile
birgok hormon analogunun sentezi saglanmigtir. AVP hormonunun da sentetik bir
analogu Uretilmis ve desmopressin (DDAVP) seklinde isimlendiriimigtir. DDAVP
sahip oldugu 6zellikler bakimindan, sentezinden bu yana CDI tedavisine buyuk katki
saglamaktadir. DDAVP, daha etkili ve uzun suren bir antiditretik etkiye sahiptir.
Endojen AVP’nin 5-10 dakika olan yari émrt, DDAVP’de sisteinin amino grubunun
cikarilmasi ile 3,5 saate kadar uzamaktadir [68, 87]. Ayrica yan etkileri azdir ve
vazopressinaza kargi daha direnglidir [24, 171-176]. DDAVP agizdan (tablet), burun
ici (damla veya sprey) veya parenteral (enjeksiyon) olarak uygulanabilmektedir.
Burun ici veya agiz yoluyla alindiginda maksimum plazma konsantrasyonlarina 40-
55 dakikada ulagmaktadir. Genellikle idrar ¢ikisi DDAVP uygulamasindan 1-2 saat
sonra azalmakta ve ilacin etki suresi 6-18 saat arasinda degigsmektedir. Diurez
kontrolu igin gereken dozajda genis bireysel varyasyon bulunmaktadir [87, 177]. Bu
nedenle her hasta igin uygun doz bireysel olarak belirlenmelidir ve hastalar
arasindaki tedaviye yanitlardaki degisiklik sebebiyle uygun doz araliklari da yine
bireysel olarak belirlenmelidir [29]. Tedaviye dusuk doz ile baslamanin guvenli
oldugu unutulmamali ve gerekirse doz arttirnimahdir [87, 177].

DDAVP, uzun sire ve asiri miktarda uygulandiginda hiponatremiye neden
olmaktadir [68]. Bununla birlikte, hiponatremi baslangi¢ta spesifik semptomlara
neden olmamaktadir ve surekli antidilrez sirasinda sivi alimi devam ettigi takdirde
hizla daha semptomatik seviyelere ilerleyebilmektedir. Hiponatremi semptomlari
arasinda bas agrisi, bulanti, kusma ve nébet bulunmaktadir. Tedavi edilmezse, bu
belirtiler komaya ve 6lume yol agabilmektedir [87]. Bu nedenle CDI tedavisi, agiri

DDAVP uygulamasi sonucu ciddi hiponatremi riskine yol a¢gmadan polilri ve
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polidipsiyi en aza indirecek sekilde tasarlanmalidir. Buna ek olarak, DDAVP
tedavisinden kaynaklanan ciddi hiponatremi, tedavinin baslamasi sirasinda serum
elektrolit seviyelerinin sik sik izlenmesi ile 6nlenebilmektedir. Tedavi sirasinda
dusuk serum sodyum konsantrasyonu gelistiren ve sivi aliminda énerilen azalmaya
cevap vermeyen hastalarda, poliure tekrarlanana kadar planlanan bir desmopresin
dozu haftada bir veya iki kez geciktirimekte ve boylece fazla tutulan sivinin
atilmasina izin verilmektedir. Desmopresin kaynakli hiponatremi genellikle kronik
(>48 saat) oldugundan, serum sodyum seviyelerinin duzeltiimesi ¢ok hizl
gerceklestiginde ortaya c¢ikan motor noronlarin demiyelinizan bir hastaligi olan
ozmotik demiyelinizasyon sendromundan (ODS) kag¢inmak igin bu hastalarin akut
tedavisine 6zen gosteriimelidir. Bu nedenle kontrolli bir oranda hipertonik (%3)
NaCl kullanilarak hiponatremi duzeltilirken, DDAVP uygulamasina devam etmek de
Onerilmektedir [29, 177-181].

CDI siklikla hipotalamusun suprasellar bdlgesinde yapilan ameliyattan sonra
meydana gelmektedir [182]. Bununla birlikte, kardiyopulmoner baypas, bdbrek nakii
ile intrakraniyal (kafa ici) komplikasyonlarla iligkili sinis ve burun ameliyatlarindan
sonra gelisen CDI olgu raporlari da bulunmaktadir [183-188]. CDI tanisi
dogrulandiktan sonra, en iyi farmakolojik tedavi DDAVP’dir. Ameliyat sonrasi olarak,
DDAVP parenteral olarak (deri alt, kas i¢ci veya damar ici olarak)
uygulanabilmektedir. Emilim konusundaki endiseleri engellediginden, damar igi
uygulama genellikle tercih edilmektedir [34, 189]. Bununla birlikte, hasta biling
kaybinin azalmasi veya hipotalamik susuzluk merkezine zarar gelmesi nedeniyle
susuzluga cevap veremezse, sivi dengesi intraven6z sivilar kullanilarak
saglanmaktadir. DDAVP dozunun etkili olup olmadigini belirlemek igin idrar
ozmolalitesi ile hacmi izlenmekte ve hipernatremide iyilesmeyi saglamak igin serum
sodyum konsantrasyonu sik sik (her 4-6 saatte bir) dlgllmektedir. idrar ozmolalitesi,
hacmi ve serum sodyum konsantrasyonu, tedavinin baglangici sirasinda her 4-6
saatte bir ve daha sonra stabilizasyon saglanana veya DI diuzelene kadar gunlik
olarak kontrol edilmektedir. AVP veya DDAVP’nin surekli uygulanmasi sirasinda
asir su verilmesi potansiyel olarak hiponatremiye neden olabileceginden, su
replasmani hacmi konusunda dikkatli olunmalidir. Ek doz DDAVP uygulanmadan

once poliuri geri donuslne izin verilmesi tavsiye edilmektedir, ¢clink postoperatif DI
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genellikle gegcicidir ve endojen AVP sekresyonunun geri donusu, politrinin geri
donusu olmadiginda belirgin hale gelmektedir [29, 68].

Ozmoreseptdr hasari veya fonksiyon bozuklugu sonucu ortaya c¢ikan CDIli
hastalarin susama mekanizmasi aktif olmadigindan, bu hastalar kendiliginden su
icmemektedir. Bu nedenle bu hastalara gunluk sivi  alimi  programi
olusturulmaktadir. Hastanin politri sikayeti de varsa, DDAVP recete edilmektedir.
GuUnlUdk sivi alimi programinin etkili olup olmadigi, hastanin serum sodyum
konsantrasyonu Olgulerek periyodik olarak (hastanin ilk stabilitesine bagli olarak her
hafta, daha sonra her ay) izlenmektedir [29].

Pediyatrik hastalarda CDI'nin farmakolojik tedavisi yetiskinlerdekine benzemektedir.
Sadece ¢ok kuguk hastalarda DDAVP’nin agizdan veya burun igi uygulamasi biraz
daha zor olabilmektedir. Bu nedenle bu hastalarda tedavi bir sire boyunca parentel

(deri alti) olarak uygulanmaktadir [29].

CDrP’nin tedavisi i¢cin, DDAVP’den baska kullanilan ilaglar da bulunmaktadir. Bunlar
karbamazepin, klorpropamid, klofibrat ve tiazid ditretikleridir. Bu ilaclar, antiditretik
etkiye sahiptir, CDI'li olgularda idrar hacmini azaltip, idrar ozmolalitesini
arttirmaktadir [17, 67, 72]. Karbamazepin’in etkisini hipofiz bezinden AVP salinimini
uyarma yoluyla gosterdigi ve uzun sdreli kullaniminin hiponatremiye yol actigi
bildirilmigtir  [67, 190-191]. Klorpropamid’in antidiuretik etkisini, AVP’nin
ndrohipofizyal salgisini arttirarak veya CDI'li olguda ¢ok az olan AVP etkisini
gugclendirerek gosterebilecegi belirtiimektedir [67, 192-193]. Klofibrat da CDI'li
hastalarda AVP uretimini uyaran bir ilactir [72, 194]. Tiazid diuretikleri etkilerini distal
tubuldeki sodyum ve klortr emilimini azaltarak, bdylece proksimal tubulde daha
fazla sodyum emilimine ve dolayisiyla su emilimine izin vererek gostermektedirler.
Bu ilaglardan herhangi biri ile tedaviye baslandigi takdirde, tedavinin etkinligini
izlemek o6nemlidir. Bu amagla, idrar hacmi ile yogunlugu ve hastanin elektrolit
degerleri strekli takip edilmelidir. ilacin etkisinin hastadan hastaya énemli 6lglide
degisebilecedi unutulmamahdir [17, 72].
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tez galismasinin amaci, DI hastaligi ile iligkili genlerden biri olan, AVP-NPII geninde
grubumuz tarafindan yapilan c¢aligmalar ile literatire kazandirilan G45C ve
207_209delGGC mutasyonlari [84, 88] ile Melo ve ark. tarafindan tanimlanmis [195]
ve grubumuz tarafindan da tespit edilen G88V mutasyonunun [107] fonksiyonel
analizlerinin gerceklegtirimesidir. Tez ¢alismasinda bu mutasyonlarin, AVP
proteinin yapisini fonksiyonel olarak ne sekilde etkilediginin molekiler duzeyde

belirlenmesi ve hastaligin seyrine olan etkisinin incelenmesi hedeflenmistir.

AVP-NPII geninde belirlenen mutasyonlarin fonksiyonel analizleri kapsaminda,
mutasyonlarin AVP salinmasinda dnemli olup olmadiginin belirlenmesi igin, yabanil
tip ve mutant AVP-NPII'nin ifadesi saglanan Neuro2A hiucrelerindeki AVP
salinimlari ELISA ve RIA olmak Uzere iki ayri yontem ile tespit edilmistir. Ayrica
yabanil tip ve mutant AVP-NPII prohormonlari ve bunlarin islenmig Grtnlerinin hicre
icindeki trafiginin belirlenip karsilastirilabilmesi icin hucreler floresan gortuntuleme

calismalari ile incelenmistir.

Her U¢ mutasyona ait fonksiyonel analiz galigmalarinin gergeklestiriimesi amaciyla
yapilan deneysel calismalar sirasiyla asagidaki gibidir:

1) AVP-NPII genini tagiyan ifade vektorunun temin edilmesi

2) Bolgeye yonelik (Site-directed) mutagenez yontemi kullanilarak olusturulan
mutant AVP-NPII gen dizilerini iceren uygun ifade vektorlerinin hazirlanmasi

3) Olusturulan mutant AVP-NPII dizilerinin DNA dizi analizi yontemi ile
dogrulanmasi

4) Yabanil tip ve mutant AVP-NPII gen dizilerini iceren vektorlerin Neuro2A
hdcrelerine transfeksiyonu

5) Neuro2A hucrelerinden total protein izolasyonu

6) Orneklere ait izole edilen total protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi

7) Hucre kiltart stpernatanlarinda AVP dizeylerinin RIA ve ELISA yontemleri
ile belirlenmesi

8) Neuro2A hucrelerinin floresan goruntuleme galigsmalari
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3.1. Fonksiyonel Analiz Caligmalan Gergeklestirilecek olan Mutasyonlarin
Belirlenmesi

Tez calismasi kapsaminda incelenen mutasyonlar, grubumuzca yapilan daha onceki
calismalar ile tespit edilmistir. DI hastaligina neden olan molekller patolojilerin
belilenmesi amaciyla 2010 yilinda grubumuzca baglatilan ve halen devam eden
calismalarda, guinimuze kadar santral veya nefrojenik DI tanisi konmus 84 hastanin
AVP-NPII, AVPR2 ve AQP2 genleri DNA dizi analizi ydntemi ile taranmig ve bu genlerde
bulunan mutasyonlar tespit edilmistir. Bu mutasyonlardan AVP-NPI/ geninde bulunan ve
daha oOnce fonksiyonel analiz ¢alismalar literatirde yer almayan G45C,
207_209delGGC ve GB88V mutasyonlarina ait calismalar, TUBITAK tarafindan
desteklenen SBAG 1155499 numarali aragtirma projesi ile bu doktora tezi kapsaminda
gerceklestirilmigtir.

Tez galismasi kapsaminda fonksiyonel analizleri gerceklestirilecek olan mutasyonlarin
tespit edildigi DI'li hastalar, Gulhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Endokrinoloji ve
Metabolizma Klinigine 2010-2015 yillar arasinda bagvuran bireylerden olugsmaktadir.
Hastalarin ¢cok su icme ve sik idrara ¢gikma gibi sikayetleri Uzerine rutin taramalari
gerceklestirilmistir. Yapilan testler sonucunda hastalarin idrar hacminin fazla oldugu,
plazma ve idrar ozmolalitelerinin diguk oldugu belirlenmis ve sonugta hastalara DI tanisi
konulmusgtur. DI tanisi konulduktan sonra hastalarin kanlari alinmig ve kanlarindan
fenol/kloroform ydntemi ile DNA izolasyonlar gergeklestirilmistir. DNA izolasyonu sonucu
elde edilen DNA’larin dizi analizi Sanger yontemi ile gerceklestirimis ve AVP-NPII
genindeki mutasyonlar tespit edilmistir. Daha onceki galigmalar ile bu sekilde tespit edilen
mutasyonlardan, tez kapsaminda fonksiyonel analizleri gergeklestirilen mutasyonlara ait
ozellikler Cizelge 3.1’de verilmigtir.

Cizelge 3. 1. Fonksiyonel analizi gergeklestirilecek olan mutasyonlar.

. Kodon Amino asit
Hasta Tani Gen Ekzon Isim Mutasyon
Numarasi Degisimi
Gly=>Cys
1. Santral AVP-NPII 2 G45C GGC->TGC  45. Kodon
(heterozigot)
3 bg 69-70. Thr-Ala kodonlari
2. Santral AVP-NPII 2 207_209delGGC
delesyon Kodon delesyon
Gly->Val
3. Santral AVP-NPII 2 G88Vv GGC->GTC  88. Kodon
(heterozigot)
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Tez galigmasi kapsamindaki mutasyonlara sahip hastalarin klinik 6zellikleri Cizelge
3.2°deki gibidir. Hastalarin DNA dizi analizi sonucu elde edilen kromatogram

goruntuleri ise Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve $ekil 3.3'te verilmigtir.

Cizelge 3. 2. Hastalarin klinik 6zellikleri

idrar Ozmolalitesi Plazma Ozmolalitesi  idrar Hacmi

Mutasyon Cinsiyet Yas

(mOsm/kg H20) (mOsm/ kg H20) (L/gtin)
G45C Kadin 7 72 303 5
207_209delGGC Erkek 23 85 292 20
G88v Erkek 19 121 300 6.4
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Sekil 3. 1. G45C mutasyonu (GGC->TGC) icin hastanin DNA dizisine ait
kromatogram goruntlisu. a. Saglikli bireylerdeki DNA dizisi, b. Hastaya

ait mutant dizi. Dizide mutasyonun yeri kirmizi ok ile gosterilmistir.
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g ol

Sekil 3. 2. 207_209delGGC mutasyonu igin hastanin DNA dizisine ait kromatogram

goruntusu. a. Saglikh bireylerdeki DNA dizisi, b. Hastaya ait mutant dizi.
3 baz iftlik delesyon (GGC) mor renkli kutu igerisinde gosterilmistir.

Delesyonun basladigi bdlge ise kirmizi ok ile belirtilmistir.
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Sekil 3. 3. G88V mutasyonu (GGC->GTC) icin hastanin DNA dizisine ait
kromatogram goruntusu. a. Saglikli bireylerdeki DNA dizisi, b. Hastaya

ait mutant dizi. Dizide mutasyonun yeri kirmizi ok ile gosterilmistir.
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3.2. AVP-NPII Genini Taslyan ifade Vektoriiniin Temin Edilmesi

Yabanil tip AVP-NPII genini tasiyan hAVP-pL (pL_AVP_WT) ifade (ekspresyon)

vektorl Sentegen firmasindan temin edilmistir.

Yabanil tip AVP-NPII dizisinin ilgili vektordeki yerlesiminin dogrulugunun
belirlenmesi igin, ilgili plazmid ilk olarak E. coli (DH5a) hucrelerine transforme
edilmis ve sonrasinda bakteriler ampisilinli LB agar plaklarina ekilmistir. hAVP-pL
vektorinde segici olarak ampisiline direng geni bulundugundan dolayi, LB agar

plaklari hazirlanirken 75 mg/ml konsantrasyonda ampisilin eklenmisgtir.

Transformasyon icin kullanilan yontem agagida belirtildigi gibidir;

1) Transforme edilmek istenen plazmid DNA’sindan 1 ul (1 pg/upl) ahinmis, 100
Ml kompetan hicreye (E.coli) eklenerek iyice pipetlenmigtir.

2) Hazirlanan karisim buz Uzerinde 30 dakika boyunca inkubasyona
birakilmistir.

3) 42°C’de 45 saniye inkube edilmistir.

4) Ornek tekrar buz (izerine alinarak 1-2 dakika inkiibe edilmistir.

5) Ornegin tamami 250 ul SOC medium igine eklenmis ve 1 saat boyunca
37°C’de calkalamali etuvde inkibe edilmistir.

6) inkiibasyon sonrasi ampisilinli LB agar plagina ekim yapilmis ve gece boyu

37°C’de inklibasyona birakiimistir.

Bu asamay! takiben ampisilinli LB agar plaginda treyen bakterilerden tek bir koloni
alinarak 2 mllik ampisilinli LB broth besiyerinde gece boyu inklibasyona
birakilmistir. Ertesi gun Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

(Promega) kiti kullanilarak plazmid DNA izolasyonu gerceklestiriimigstir.
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Plazmid DNA izolasyon protokoll agagida belirtildigi gibidir;

1) 1-10 mllik gecelik bakteri kilturt 5 dakika boyunca ylksek hizda santrifQj
edilerek ¢okturtlmustir.

2) Santriflj sonunda besiyeri uzaklasgtinimig ve bakteri peleti 250 pl Hucre
Resuspansiyon Solusyonu ile resuspanse edilmistir.

3) Uzerine 250 pl Hiicre Lizis Sollisyonu eklenmis ve tiipler 4 kez alt (st edilerek
iyice karistiniimigtir.

4) 10 pl Alkalin Proteaz Solusyonu eklenmis ve tupler tekrar 4 kez alt Ust edilerek
karistirilmistir. Ardindan tupler 5 dakika oda isisinda inktbe edilmistir.

5) 350 ul Notralizasyon Solusyonu eklenmis ve tlpler 4 kez alt Ust edilerek
karistiriimistir.

6) Oda sicakliginda 10 dakika boyunca en yuksek hizda (13.000 rpm) santrifij
islemi gergeklestirilmigtir.

7) Santrifij sirasinda bir taraftan spin kolonlari toplama tuplerine yerlestiriimistir.

8) Santriflj sonrasinda elde edilen saydam lizat (stUpernatan) hazirlanan spin
kolonlara aktariimigtir.

9) En yuksek hizda (13.000 rpm) oda sicakhdinda 1 dakika boyunca santrifij
edilmis ve altta kalan sivi kisim uzaklastiriimistir.

10) 750 pl Yikama SolUsyonu (etanol eklenmis) eklenmistir. Bir dakika boyunca en
yuksek hizda santrifuj edilmis ve altta kalan kisim uzaklagtiriimigtir.

11) 10. basamak 250 pl Yikama Solusyonu kullanilarak tekrar edilmigtir.

12) Oda sicaklhiginda 1 dakika boyunca en yuksek hizda (13.000 rpm) santrif(j
edilmis ve etanolln iyice uzaklastirimasi saglanmistir.

13) Spin kolonlari 1.5 ml'lik steril tiplere aktariimistir.

14) 50 pl NUkleaz igermeyen H20 spin kolonun tam Uzerine konulmus ve 1 dakika
boyunca oda isisinda en yuksek hizda santriftj edilmistir.

15) Kolon c¢ikartiimig ve elde edilen DNA -20°C’de saklanmistir.

Yontem sonunda izole edilen plazmid DNA’si agaroz jel elektroforezinde yurutilerek
kontrol edilmistir. Agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilen plazmid DNA’larin
icerisinde bulunan yabanil tip AVP-NPII gen dizilimi Sanger ve Next generation

(hizmet alimi1) DNA dizileme yontemleri kullanilarak dogrulanmigtir.
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3.3. Bolgeye Yonelik Mutagenez Yontemi Kullanilarak Olusturulan Mutant
AVP-NPII Gen Dizilerini iceren Uygun ifade Vektérlerinin Hazirlanmasi

Bolgeye yonelik mutagenez yontemi, herhangi bir DNA dizisinde istenen mutasyonu
olusturmak igin mutasyona 6zgu mismatch primerlerin kullanildidi, polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) temelli molekuler biyolojik bir yontemdir [196]. Bu amagla ilk
olarak mutant AVP-NPII gen dizilerini olusturmak i¢in, mutasyonun yer aldigi bolgeyi

icine alacak sekilde, mutant nukleotidi iceren ileri ve geri primerler tasarlanmistir.
AVP-NPII geninde bdlgeye yonelik mutagenez yontemi ile olusturulacak olan G45C,
207_209delGGC ve G88V mutasyonlari i¢in tasarlanan primer dizileri Cizelge 3.3'te

verilmigtir.

Cizelge 3. 3. Mutant AVP-NPII dizilerinin olusturulmasi sirasinda kullanilan primer

dizileri
Primer adi Primer dizisi
hAVP_pL_Xhol_overlap forward (Dis F) 5-AAAAAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCAG-3
hAVP_pL_Spel_overlap reverse (Dis R) 5-GAAACGCGCGAGGCAGCGGATCATAATCAG-3
G45C F 5-TGCCTCCCCTGCtGCCCCGGGGGCAAAG-3’
G45CR 5-CTTTGCCCCCGGGGCaGCAGGGGAGGCA-3
207_209delGGC F 5-TGCTTCGTGGGCAC---TGAGGCGCTGCGC-3
207_209delGGC R 5-GCGCAGCGCCTCA---GTGCCCACGAAGCA-3’
G88V F 5-CCCTGCCAGTCCGtCCAGAAGGCGTGC-3'
G88V R 5-GCACGCCTTCTGGaCGGACTGGCAGGG-3’

Ayrica hAVP-pL vektorinde olusturulan mutant dizilerin dogrulanmasi asamasinda

kullaniimak Uzere asagidaki sekilde sekans primerleri dizayn edilmistir.

hAVP_pL_sekans forward: 5’AAATCAAAGAACTGCTCCTCAGTG-3’
hAVP_pL_sekans_reverse: 5-AGCTAATAATGGATAAAGCAATAGC-3’

AVP-NPII geninde bdlgeye yonelik mutagenez yontemi ile olusturulacak olan G45C,
207_209delGGC ve G88V mutasyonlari igin tasarlanan primerlerin gen dizisi
uzerindeki yerlesimleri Sekil 3.4’te verilmistir. Tasarlanan tum primerlerin ilgili vektor

uzerindeki yerlesimleri ise Sekil 3.5’te gosterilmistir.
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AVP-NPII EKZON 1 (170 bg)
.......... tccacgggaacacctgcecggacataaataggcagceccagcagagdcagcago
ACAGAGCCACCAAGCAGTGCTGCATACGGGGTCCACCTGTGTGCACCAGGATGCCTGACA
CCATGCTGCCCGCCTGCTTCCTCGGCCTACTGGCCTTCTCCTCCGCGTGCTACTTCCAGA
ACTGCCCGAGGGGCGECAAGAGGGCCATGTCCGACCTGGAGCTGAGACAG
gtacttecccactgtgggecatotcagggetgecatagegggcagtgoctgacaccectgggt
caggggctaggaaagagggaagtcatgggiggiggtagCC. c v v v vt s e s v i v nanna

AVP-NPII EKZION 2 (202 bg)
.................... ctoccgagecectggaccocagecateeccogectecgetgegtt
cccecteccaaccectcgacteceggecteccectecteccocgectecacececgececcgtececocgeag

TGCCTCCCCTGLGECCCCGEEEECAAAGGCCGCTGCTTCGGGCCCAGCATCTGCTGCGCG

GACGAGCTGGGCTGCTTCGTGGGCAC&@ETGAGGCGCTGCGCTGCCAGGAGGAGAACTAC

CTGCCGTCGCCCTGCCAGTCCRBBCAGAAGGCGTGCGGEAGCGEEGEEGCCECTGCGCCECC
TTCGGCGTTTGCTGCAACGACG

gtgcgcggcegggggcgggcctggggetggggggggcgcagaccgettgggtgggggggac

gcgggcctgeggeggggtgggggetgegtegggeccggecagggagggtgtgggececeeg
AVP-NPII EKZON 3 (247 bg)

cacccegagetgocgeoceccgocccagggecgececgtgetocacacgteoctecocggeag
AGAGCTGCGTGACCGAGCCCGAGTGCCGCGAGGGCTTTCACCGCCGCGCCCGCGCCAGCG
ACCGGAGCAACGCCACGCAGCTGGACGGGCCGGCCEGGGCCTTGCTGCTGCGGCTGGTGC
AGCTGGCCGGGEGCGCCCGAGCCCTTCGAGCCCGCCCAGCCCGACGCCTACTGAGCCCCGL
GCTCGCCCCACCGGCGCGCTCTTCGCGCCCGCCCCTGCAGCACGGACAATARACCTCCGC
CAATGCA

cggcctecgegtectgteteagteoctectggegggaagagggaaagggagagdade « s s sa s e s

Sekil 3. 4. Her GU¢ mutasyon igin tasarlanan primerlerin AVP-NPII gen dizisi
Uzerindeki yerlesimleri. isaretli bolgeler sirasiyla G45C (GGC->TGC),
207_209delGGC ve G88V (GGC->GTC) mutasyonlarini igaret
etmektedir. AVP-NPII gen dizisinin baglangi¢ ve bitis kodonlari kirmizi
renk ile, intronik baglanti dizileri mavi renk ile gosterilmigtir. [197]

numaral kaynaktan degistirilerek alinmistir.

47



hAVP_pL_XhoI_overlap forward (Dis F) (363 .. 392)

hAVP_pL_sekans_forward (457 ..480)

G45CF (698 .. 725)
—_GascR (698 .. 725)
__—207_209delGGC F (770 .. 799)
207_209delGGC R (770 .. 799)
—— G88V F (827 ..853)

G88V R (827 ..853)

hAVP_pL_sekans_ reverse (1170 ..1200)

hAVP_pL_ BsaBI_ overlap reverse (Dis R) (1309 .. 1339)

Sekil 3. 5. hAVP-pL haritasi ve tasarlanan primerlerin harita Gzerinde gosterimi.

Mutant bir AVP-NPII gen bdlgesi elde etmek icin; AVP-NPII geninin 5’ ucunda yer
alan ileri primer (hAVP_pL_Xhol_overlap forward-Dig F) ile ilgili mutasyonu igine
alan geri primer reaksiyona alinmistir. Ayni sekilde, ilgili mutasyonu igine alan ileri
primer ile AVP-NPII geninin 3’ ucunda yer alan geri primer ile de (hAVP_pL_
Spel_overlap reverse-Dis R) ayri bir reaksiyon gercgeklestiriimistir. Boylece,
mutasyonun oldugu noktay iceren 5’ bolge ve 3’ bélge ayri ayri elde edilmigtir (iki
bdlge birlegtirildiginde tam bir AVP-NPII geni olugturmaktadir).

Her iki bolge icin gerceklestirilen bolgeye yonelik mutagenez islemleri sonucunda
elde edilen bant buyukluklerine iligskin bilgi Cizelge 3.4’te ve her bir primer gifti i¢in
gerceklestirilen PZR reaksiyonunda kullanilan bilesenlere iligkin bilgi Cizelge 3.5'te

verilmigtir.
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Cizelge 3. 4. AVP-NPII geni igin bdlgeye yodnelik mutagenez islemleri sonucunda

elde edilen bant buyuklukleri

G45C F

G45C R

207_209delGGC F

207_209delGGC R

G88V F

G88V R

hAVP_pL_Xhol_
overlap forward
(Dig F)

390 beg

518 bg

hAVP_pL_Spel_
overlap reverse
(Dig R)

659 be

587 bg

530 bg

Cizelge 3. 5. S Bolgeye yonelik mutagenez islemleri icin gergeklestiriien PZR

reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Reaksiyon Bilegenleri

Miktar

Kalip DNA (yabanil tip AVP-NPII geni igceren plazmid DNA)

10X PZR Tamponu
2,5 mM dNTP karisimi

ilgili mutasyonun dis forward primeri, ilgili mutasyonun dis reverse primeri (10 pmol/pl)
ligili mutasyonun reverse primeri, ilgili mutasyonun forward primeri (10 pmol/ul)

DMSO (%100)

Taq DNA polimeraz (5
Steril distile H20
Toplam Hacim

U/ul)

2 ul
5l

2 ul
1.0 ul
1.0 ul
5ul
0.5l
33.5 pl
50 pl

PZR asagida belirtilen kosullarda gerceklestiriimigtir:

96 °C 3’ 1 déngi
94 °C 45 *

60 °C 1’ 34 déng
72°C 1’

72°C 10’ 1 déngi
10 °C

PZR durunleri %71’lik agaroz jelde yurutulip dogrulandiktan sonra ilgili gende

olusturulan mutant bdlgeyi iceren 5 ve 3’ fragmentleri Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega) kiti kullanilarak jelden saflastiriimistir. Bdylece

birlestirme reaksiyonunda kullanilacak olan PZR urinu 1 ve PZR urinu 2 (kisa PZR

artnleri) elde edilm

istir.
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Daha sonra, mutant nukleotidi iceren AVP-NPII gen bdlgesinin tamamini olusturmak
icin, her iki PZR urunu kalip olarak kullanilarak, AVP-NPII geninin 5’ ucunda yer alan
ileri primer ve genin 3’ ucunda yer alan geri primer Phusion High-Fidelity PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific) ile reaksiyona alinmistir. Reaksiyon kosullari

ve bilesenlerine iligkin bilgi (Cizelge 3.6) asagida verilmistir.

PZR asagida belirtilen kogullarda yapilmistir.

98 °C 30" 1 déngi
98°C 10”

60 °C 30" 34 ddngil
72°C 1’

72°C 10’ 1 déngi
10 °C w

Cizelge 3. 6. AVP-NPIl geninde bolgeye yonelik mutagenez iglemleri igin

gergeklegtirilen PZR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
2X Phusion High-Fidelity Master Mix 25 ul
ilgili genin vektorl lzerinde belirlenen dig forward primer (10 pmol/pl) 1.0 ul
ilgili genin vektorl lzerinde belirlenen dig reverse primer (10 pmol/pl) 1.0 ul
DMSO (%100) 1.5 pl
PZR Grund 1 2yl
PZR Grand 2 2 ul
Steril distile H20O 17.5
Toplam Hacim 50 pl

Reaksiyon sonucu elde edilen PZR UrUnleri %1’lik agaroz jelde yurutulerek

dogrulanmigtir.
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Agaroz jelde yurutulerek dogrulanan PZR drunleri (olusturulan mutant diziyi iceren
AVP-NPII Granleri), Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) kit
kullanilarak jelden saflastiriimistir. Uygulanan kit protokoll asagidaki gibidir.

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Istenilen Urlini igeren bant bolgesi agaroz jelden kesilerek ayriimis ve 1.5
ml’lik tiplere konulmustur.

Her 10 mg jel pargasina 10 ul Membran Baglama Solisyonu eklenmis ve 50-
60°C’de jel tamamen eriyene kadar vortekslenerek inkibe edilmistir.

SV Minikolonlar toplama tuplerine yerlestiriimigtir.

Erimis olan jel kolona aktariimis ve 1 dakika oda sicakliginda inkube
edilmistir.

13.000 rpm’de 1.5 dakika boyunca santrifuj edilmis ve santriflij sonunda tupte
altta kalan kisim uzaklastirilmigtir.

Kolon Uzerine 700 pl Membran Yikama Solusyonu (etanol eklenen)
eklenmistir. 13.000 rpm’de 1 dakika boyunca santriflj edilmis, santrifij
sonunda altta kalan kisim uzaklastiriimistir.

basamak 500 yl Membran Yikama Solusyonu ile tekrar edilmis, ardindan
13.000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifuj edilmistir.

Santriflj islemi sonunda altta kalan kisim uzaklastiriimis ve tlpler bir kez
daha 1 dakika boyunca yuksek hizda santriflj edilmigtir.

Minikolonlar dikkatli bir sekilde temiz 1.5 ml'lik tuplere aktarilmis ve kolon
uzerine 50 pl nikleaz icermeyen H20 konulmustur. Oda sicakliginda 1 dakika
inkiibe edilmis ve 13.000 rpm’de 2 dakika boyunca santriflj islemi
gergeklestirilmistir.

Minikolon c¢ikarilarak uzaklastiriimis ve elde edilen DNA -20°C’de

saklanmigtir.

Elde edilen mutant AVP-NPII dizileri, hAVP-pL vektoru icerisine Xhol ve Spel

restriksiyon endonikleaz enzimleri kullanilarak aktariimistir. Hem hAVP-pL vektori

hem de mutant PZR urlnlerinin bu enzimler ile kesim reaksiyonlari asagidaki gibi

hazirlanmis ve 37°C’de 1 saat boyunca inkibasyona birakiimistir.
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Vektor (ul) Mutant PZR Urini (ul)

DNA 43 7
10X Cut Smart Tampon (NEB®) 5 5
5U/ul Xhol (NEB®) 1 1
5U/ul Spel (NEB®) 1 1
1U/ul FAST Alkalin Fosfataz (Thermo Fisher Scientific) - 1
H.O - 35
Toplam Hacim 50 50

Kesim igleminin ardindan kesim Urunlerinin 80°C’de 20 dakika inkibasyonu ile
enzim inaktivasyonu saglanmigtir. Daha sonra kesim Urunleri %1’lik agaroz jelde
yurutulerek dogrulandiktan sonra Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) kiti kullanilarak jelden saflastinimistir. Vektor ile her bir mutanta ait
kesilmis PZR drund (insert) asagida belirtildigi sekilde ligasyon reaksiyonuna
alinmigtir.  Ligasyon islemi, 15-20 dakika boyunca oda sicakhginda

gerceklestirilmigstir.

10X T4 DNA Ligaz Tampon (Thermo Fisher Scientific) 2 ul

5U/ul T4 DNA Ligaz (Thermo Fisher Scientific) 1l
Vektor (hAVP-pL vektor kesim Grunu) 1l
insert (Kesilmis mutant PZR riini) 16 pl
Toplam Hacim 20 pl

Ligasyon igleminin ardindan her bir ornek bakteri hlcresine transforme edilmistir.
Transformasyon icin kullanilan yontem, “AVP-NPII genini tagiyan ifade vektérinin
temin edilmesi” bashdinda yer alan transformasyon yontemi ile ayni sekilde

gergeklestiriimistir.
3.4. Olusturulan Mutant AVP-NPII Gen Dizilerinin DNA Dizi Analizi Yontemi ile
Dogrulanmasi

Mutant AVP-NPI| dizilerinin dogrulanmasi igin, transformasyon sonrasi ampisilinli
LB agar plaklarinda Ureyen bakteri kolonilerinden 5 tane segilip 100 pl ampisilinli LB

sivi besiyeri igerisinde 2 saat inkiibasyona birakiimistir.
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inkiibasyon sonrasi, bakterilerin mutant AVP-NPII dizisi iceren hAVP-pL vektdrini
tasiyip tasimadiklarini anlamak igin koloni PZR reaksiyonu gergeklestirilmistir. DNA
kalibi olarak 2 pl bakteri kalturu alinmig, bakterilerdeki vektorun AVP-NPII dizisini
tasiyip tasimadigini anlamak igin gen bdlgesinin icinde yer alan bir primer cifti

secilmistir.

PZR Grunleri %1’lik agaroz jelde yurutulerek amplifikasyon boyutu dogrulandiktan
sonra uygun bakteri kultirinden 2 ml’lik gecelik kultir hazirlanmistir. Ertesi glin bu
bakterilerden kit ile plazmid DNA’sI izole edilmis ve PZR ile tim AVP-NPII dizisi
yukarida anlatildigi sekilde cogaltiimistir. PZR durlnleri agaroz jelde kontrol
edildikten sonra DNA dizileme oOncesi gercgeklestiriien PZR purifikasyonu (PZR
arlnundn temizlenmesi) asamasi igin Cizelge 3.7'de verilen reaksiyon karigsimi

hazirlanmistir.

Cizelge 3. 7. PZR UrlnUnin temizlenme basamagini gergeklestirmek Uzere

belirlenen reaksiyon bilegsen miktarlari

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
PZR Grind 4 pl
Ekzonukleaz | USB® (10 U/ul) 0,4 ul

Shrimp Alkalen Fosfataz USB® (2 U/ul) 0,4 pl

Toplam hacim 4.8 ul

Tap igerikleri Cizelge 3.7'de belirtilen sekilde hazirlandiktan sonra PZR cihazinda

asagidaki program 1 déngu olaracak sekilde uygulanmistir.
37 °C 20 dakika
80 °C 20 dakika

95 °C 2 dakika

Ornekler islemin ardindan -20°C 'de saklanmistir.
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Plazmid DNA’lari igerisinde olusturulan mutant tip AVP-NPII gen diziliminin DNA dizi
analizi yontemiyle dogrulanmasi igin, izole edilerek PZR reaksiyonu ile gogaltilan ve
ardindan temizlenen 6rnekler DNA dizileme reaksiyonuna alinmigtir. DNA dizileme
reaksiyonu icin BigDye™ Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher
Scientific) kullanilmigtir. Dizi analizi reaksiyon bilesenleri ve kosullar Cizelge 3.8’de

verilmigtir.

Cizelge 3. 8. Temizlenmis PZR Urunlerinin DNA dizileme reaksiyonunda kullanilan

bilesenlerin miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
PZR Urunl (Temizlenmisg) 1.5 pl
BigDye reaksiyon karigimi 0.6 pl
Primer (10 pmol / ul) 0.5 ul
Reaksiyon tamponu 0.95 ul
Steril distile H20 6.45 pl
Toplam hacim 10 pl

Hazirlanan 6rneklerin DNA dizileme reaksiyonu asagidaki programin 25 ddéngu

halinde uygulanmasi ile gergeklestirilmistir.

96 °C 10 saniye
50 °C 5 saniye
60 °C 4 dakika

Donguler tamamlandiktan sonra asagida belirtilen protokol takip edilerek DNA

dizileme sonrasi purifikasyon islemi gergeklestiriimistir.

1) Her bir 6rnek tupline 2 yl 3M sodyum asetat eklenmisgtir.

2) Tuplere 50 pl soguk %100 ‘lUk etil alkol ilave edilerek iyice karistiriimig ve 1,5
ml'lik ependorf tlplere aktarilmistir.

3) Tupler 20 dakika -20°C ‘de bekletilmigtir.

4) Bekleme suresinin ardindan o6rnekler 20 dakika 13.000 rpm’de santrif(j

edilmis ve sUpernatan uzaklastiriimistir.
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5) Pelet Uzerine 250 pl soguk %70’lik etil alkol ilave edilmis ardindan 13.000
rom’de 20 dakika santriflj edilmigtir. Santrifij sonunda supernatan
uzaklastiriimig ve pelet oda isicakhiginda kurumaya birakilmistir.

6) Pelet 20 pl formamid ile ¢ézulmus ve vortekslenmisgtir.

7) Ornekler spin edilerek sekans tiiplerine aktarilmistir.

8) Ornekler 95 °C ‘de 5 dakika inkiibe edilerek denatiire edilmis, -20 °C’de 3-4
dakika bekletilmistir.

Hazirlanan 6rnekler ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) kapiller

elektroforez sisteminde yurutulmustar.

3.5. Yabanil Tip ve Mutant AVP-NPII Gen Dizilerini igeren Vektérlerin Neuro2A

Hucrelerine Transfeksiyonu

Yabanil ve mutant tip AVP-NPII gen dizisini iceren vektorler Neuro2A hucrelerine
transfeksiyon yontemi ile aktariimigtir. Neuro2A hucreleri, Cell Lines Service (CLS)
firmasindan ticari olarak satin alinmistir. Bu hicre hatti, fare (Mus musculus)

ndroblastoma dokusundan elde edilmistir.

3.5.1. Neuro2A Hiicrelerinin Uretilmesi

Neuro2A hucreleri, %10 Fetal Bovine Serum (FBS), 2 mM L-glutamin, %1 esansiyel
olmayan amino asit (NEAA), 1 mM sodyum pirtvat, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml
streptomisin ile desteklenmis Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)
besiyerinde, 37°C’de ve %5 COz2 iceren ortamda Uretilmistir. Bu hucreler, ihtiyag
duyulan hiicre miktarina gére 25 cm? veya 75 cm?lik hiicre kultir kaplarinda
belirtilen kogullarda 2-3 gun inkube edilerek ¢ogaltilmistir.
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3.5.2. Neuro2A Hiicrelerinin Pasajlanmasi

1)

Hucrelerin bulunduklari kultar kaplarinin yazeyini kaplama (confluent olma)
durumlari 1g1k mikroskobu altinda incelenerek belirlenmistir.

Confluent olan hucreleri yuzeyden kaldirmak igin Oncelikle ortamdaki
besiyeri uzaklastiriimistir. Bu asamada hucrelerin zarar gormemesine 6zen
gOsterilmigtir.

Hucreler 1X DPBS (yaklagik 2-3 ml) ile 1 kez yikanmistir.

1X DPBS ortamdan uzaklastiriimigtir.

Hucrelerin yuzeyden kalkmasi i¢in 0,5 ml 1X Tripsin-EDTA eklenmisgtir.
Tripsin-EDTA’nin kdltir kabinin Gzerine iyice yayllmasi saglanmis ve
ardindan kulttr kabi 37°C’de 2-3 dakika inkube edilmistir.

Inkibasyon sonrasi hiicrelerin yiizeyden kalkip kalkmadigi kontrol
edilmistir. inkiibasyon asamasinin siresi énemlidir. Clinkii inkiibasyon
suresinin kisa olmasi hicrelerin kalkmasi icin yeterli olmaz iken; bu slre
uzadiginda ise Tripsin-EDTA hucrelere zarar vermektedir.

Bu sirada yeni bir kultar kabi alinarak, Uzerine pasaj numarasi (1 artirilarak),
islem tarihi, yapan kisi, hucre ismi, ozellikleri yazilmis ve hicre igin
kullanilan besiyerinden 4,5 ml konulmustur.

Hucrelerin yuzeyden ayrildigi anlasildiktan sonra Tripsin-EDTA'nin etkisini
notralize etmek igin ortama EMEM (%10 FBS, 2 mM L-glutamin 100 U/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceren) besiyeri eklenmistir. 25 cm?
kaltar kabi icin 5 ml, 75 cm? kiltar kabi icin 15 ml EMEM eklenmistir.

10) Hucreler pipetleme islemi ile homojen hale getirilmigtir.

11) 0,5 ml hucre hazirlanan yeni kultur kabina ekilmistir.
12) Yeni kaltur kab1 %5 COz iceren 37°C’lik inkUbatore kaldiriimigtir.

3.5.3. Transfeksiyon islemi igin Neuro2A Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Neuro2A hucreleri, pasaj iglemi sirasinda bir kismi yeni kaltir kaplarina ekilirken,

bir kismi transfeksiyon iglemi igin 6-kuyucuklu plak igerisine ekilmistir. Bunun igin

asagidaki islemler uygulanmistir;
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1) Pasaj islemi sirasinda, hucreler pipetleme iglemi ile homojen hale
getirildikten sonra 1 mldeki hucre sayisi thoma cami kullanilarak
hesaplanmigtir.

2) 6-kuyucuklu plakta her bir kuyucuk icerisinde 160.000 hicre olacak sekilde
(160.000 hacre/kuyucuk), hicre suspansiyonundan alinmasi gereken miktar
hesaplanmigtir.

3) Hesaplanan miktardaki hiicre ile ona uygun gerekli miktardaki besiyeri pipetaj
yapilarak iyice karigmasi saglanmigtir.

4) Homojen hale gelen hucre ve besiyeri karisimindan her bir kuyucuga 2 ml
olacak sekilde pipet yardimiyla dagitilmigtir.

5) 6-kuyucuklu plagin Gzerine gerekli bilgiler yazilarak (HUcre adi, hiicre sayisi,
tarih) %5 CO:2 iceren 37°C’lik inkUbatére kaldiriimistir.

6-kuyucuklu plak icerisine 160.000 hucre/kuyucuk olacak sekilde ekilen Neuro2A
hicreleri ertesi gin 1sik mikroskobunda kontrol edilmistir. Transfeksiyon iglemini
yapabilmek igin, hucrelerin kuyucuk igerisinde homojen olarak dagiimis olmasi,
saglhkh goérunmesi ve en az %50-60 oraninda confluent olmasi gerekmektedir. O
nedenle transfeksiyon igslemine ge¢gmeden once bu sartlarin saglanip saglanmadigi

kontrol edilmistir.

3.5.4. DNA/Besiyeri Karigiminin Hazirlanmasi

Transfeksiyon iglemi dncesi, Neuro2A hucrelerinin kontrol edilmesinin ardindan
DNA/Besiyeri karisimlari hazirlanmigtir. Neuro2A hucreleri igine transfekte edilecek
DNA’lar (plazmidler);

- AVP-WT (Wild Type; Yabanil tip)

- AVP-SDM1 (Site-Directed Mutagenez 1; G45C mutasyonu igeren plazmid)
- AVP-SDM2 (Site-Directed Mutagenez 2; GGC delesyonu igeren plazmid)

- AVP- SDM3 (Site-Directed Mutagenez 3; G88V mutasyonu igeren plazmid)
- pL (AVP-NPII geni igermeyen plazmid)

pPEGFP (Transfeksiyonun etkinligini kontrol etme amaciyla arttiriimis yesil floresan

proteinini (Enhanced Green Fluorescent Protein) iceren plazmid kullaniimistir)
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Transfeksiyonda kullanilacak olan plazmid DNA’larin konsantrasyonu 1.6 pg olarak
belirlenmistir. Bu asamadan sonra DNA/Besiyeri karisimi asagidaki gibi

hazirlanmistir:

1) 100 pl serum icermeyen EMEM besiyeri ependorf tup i¢erisine koyulmustur.

2) Uygun miktarda DNA, besiyeri bulunan ependorf igerisine eklenmig ve birkag
kez pipetaj yapilarak iyice karigmalari saglanmistir.

3) DNA-Besiyeri karigtirildiktan sonra 5-10 dakika oda sicakliginda inkube
edilmistir.

Bu islem her bir DNA icin ayri bir ependorf tiptinde gergeklestiriimistir. DNA/Besiyeri
karisiminin her bir DNA igin hazirlanma igerikleri Cizelge 3.9’da verilmistir.
Ayrica, her bir mutasyon igin kag adet kuyucuk kullaniimak istenirse, transfeksiyon

karigimi ona gore hazirlanmistir.

Cizelge 3. 9. DNA/Besiyeri ve Lipofectamin 2000/Besiyeri Karisimlarinin igerikleri.

DNA/Besiyeri Karigimi Lipofectamin 2000/Besiyeri Karigimi

DNA (Plazmid) DNA EMEM Lipofectamin 2000 EMEM Miktari
Miktari (pul)  Miktan (pl) Miktari (ul) (ul)
AVP-WT 2,92 100 1,6 100
AVP-SDM1 2,65 100 1,6 100
AVP-SDM2 3,54 100 1,6 100
AVP-SDM3 3,35 100 1,6 100
pEGFP 3,09 100 1,6 100
pL 3,26 100 1,6 100

3.5.5. Lipofectamin 2000/Besiyeri Karisiminin Hazirlanmasi

Mutant ve yabanil tip AVP-NPII gen dizisini iceren plazmidler Neuro2A hucrelerine
transient (gegici) transfeksiyon yéntemi ile aktariimigtir. Transfeksiyon iglemlerinde
Lipofectamin 2000 Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) kullaniimigtir.
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Lipofectamin 2000 ile transfeksiyon igsleminde 1,6 ug DNA: 1,6 ul Lipofectamin 2000

(1:1) orani ile transfeksiyon etkinliginin en yuksek olduguna karar verilmigtir. Buna

gore Lipofectamin 2000/Besiyeri karisimlari asagida belirtildigi gibi hazirlanmistir:

1) 100 pl serum icermeyen EMEM besiyeri ayri bir ependorf tlp igerisine
koyulmustur.

2) 1.6 pl Lipofectamin 2000 [1:1 DNA(ug) / Lipofectamin (ul) oranini
saglayabilmek icin], besiyeri bulunan ependorf icerisine eklenmis ve birkag
kez pipetaj yapilarak karismalari saglanmistir.

3) Lipofectamin 2000-Besiyeri karigtinldiktan sonra 5-10 dakika oda

sicaklhiginda inktbe edilmigtir.

Bu karigim, her bir DNA icin ayri bir ependorf tupinde hazirlanmig ve igerikleri

Cizelge 3.9'da verilmisgtir.

DNA-besiyeri ile Lipofectamin 2000-besiyeri karisiminin hazirlanmasi ve oda

sicakhgindaki inkibasyonu es zamanli yapiimistir.

3.5.6. Transfeksiyon islemi

1)

Bes dakika oda sicakliginda bekleme slresinden sonra, DNA-besiyeri karigimi,
Lipofectamin 2000-besiyeri bulunan tlp igerisine eklenmis ve iyice karigtirilarak
20 dakika oda sicakliginda inkibe edilmigtir.

Inkiibasyon slresi sirasinda bir yandan 6-kuyucuklu plak (zerinde
transfeksiyon gercgeklestirilecek kuyucuklar belirlenerek isaretlenmistir. Bu
kuyucuklarda bulunan serumlu besiyeri ortamdan uzaklastirilarak, 2 ml
serumsuz besiyeri ile degistiriimistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda DNA-Besiyeri-Lipofectamin 2000 karigimindan,
transfeksiyon yapilmasi belirlenen kuyucuklardaki hucrelere 200 pl damla
damla eklenmigtir. Bu islem sirasinda, karigimin kuyucuga homojen bir sekilde
dagiimasina ve hicrelerin zarar gormemesine dikkat edilmigtir.

6-kuyucuklu plak %5 CO:2 igeren 37°C’lik inkUbatore kaldinimistir.
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5) Transfeksiyondan 5 saat sonra hucrelerin besiyeri degisimi yapilmigtir;
hacrelerin iginde bulundugu besiyeri ortamdan uzaklastiriimig, yerine 1 ml taze
EMEM besiyeri eklenmigtir.

6) Yabanil tip ve mutant DNA’larin, Neuro2A hucrelerinde yabanil ve mutant tip
AVP-NPII olarak ifade edilmesi igin transfeksiyondan sonra 48 saat beklenmisg
ve transfeksiyon etkinligi pEGFP’in es zamanli transfeksiyonu ile kontrol

edilmistir.

Basarili bir transfeksiyon igin, hicre igine aktariimak istenen DNA'nin transfeksiyon
ajani ile serum icermeyen besiyeri ortaminda etkilesime girmesi gerekmektedir. Bu
yluzden transfeksiyon isleminde siklikla serum igcermeyen veya serum orani
azaltilmis besiyerleri tercih edilmektedir. Fakat serum igermeyen besiyeri ortaminda
hicrelerin uzun sure kalmasi, onlarin fizyolojik ve biyokimyasal yapisini olumsuz
yonde etkileyerek dlmelerine neden olabilmektedir. Deney slrecini olumsuz yonde
etkileyecek olan bu tip durumlari en aza indirmek igin, transfeksiyonun en etkin
olarak gerceklestigi sireden sonra (bu slre transfeksiyon ajanina gore degismekle
beraber genellikle transfeksiyondan sonraki 4-6 saattir) serumu azaltiimis besiyeri
ortamdan uzaklastirilarak hucrenin gereksinim duydugu besiyeri kultur ortamina
eklenmektedir. Bunun diginda kullanilan transfeksiyon ajani genellikle toksiktir ve
bu yuzden transfeksiyon sonrasinda besiyeri degdisimi ile transfeksiyon ajani
ortamdan uzaklastirildiginda toksisite de ortadan kalkmig olmaktadir [198-199]. Bu
nedenle Neuro2A hucrelerinin transfeksiyon iglemi sirasinda serumsuz besiyeri
kullaniimig, transfeksiyondan 5 saat sonra ise bu besiyeri, hiicrenin gereksinim

duydugu besiyeri (serum igeren) ile yer degistirilmigtir.
Transfeksiyon icin kullanilan Lipofectamin 2000 transfeksiyon ajan miktari,

kullanilan DNA miktari ve serum igermeyen besiyeri miktari, hicre sayisina ve

kullanilan kultar kabina gore degisiklik gostermektedir.
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3.6. Hiicre Kultura Supernatanlarinda AVP Diizeylerinin RIA ve ELISA

Yontemleri ile Belirlenmesi

Mutant ve yabanil tip AVP-NPII cDNA’larini gegici transfeksiyonla igine alan ve bunlari
ifade eden Neuro2A hucrelerindeki AVP miktarini élgmek igin radioimmunoassay

(RIA) ve ELISA yontemleri uygulanmigtir.

Transfeksiyon iglemi ve sonrasinda 6-kuyucuklu plak igerisine ekilen htcre
sayllarinda meydana gelebilecek farkliik nedeniyle, AVP miktar dlgtimleri, toplam
hucre lizat proteininin miligrami bagina pg olarak (pg/mg) ifade edilmesi saglanmistir.
Bunun icin RIA ve ELISA yontemleri ile sipernatanlarinda AVP duzeyleri belirlenecek
orneklerin ilk olarak total protein miktarlari mg/ml olarak belirlenmis ve her bir 6rnegin
protein miktari yabanil tip protein miktarina esitlenerek baslangi¢ hiicre sayilari (total

protein miktarlari) esitlenmistir.

RIA ve ELISA yoéntemleri icin total protein miktari belilemeden dnce ornekler su
sekilde hazirlanmistir: Neuro2A hucrelerinin mutant ve yabanil tip AVP-NPII gen
dizisini iceren plazmidler ile transfeksiyonu gerceklestirilmigtir. Transfeksiyon
isleminden 48 saat sonra her bir kuyucuk igerisinde bulunan 1 ml hiicre supernatani
RIA ve ELISA yontemleri icin kullanilirken, ayni kuyucuktaki hicrelerden de total
protein izolasyonu gergeklestiriimistir. Bunun igin 1 ml hicre supernatani ependorf
tuplere aktarilarak 1000 g'de 2-8°C’de 20 dakika santrifuj edilmigtir. Santriflj sonrasi
elde edilen supernatanlar 2 set halinde isimlerinin yazili oldugu ependorf tuplere
ayrilmigtir. Bu setlerden biri RIA yontemi igin ayrilirken, diger set ise ELISA yontemi
icin ayrilmistir. Birbirinden bagimsiz her bir 3 set transfeksiyonun sonunda ornekleri

iceren tupler, yontemler gergeklestirilene kadar -80°C’de bekletilmistir.

6-kuyucuklu plaklarda bulunan ve total protein izolasyonu gergeklestirilecek olan
hicrelerin Uzerinden supernatan alindiktan sonra ise, huicrelerin Gzerine 1 ml TRItidy
G™ (PanReac AppliChem) eklenmis ve pipet ucu yardimiyla kuyucuk igerigi iyice
karistirilarak pipetaj yapilmigtir. RNA/protein kompleksinin iyice ayrilmasi i¢in oda
sicakliginda 10 dakika inkube edilmistir. Daha sonra her bir 6rnek isimlerinin yazili
oldugu 2 ml'lik ependorf tlplere aktariimig, tim setler tamamlanip protein izolasyonu

yontemi gerceklestirilene kadar -80°C’de bekletilmigtir.

61



3.6.1. Neuro2A Hiicrelerinden Total Protein izolasyonu

Hucrelerden total protein izolasyonu igin TRItidy G™ (PanReac AppliChem)

sollisyonu  kullaniimistir.  izolasyon yéntemi, asadida belirtildigi  gibi

gerceklestirilmigtir;

1)
2)
3)
4)
o)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)

13)

14)
15)
16)
17)
18)
19)

Daha énce 1 ml TRItidy G™ eklenmis érnekler -80°C’den ¢ikariimistir.

Her bir 6rnek Gzerine 200 pl kloroform eklenerek iyice pipetaj yapiimistir.
Ornekler oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.

12000 g’de 4°C’de 15 dakika boyunca santrifuj edilmigstir.

Olusan 3 katmandan en Ust kisimdaki (RNA) uzaklastiriimistir (Sekil 3.6.a).
300 ul ethanol eklenerek tupler alt Gst edilmigtir.

Oda sicakliginda 5 dakika inkube edilmistir.

2000 g’de 4°C’de 5 dakika boyunca santrifuj edilmigtir.

Supernatan (protein) temiz bir tipe aktariimistir.

2 kat hacimde izopropanol eklenmistir.

10 dakika oda sicakliginda inkube edilmistir.

12000 g'de 4°C’de 10 dakika boyunca santriflj edilmigtir. Supernatan
uzaklastiriimig, bu sirada pelletin kaybedilmemesine dikkat edilmigtir.
Protein pelleti 1 ml 300 mM guanidine hidroklorid (%95 ethanol igerisinde
hazirlanir) ile yikanmistir (Sekil 3.6.b).

20 dakika oda sicakliginda inkibe edilmigtir.

7500 g'de 4°C’de 5 dakika boyunca santriflij edilmistir.

Guanidine hidroklorid yikamasi ve santriflj basamagi tekrarlanmistir.
Supernatan uzaklastiriimis ve pellet iyice kurutulmustur.

Protein peleti %1 SDS igerisinde ¢ozdurulmustur.

Protein 6rneklerinin konsantrasyonlari BCA Protein Assay Kit (TaKaRa) ile

belirlenmistir.

Ornekler kiigiik miktarlarda aliquotlanarak -20°C’de saklanmistir.

Protein izolasyonu yontemine iliskin goruntuler asagida verilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3. 6. Protein izolasyonu yontemine iligkin gorintiler.
a. Santrifij sonrasi meydana gelen ve yontemin 5. basamaginda elde
edilen 3 katmanli tabaka b. Protein pelletinin guanidine hidroklorid ile

yikanmasi basamagi

3.6.2. Orneklere Ait Total Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Protein izolasyonu tamamlandiktan sonra, protein érneklerinin konsantrasyonlari
BCA Protein Assay Kit (TaKaRa) ile belirlenmistir. Bu kit, deterjan ile ¢ézunur hale
getirilmis protein solUsyonlari ile uyumludur ve yontem son derece hassas bir

kolorimetrik yontemdir.

Bikinkoninik asit ydontemi (Bicinchoninic acid assay - BCA assay) bir tlp igerisinde
iki asamali reaksiyona dayanmaktadir. ilk asama, alkali bir ortamda proteininin
peptid baglari ile Cu*? iyonlarinin Cu*ya indirgenmesinden olusmaktadir (Bitret
reaksiyonu). ikinci asama ise, bikinkoninik asitin 2 molekuili ile Cu* iyonunun
birleserek 562 nm dalga boyunda 15191 guglu bir sekilde emen mor renkli kompleksi
olusturmasidir. Solisyonda bulunan protein miktari, absorpsiyonun olgulmesi ve
bilinen konsantrasyonlara sahip protein c¢oOzeltileri (standart c¢ozeltiler) ile
karsilastiriimasiyla belirlenmektedir. Bu yontem ile 0.02-2 mg/ml konsantrasyonlari

arasindaki protein miktarlari belirlenebilmektedir [200-201].
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3.6.2.1. BCA Protein Assay Kit icin Reaktiflerin Hazirlanmasi

Kit igerisinde bulunan Bovine Serum Albumin (BSA) standart soliisyonu 4°C’den
oda sicakhgina cikariimis ve oda sicakhgina geldikten sonra kisaca
vortekslenmistir.

BCA Reagent A ve BCA Reagent B dusuk sicakliklarda ¢okelebileceginden
dolayi, 20-37°C’ye getirilmistir. Hafifce galkalanarak ¢okelti tamamen eridikten
sonra kullaniimistir.

Working (Calisma) Solisyonunun Hazirlanmasi:

Olglimden 6nce, BCA Reagent A ve Reagent B, 100:1 oraninda karistirilarak
hazirlanmistir.  Olcim igin gerekli olan calisma soliisyonun miktarinin

hesaplanmasi igin asagidaki formualden yararlaniimistir:
Gerekli olan toplam c¢alisma solusyonu miktari (ml) = [(7 veya 8 standart egri
ornegi+ Ornek sayisi) x tekrar sayisi (n) +1] x reaksiyon basina kullanilan

calisma solusyon miktari (0,2 ml)

BSA Standart Soliisyonun Hazirlanmasi:

BSA standart soliisyonunun dilisyonlari hazirlanirken ¢ézlcu olarak deiyonize
su kullanilmigtir. Standart solUsyonlarinin hazirlanmasi i¢in gereken miktarlar
ve sonucta tuplerde olusan son konsantrasyonlar Cizelge 3.10°da g0sterildigi
gibidir.

Cizelge 3. 10. BSA Standart Soltsyon Dilisyonlarinin Hazirlanmasi igin Kullanilan

Miktarlar ve Tuplerde Olusan Son Konsantrasyonlar.

2 mg/ml BSA standart miktari Diluent (Coziicii) Miktari BSA’nin Son Konsantrasyonu

(1) (1) (mg/ml)

120 0 2

90 30 1,5
60 60 1

45 75 0,75
30 90 0,5
15 105 0,25
10 150 0,125
0 120 0 (Blank)
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3.6.2.2. Orneklere Ait Total Protein Konsantrasyonlarinin BCA Protein Assay

Kit ile Belirlenmesi

BCA Reagent A ve Reagent B yukarida belirtilen formulden yararlanilarak 100:1
oraninda karistirilarak gerekli miktarda hazirlanmigtir.

4°C’den ¢ikarilarak oda sicakligina getirilmis olan BSA standart solisyonuna ait
dilisyonlar Tablo 1’deki miktarlar kullanilarak hazirlanmigtir.

BSA standart solisyonunun her bir dilisyonu ve miktari belirlenecek érnekler
25’er pl olacak sekilde 96-kuyucuklu plagin kuyucuklarina dagitiimistir. Her bir
standart ve ornek igin en az 2 dlgum gercgeklestiriimigtir (n=2).

Her bir kuyucuga 200 pl calisma solusyonu eklenmistir ve plak calkalayici
yardimi ile érneklerin iyice karismasi saglanmistir (Sekil 3.7.a).

Plak 37°C’deki su banyosu igerisinde 30 dakika inklibe edilmistir ve daha sonra
oda sicakligina gelmesi i¢in beklenmistir (Sekil 3.7.b-d).

Plak (plate) okuyucu ile 6rneklerin 562 nm’de optik dansite degerleri okunarak
kaydedilmistir.

Sekil 3. 7. Protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi yontemine iligkin gorintiler.

a. Plak galkalayici ile érnekler ve g¢alisma solusyonunun karigmasinin
saglanmasi b. Orneklerin 37°C’deki su banyosu igerisine konulmadan
énceki gorintisti ¢. Orneklerin 37°C’deki su banyosu icerisinde
inkiibasyon asamasi d. Orneklerin su banyosundaki inkiibasyon

sonrasi oda sicakhgina gelmesi agamasi
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Ornekler icerisindeki bilinmeyen protein konsantrasyonunu belirlemek igin, érnegin
OD degeri, bilinen BSA standart konsantrasyonlari kullanilarak olusturulan standart

egri ile karsilastirilarak GraphPad Prism 7 programi araciligiyla belirlenmistir.

3.6.3. AVP Miktarlarinin Radioimmunoassay (RIA) Yontemi ile Belirlenmesi

e RIA yoOnteminin uygulanmasi, Oncelikle hizmet alimi  geklinde
gerceklestiriimesi planlanmigtir. Fakat bu yontem ¢ok hassas bir yontemdir
ve ilk asamada hizmet alimi seklinde denenip duzgin sonuglar elde
edilememigtir.  Sonug¢ itibariyle  hizmet alimi  kismindan  verim
alinamadigindan dolayi, ydonteme uygun kit (Vasopressin-RIA kit, DIAsource)
(hassasiyet: 0.5 pmol/L) alinarak, ydntem Hacettepe Universitesi, Biyoloji
Bolumu  bunyesindeki laboratuvarimizda gergeklestiriimigtir.  Sadece
orneklerin azot gazi altinda ugurma islemi ile yontemin son basamagindaki
gama sayacl (PC-RIA MAS, Stretec, Germany) ile okuma basamagi hizmet
alimi seklinde ClinLab Laboratuvar’'nda gergeklestirilmigtir.

e Bu ydntem ile hicre kultirl stpernatanlarinda AVP dlzeyleri Vasopressin-
RIA kit (DIAsource) ile belirlenmistir. Yontem, bir tavsan anti-vazopressin
antiserumu ve bir vazopressin izleyici (?°l) icermektedir ve test prensibi
radyoaktivite 6lgimine dayanmaktadir.

e YoOntem, basamaklarda yer alan uzun inkuibasyon sureleri nedeniyle
gerceklestiriimesi 3 gun surmektedir.

e RIA yontemi birbirinden bagimsiz 3 set seklinde gercgeklestiriimistir. Daha
once 6-kuyucuklu plak igerisine ekilerek transfeksiyon islemi gerceklestirilen
Neuro2A hucreleri, transfeksiyon igleminden 48 saat sonra her bir kuyucuk
icerisinde bulunan hidcre supernatani alinarak santrifj edilmis ve RIA
yontemi icin hazirlanmigti.

e Ornekler, RIA yéntemi gerceklestirilene kadar -80°C’de bekletilmistir.

e RIA yoOntemi uygulanacagr zaman ornekler, -80°C’den g¢ikariimis ve

¢ozuldukten sonra RIA yonteminin uygulanmasina baglanmistir.
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3.6.3.1.

1)
2)
3)
4)
o)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

13)
14)

15)

16)

17)
18)

RIA Yontemi Basamaklari

Her bir hicre kiltlrd supernatani érneginden 400 pl cam tiplerin dibine
pipetlenmistir.

Orneklerin tizerine 2 ml soguk etanol yine tiiplerin dibine dogru eklenmistir.
(Alkol eklenince kireg gibi beyaz ¢dkelek olusmaktadir).

Tlplerin kapaklari kapatilarak 10 saniye vortekslenmistir.

3500 rpm’de 15 dakika 2-8°C’de santrifuj edilmistir.

Santrifuj sonrasi elde edilen sipernatan yeni ve temiz bir tipe aktarilimistir.
Tlplerin kapaklari kapatiimis ve tlplere azot gazi altinda ugurma iglemi
gergeklestirilmistir.

Azot gazi altinda ugurma islemi sonrasi, ornekler cam tuplerin dibinde
kurumus haldedir. Tuplere 400 uyl Reagent D (Assay Buffer) eklenmistir ve
kisaca vortekslenmistir.

Cam tuplerden 300’er ul 6rnek pipetle gekilerek yeni kiglk temiz tlplerin
dibine dogru hizlica birakilmigtir. Bu asamada orneklerin isimlerinin
karismamasina dikkat edilmistir.

Ornegin lizerine Reagent A’dan (Anti-vazopressin) 200 ul yine tiiplerin
dibine dogru eklenmigtir.

Tapler yaklasik 10 saniye vortekslenerek, ornekler ile kit bilesenlerinin
karigmasi saglanmistir.

Tlplerin Uzeri parafiimle kapatilarak, érnekler 4°C’de 20-24 saat inklbe
edilmistir.

20-24 saatlik inkUbasyon suresinin ardindan, tuplere 200 yl Reagent B
('?51-vazopressin) eklenmistir.

Tapler 10 saniye vortekslenmistir.

Tlplerin Uzeri parafilmle kapatilarak, érnekler 4°C’de 20-24 saat inklbe
edilmistir.

24 saatlik inkibasyon sonunda, tuplere Reagent C'den (Cift antikor kati
faz) 100°er yl diplerine dogru eklenmistir.

Tlpler 10 saniye kadar vortekslenerek, Uzerleri parafilmle kapatiimistir.
Ornekler 1 saat 4°C’de bekletilmistir.

2000 rpm’de 10 dakika 2-8°C’de santrifuj edilmigtir.
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19)

20)

21)

Santrifuj sonrasi tupler devrilerek icerigi bosaltiimig, taplerin alt
kisimlarindaki kalintilarin gama sayaci cihazi ile sayilmasi islemi
gergeklestirilmistir.

Gama sayaci cihazi (PC-RIA MAS) ile sayllan CPM (Count Per
Minute=Dakikadaki sayim) degerleri, bu degerlere karsilik gelen pmol/L
degerlerine donugturulmagtur.

Son olarak elde edilen pmol/L degerleri pg/ml degerlerine

donusturtlmustar.

RIA yonteminin uygulanmasina iligkin goruntuler asagida verilmigtir (Sekil 3.8).

RIA yontemi sonucu, drnekler igerisindeki AVP miktari pg/ml seklinde belirlenmistir.

Orneklere ait elde edilen pg/ml degerleri, her bir proteinin total protein miktari

degerine (mg/ml) bolunerek, orneklere ait mg basina pg degerlerini (pg/mg)

hesaplanmigtir. Boylece, yabanil tip ve her bir mutant érnedinin, hicre kultlra

ortamina salgilamis olduklari AVP miktarlari kargilastiriimig, her bir mutasyonun

hacrelerdeki AVP salgilama kapasitesi Uzerindeki etkileri incelenmistir.
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h.

g.

Sekil 3. 8. RIA yonteminin uygulanmasina iliskin géruntuler.
a. RIA ydénteminde etanol ekstraksiyonu sirasinda alkol ekledikten
sonra meydana gelen beyaz c¢okelek b. Azot gazi altinda ugurma
dizeneginde Orneklerin ugurulma agsamasi c. Azot gazi altinda ugtuktan
sonra orneklerden geriye kalan kurumus kalinti d. Ornek tlplerinde
kurumus kalintinin yakindan gérintiisii e. Orneklerin (izerine tiiplere
Reagent C (Cift antikor kati faz) ekleme asamasi f. Tuplerin Gzerinin
parafilmle kapatilarak 4°C’de inkibasyon 6ncesi asamasi g. Santrifj
asamasi sonrasi 6rnek tiplerinin dibinde olugsan kalinti h. Gama sayaci
cihazi ile taplerin alt kisimlarindaki kalintilarin sayilmasi iglemi (AVP

miktarinin belirlenmesi).
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3.6.4. AVP Miktarlarinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Neuro2A hucrelerindeki AVP miktarini 6lgmek igin RIA yontemine alternatif olarak
Enzim-bagliimmunosorbent analiz (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; ELISA)
yonteminin gergeklestirimesi denenmis ve hucre kualturd supernatanlarinda AVP
duizeyleri Arg8-Vasopressin ELISA kit (Enzo) kullanilarak da belirlenmistir.

Bu kit, yarismah ELISA ilkesine dayanmaktadir. Kit icerisinde saglanan 96-
kuyucuklu plagin her kuyucugu hedefe 6zel yakalama antikoru (kegi-anti-tavsan IgG
antikoru) ile 6nceden kaplanmistir (Sekil 3.9). Hucre kultira sipernatan drnekleri ve
7 farkh konsantrasyonda hazirlanan standart ¢cozeltiler (Sekil 3.10) antikor kaph bu
kuyucuklara eklenir. Ayni zamanda biotin-konjuge vazopressin sollisyonu ve
ardindan vazopressine karsi antikor (tavsan poliklonal antikor) iceren sollisyon
eklenmektedir. Boylece standart ve Ornekler igerisindeki antijen, biotin-konjuge
vazopressin ile yarismali bir sekilde antikora baglanmaktadir. Tipik sandvi¢ ELISA
testlerinin aksine, yarismali ELISA testlerinde drnekteki antijen miktari ne kadar

yuksekse, renk gelisimi ve optik dansite okumasi da o kadar dusuk olmaktadir.

Biotin-k
varopr

LONjUE
a @ o9
.. . Ornek icindeki vazopressin
I |
. ‘Tr i
antikor ile kapianmig kuyu
e din-HAP TMB-Substrat eklenmesi # - Durdurma d
b. b ve c. substsat®y gozeltisinin )
e » =] mavi renk olusumu =] ) = eklenmesi
il _ £ A
(Y = (1Y =
\""'"--—-'_-——-"‘/ 450 nm’de dlgiim

Sekil 3. 9. ELISA ydntemi prensip semasi.

e ELISA ydntemi, bibirinden bagimsiz 5 set seklinde gergeklestiriimistir. Daha énce
6-kuyucuklu plak icerisine ekilerek transfeksiyon islemi gerceklestiriien Neuro2A
hicreleri, transfeksiyon isleminden 48 saat sonra her bir kuyucuk igerisinde
bulunan hidcre supernatani alinarak santrifij edilmis ve ELISA yontemi igin
hazirlanmisti.

e Ornekler, ELISA yontemi gergeklestirilene kadar -80°C’de bekletilmistir.
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Ayni RIA yonteminde oldugu gibi, ELISA yéntemi uygulanacagi zaman érnekler,
-80°C’den cikarilmig ve ¢ozuldikten sonra ELISA ydnteminin uygulanmasina

baglanmigtir.

3.6.4.1. ELISA Yontemi icin Reaktiflerin Hazirlanmasi

ELISA yéntemine baslamadan dnce, tum reaktifler yarim saat 6nce 4°C’den oda

sicakligina gikariimis ve oda sicakligina gelmesi saglanmigtir.

Yikama Tamponu Hazirlama:

Yoénteme baglamadan 6nce, her set i¢in yikama tamponu taze hazirlanmis ve
yilkama tamponu konsantresi 1:20 oraninda dilue edilmistir. Bunun icin, 5 ml
ylkama tamponu konsantresi uzerine 95 ml deiyonize su eklenmis ve iyice

calkalanarak kullanima hazir hale getirilmistir.

AVP Standart Hazirlama:

Hucre kulturd supernatan érneklerinde bulunan AVP miktarini hesaplamak igin

7 farkli konsantrasyonda AVP iceren standart hazirlanmistir. Standartlar
hazirlandiktan sonra 60 dakika igerisinde kullaniimalari gerektiginden, yonteme
bagslamadan hemen 06nce hazirlanmigtir. Standart hazirlamak igin Sekil
3.10°daki sema ve Cizelge 3.11°deki degerler kullaniimisgtir:

S00pL 200pL  200ul  200ul  200pL 200pl 200 pl

(CNCNONOCNO NN
| oOjojopgogogoneo
| —

@I ———— - e

rrd—

50ul Wesgies FSpgpld Cspepl! ‘agoat (3eppr (300pl | 3Eopl

Sekil 3. 10. ELISA yontemi icin standart tiplerinin hazirlanma protokolu.
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Cizelge 3. 11. ELISA yoOntemi i¢in hazirlanan standart tuplerde AVP’nin son

konsantrasyonu.
Tip Std1 Std2  Std3  Std4  Std5  Std6 Std7
Konsantrasyon ., 499 160 64 256 10.24 410

(pg/mL)

3.6.4.2. ELISA Yontemi

1)

ELISA kitinin igerisinde, tabani kegi anti-tavsan 1gG kapli 6zel bir 96-kuyucuklu
plak yer almaktadir. Bu plak Gzerinde Non-specific binding (NSB) ve BO (0 pg/ml
standart) kuyucuklari Gzerine 100’er pl "Assay Buffer 28" eklenmistir.

Daha Once hazirlanmig 7 adet standart solisyonun her birinden ikiser tekrarli
olmak Uzere 100’er ul uygun kuyucuklara eklenmistir.

icerisindeki AVP miktari belirlenecek olan érneklerin her birinden de yine ikiser
tekrarli olacak sekilde 100’er pl uygun kuyucuklara eklenmigtir.

NSB kuyucuklari Gzerine 50’ser yl daha “Assay Buffer 28 eklenmisgtir.

Blank kuyucuklar hari¢ her kuyucugun uUzerine 50’ser pl "Blue Conjugate”
eklenmistir. (Bu sollsyon, icerisinde biotin-konjuge vazopressin iceren mavi bir
solUsyondur).

Blank ve NSB kuyucuklari hari¢ her kuyucugun uUzerine 50’ser ul “Yellow
Antibody™ eklenmigtir. (Bu solusyon, icerisinde vazopressine karsi tavsan

poliklonal antikor iceren sari bir solisyondur).

Not: Bu asamada NSB kuyucuklari hari¢ her kuyucugun yesil renkte olmasi

gerekirken, NSB kuyucuklarinin ise mavi renkte olmasi gerektigi, blank
kuyucuklarinin ise bu esnada bos ve renksiz oldugu kitin prosedurinde
belirtiimistir. Yontemi uygulama esnasinda da belirtilen renklerin olustugu

gOzlenmis ve Sekil 3.11‘de gosterilmigstir.
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Blank kuyucuklari i
(renksiz) e

NSB kuyucuklar ,—"'
(mavi) A

Standart ve
ornek kuyucuklan
(vesil)

Sekil 3. 11. ELISA yontemi uygulanmasi sirasinda kitin prosedurinde de belirtilen

mavi ve yesil renklerin olusumu.

7) Eklenen solusyonlarin karigmasi i¢in plaga hafifce vurulmus ve plagin Uzeri
buharlagmay! 6nlemek igin yapiskan film ile kapatilarak 4°C’de 18-24 saat
inkibe edilmistir.

8) inklibasyon siiresinin sonunda, plagin icerigi bosaltiimis ve her kuyucuga 300
pl yikama tamponu eklenerek kuyucuklar yikanmigtir. Yikama islemi ayni
sekilde 2 kez daha tekrarlanmig ve boOylece toplamda 3 yikama
gerceklestiriimistir. Son ylkamadan sonra, kuyucuklarin igerigi bosatiimis ve
kalan yikama tamponunu tamamen ortadan kaldirmak igin, hav birakmayan
havlu kagit Uzerinde plaga sikica vurulmustur.

9) Blank kuyucuklar hari¢ her bir kuyucuga 200 pl SA-HRP solisyonundan
eklenmistir. (Bu solusyon, Streptavidin-konjuge Horseradish peroksidaz enzimi
icermektedir).

10) Plagin Uzeri tekrar yapiskan film ile kapatiimig ve oda sicakliginda plak
calkalayicida 240 rpm’de 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
basamak 8'deki gibi yikama iglemi gerceklestirilmigtir.

11) Her bir kuyucuga 200 ul TMB-substrate sollsyonundan eklenmigstir. (Bu
solusyon, 3,3',5,5 tetramethylbenzidine (TMB) and hidrojen peroksit
icermektedir). Solusyon eklendikten sonra kuyucuklarda mavi renk olugumu
gOzlenmistir.

12) Plagin Gzeri tekrar kapatiimis ve oda sicakliginda plak ¢alkalayicida 240 rpm’de
30 dakika inkiibasyona birakiimistir.

13) Her kuyucuga durdurma g¢ozeltisinden 100 pl eklenmis ve sari renk olusumu

gozlenmigtir. Bu ¢ozeltinin eklenmesi, reaksiyonu durdurdugundan plagin
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derhal okunmasi gerekmektedir. Bu nedenle, plak hizli bir sekilde ELISA
okuyucu cihazina yerlestirilerek, 450 nm’de optik dansite degerleri okunmustur.

ELISA ydntemi sonucu, Ornekler igerisindeki AVP miktari pg/ml seklinde
belirlenmistir. Orneklere ait elde edilen pg/ml degerleri, her bir proteinin total protein
miktari degerine (mg/ml) bolunerek, orneklere ait mg basina pg degerlerini (pg/mg)

hesaplanmigtir.

3.7. Neuro2A Hucrelerinin Floresan Gortintiileme Calismalari

Hucre goruntileme calismalarinda yabanil tip ve mutant AVP proteinlerini takip
edebilmek igin AVP-NPII genini iceren dizi EGFP ile isaretlenmistir ve Neuro2A
hicrelerinin  bu isaretli gen dizisini iceren plazmidler ile transfeksiyonu
gerceklestiriimistir. Bunun igin 48-kuyucuklu plak icerisine 40.000 hicre/kuyucuk
olacak sekilde Neuro2A hucreleri ekilmis ve ertesi gun 400 ng (0,4 ug) DNA: 0,4 pl
Lipofectamin (1:1) orani ile transfeksiyon iglemi gerceklestirilmigtir. Transfeksiyon
islemininin ardindan 48 saatlik inkiibasyon sonunda transfeksiyon etkinligi kontrol
edilmis ve hiicre icerisinde ER’nin gézlenebilmesi igin hiicreler ER-izleyici (ER-

Tracker Red) (glibenclamide BODIPY TR) isimli boya ile boyanmistir.

3.7.1. Neuro2A Hiicrelerinin ER-izleyici ile Boyanmasi Protokolii

1) Hucreler 1X PBS ile yikandiktan sonra 30 dakika boyunca %4 formaldehit iceren
250 ul 1X PBS ile fikse edilmigtir.

2) Fiksasyondan sonra tekrar 1X PBS ile yikanmistir.

3) Yikama sonrasi PBS uzaklastiriimistir ve hicrelere 250 pl 1X PBS igerisinde 1
MM ER-Tracker™Red (BODIPY® TR Glibenclamide) (Thermo Fisher Scientific)
iceren boya eklenmisgtir.

4) 37°C’de 30 dakika boyunca inkube edilmistir.

5) Inkibasyon sonrasi boya uzaklastiriimigtir ve 250 ul 1X PBST (%0.05 Tween-
20 igeren 1X PBS) eklenip hucreler buz uzerinde 10 dakika boyunca inkibe
edilerek permeabilize edilmistir.

6) Hucreler 1X PBS ile yikanmistir ve 1 uM DAPI (Sigma) ile 5 dakika boyunca
inkibe edilerek boyanmisgtir.
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7) 1X PBS ile 2 defa yikanan hucreler EVOS Floid Cell Imaging Station (Thermo
Fisher Scientific) ile goruntulenmistir.

3.8. istatiksel Analiz

RIA ve ELISA yontemlerine ait verilerin 6ncelikle normal dagiim gosterip
gostermedigi GraphPad Prism 7 programindaki Shapiro Wilk Normallik Testi ile
incelenmigtir ve p degerleri>0.05 olmasi istatiksel agidan anlamli olarak

degerlendirilmistir.

Veriler normal dagihm gosterdigi takdirde, her iki yontemin kendi igerisindeki yabanil
ve mutant tipleri arasinda bir fark olup olmadigi parametrik bir test olan Tek Yonlu
Varyans Analizi (Anova) ile incelenmis ve p degeri<0,05 istatiksel agidan anlamli

olarak degerlendirilmigtir.

Eger gruplar arasi fark varsa bu farkin hangi gruplar arasinda oldugu ve anlaml
olup olmadigini degerlendirmek icin ise Tukey Coklu Karsilastirma Ydntemi

kullaniimistir, p degeri<0,05 istatiksel agidan anlamli olarak degerlendirilmistir.

AVP degerlerinin 6lgimunde literaturde genellikle RIA yontemi kullaniimaktadir. RIA
yonteminin ¢gok hassas olmasi, azot gazi altinda kurutma ve gama sayacinda okuma
basamaklarindaki gibi her laboratuvarda bulunmayan cihazlara ihtiyag duymasi ve
yontemde yer alan uzun inkibasyon sureleri nedeniyle gergeklestiriimesi 3 gun
surmesinden dolayi, yapilan tez ¢alismasinda daha hizli sonug¢ veren ve
gerceklestiriimesi kolay, alternatif bir yontem olan ELISA yontemi denenmigtir.
ELISA yonteminin RIA yontemi yerine kullanilabilirligi, iki ydntem arasindaki uyumun
degerlendiriimesinde siklikla kullanilan istatiksel bir analiz olan Bland-Altman
yontemi ile degerlendirilmistir [202]. Bu istatistiksel analizde ilk asama, iki
yontemden elde edilen 6lgum degerleri arasindaki farkin hesaplanmasi iken, ikinci
asama ise iki yontem ile elde edilen bu &lgim degerlerinin ortalamasinin
hesaplanmasidir. Daha sonra yontemlere ait fark degerlerine karsilik ortalama
degerlerinin sagilim grafigi cizilmektedir. Ayrica farklarin ortalamasi (d ) ve standart
sapmasi (s) kullanilarak, “d -1,96s” ve “d +1,96s” formuilleri yardimiyla uyum sinirlari

(alt ve Ust sinirlar) olarak adlandirilan %95 guven araliklari hesaplanmaktadir [203-
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206]. Cizilen sacilim grafiginde dikkat edilmesi gereken 4 6nemli nokta vardir.
Bunlardan birincisi, farklara ait ortalamanin (d') 0 (sifir) degerine yakin olmasi
gerekmektedir [207]. Ikincisi, alt ve Ust sinirlar olarak adlandirilan %95 given
araliklarinin birbirine yakin olmasi gerekmektedir [208]. Ugiinciisi, iki ydnteme ait
fark deg@erlerinin normal dagihm gostermesi gerekmektedir [203, 205]. Son olarak
yontemlere ait fark degerlerinin %95’'inin bu uyum sinirlari igerisinde olmasi
beklenmektedir [205]. Bu dogrultuda, yapilan tez ¢aligmasinda, yabanil tip ve her
bir mutant icin ELISA ve RIA yontemleri ile olgtilen AVP degerlerinin normalize
degerleri ile gerekli istatistiksel hesaplamalar yapilmis ve d, s ve %95 gliven
araliklari belirlenmistir. Hesaplanan degerler kullanilarak Bland-Altman sagilim

grafigi, GraphPad Prism 7 programi yardimiyla gizilmistir.
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4. SONUGLAR

4.1. AVP-NPII Genini Tasiyan ifade Vektorii izolasyonu

Ticari olarak temin edilen hAVP-pL (pL_AVP_WT) plazmidinin transformasyon

sonucu elde edilen plak gorintlsu Sekil 4.1°de verilmigtir.

Sekil 4. 1. hAVP-pL plazmidinin transformasyon sonrasi plak goértntusu.

Ampisilinli LB agar plaginda ureyen bakterilerden (Sekil 4.1) tek bir koloni alinarak
elde edilen bakteri kulltirinden izole edilen plazmid DNA’sinin agaroz jel

elektroforez goruntlsu Sekil 4.2°deki gibidir.

Sekil 4. 2. hAVP-pL vektorinin % 1’lik agaroz jel goruntusu. [1: marker, 2: hAVP-
pL vektoru (3640 bg)]
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4.2. Bolgeye Yonelik Mutagenez Yontemi Kullanilarak Olusturulan Mutant
AVP-NPII Gen Dizilerini igeren Uygun ifade Vektorlerinin Hazirlanmasina

iliskin Sonuglar

AVP-NPII gen dizisinde ilgili mutant nukleotidi iceren ve birlestirme reaksiyonunda
kullanilacak olan kisa PZR urUnlerinin (PZR trinu 1 ve PZR Uranad 2) %1’lik agaroz

jel elektroforez goruntusu Sekil 4.3'te verilmistir.

G45C Marker Marker 207_200delGGC  207_2
Pcr 1

Pcr 2 e

Sekil 4. 3. AVP-NPII geni G45C, 207_209delGGC ve G88V mutantlarina iligskin kisa
PZR Grunlerinin % 1’lik agaroz jel goruntuleri
a. G45C mutantina iliskin kisa PZR UrUnleri:
(hAVP_pL_Xhol_overlap forward+G45C R: 390 bg,
hAVP_pL_ Spel_overlap reverse + G45C F: 659 bg);
b. 207_209delGGC ve G88V mutantlarina iliskin elde edilen kisa PZR
arunleri:
(hAVP_pL_Xhol_overlap forward+207_209delGGC R: 464 bg,
hAVP_pL_Spel _overlap reverse+207_209delGGC F: 587 Dg,
hAVP_pL_Xhol_overlap forward + G88V R: 518 bg,
hAVP_pL_Spel_overlap reverse + G88V F: 530 bg).

ilgili mutant niikleotidi iceren AVP-NPII gen bdlgesinin tamamini olusturmak igin,
her iki kisa PZR urinunu agaroz jelden saflastiriimis ve birlestirme reaksiyonunda
kalip olarak kullaniimistir. Reaksiyon sonucunda elde edilen PZR Urunlerinin %1’lik

agaroz jel elektroforez goruntlsu ise Sekil 4.4’teki gibidir.
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Marker GA45C 207_200 del GGC Gasv

Fusion PCR Fusion PCR Fusion PCR

Sekil 4. 4. AVP-NPII geni G45C, 207_209delGGC ve G88V mutantlarina iligkin
uzun PZR Urdnlerinin %1’lik agaroz jel géruntisu (PZR Uran boyutu
yaklagik 1049 bg’dir).

Elde edilen mutant AVP-NPII dizilerinin, hAVP-pL vektora igerisine Xhol ve Spel
restriksiyon endonukleaz enzimleri kullanilarak aktariimasina iliskin kesim sonuglari

Sekil 4.5’te verilmistir.

Sekil 4. 5. hAVP_ pL vektoru ve G45C, 207 _209delGGC ve G88V uzun PZR
urnlerinin Xhol ve Spel ile kesimleri sonucu agaroz jel goruntusu
(Kirmizi ok ile gosterilen bantlar jelden pdurifiye edilerek ligasyon ile

birlestiriimistir).
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AVP-NPIlI gen dizisinde olusturulan G45C, 207 _209delGGC ve G88V
mutasyonlarini iceren plazmid DNA’larinin DNA dizi analizi ydntemi sonucunda elde

edilen kromatogram goéruntuleri Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8'de verilmistir.
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Sekil 4. 6. G45C mutasyon Orneginin kromatogram goruntusu. A: yabanil tip AVP-

NPII  dizisi, B:G45C mutasyonunu iceren AVP-NPIl dizisindeki
GGC->TGC donuguma.
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Sekil 4. 7. 207_209delGGC mutasyon oOrneginin kromatogram goruntusu. A:
yabanil tip AVP-NPII dizisi, B: 3 baz ciftlik (GGC) delesyon tasiyan
ornegin kromatogram goruntisu.
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Sekil 4. 8. G88V mutasyon 6rneginin kromatogram goruntusu. A: yabanil tip AVP-
NPII dizisi, B: G88V mutasyonunu iceren AVP-NPII dizisindeki

GGC~->GTC donuguma.

4.3. Yabanil Tip ve Mutant AVP-NPII Gen Dizilerini iceren Vektérlerin Neuro2A

Hucrelerine Transfeksiyon Sonuglari

Yabanil tip ve mutant AVP-NPII gen dizilerini iceren vektorlerin Neuro2A hucrelerine
transfeksiyon etkinliginin pEGFP’in es zamanli transfeksiyonu ile kontrol edilmesine

iligkin goruntl Sekil 4.9'daki gibidir.

3

Sekil 4. 9. pEGFP ile transfekte edilen Neuro2A hicrelerinin 48 saat sonraki
goruntusu. a. Transfekte edilen Neuro2A hucrelerine ait goruntu b. Ayni

Neuro2A hucrelerin eg zamanh beyaz 1sik altindaki goruntusu.
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4.4. Hucre Kiilturi Supernatanlarinda AVP Duzeylerinin RIA ve ELISA

Yéntemleri ile Belirlenmesine iliskin Sonuglar

4.4.1. Orneklerin BCA Protein Assay Kit ile Belirlenmis Total Protein

Konsantrasyonlari

Birbirinden bagimsiz gergeklestirilen 3 set transfeksiyon sonucunda, 3 sette yer alan

orneklere ait total protein konsantrasyonlari (mg/ml) ortalamalari $ekil 4.10'da

verilmigtir.
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Sekil 4. 10. Orneklerin total protein konsantrasyonu (mg/ml) ortalamalarina ait
grafik (WT: Yabanil tip AVP, SDM1: G45C mutant, SDM2:
207_209delGGC mutant, SDM3: G88V mutant, pL: icerisinde AVP-NPII

geni bulunmayan plazmid).

4.4.2. AVP Miktarlarinin Radioimmunoassay (RIA) Yontemi ile Belirlenmesine

iliskin Sonuglar

RIA yontemi sonucunda, orneklerin hucre kultura supernatanlarindaki AVP miktar
pg/ml seklinde belirlenmistir. Orneklere ait elde edilen bu degerler, her bir érnegin
total protein miktari degerine (mg/ml) bolunerek, drneklere ait mg hicre proteini
basina pg AVP degerleri (pg/mg) hesaplanmistir. Ardindan veriler Minimum-
Maksimum Normalizasyon (Feature Scaling) yontemi kullanilarak 0-1 degerleri
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arasina yayilarak normalize edilmigtir. RIA yontemi birbirinden bagdimsiz 3 set
seklinde gergeklestirilmistir ve her bir ornek i¢cin 3 adet AVP miktar degerinin
ortalamasina iligkin sonuglar Sekil 4.11°’de verilmigtir. Buna goére, hucre kultar
supernataninda en fazla AVP miktarina (ortalama + SEM) yabanil tip 6rnegi sahiptir
(0,92 £ 0,04 pg/mg). Mutant AVP-NPII gen dizileri ile transfekte olan hlcrelerden
salinan AVP miktarlarindaki siralama ise, 207_209delGGC mutanti (0,78 + 0,05),
G45C mutanti (0,40 £ 0,20), G88V mutanti (0,31 + 0,10) seklinde iken, kontrol icin

analiz edilen pL 6rnegi icin 0,05 £ 0,02 degeri elde edilmisgtir.
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Sekil 4. 11. Transfekte Neuro2A hucrelerinin hicre kultari ortamina salgilamig
olduklari AVP’nin RIA analizi ile élgim sonuglarinin sutun grafigi ile
gosterimi (WT: Yabanil tip AVP, SDM1: G45C mutant, SDM2:
207 _209delGGC mutant, SDM3: G88V mutant, pL.: icerisinde AVP-NPI|

geni bulunmayan plazmid).

4.4.3. AVP Miktarlarinin ELISA Yéntemi ile Belirlenmesine iliskin Sonuglar

ELISA y6ntemi sonucunda orneklerin hicre kulturt sipernatanlarindaki AVP miktar
da pg/ml seklinde belirlenmigtir. RIA yonteminde oldugu gibi, pg/ml seklinde
belirlenen AVP dederleri daha sonra her bir 6rnegin kendine ait total protein miktari
degerine (mg/ml) bélinmesi ile, drneklere ait mg basina pg AVP degerleri (pg/mg)
hesaplanmigtir. Ardindan veriler Minimum-Maksimum Normalizasyon (Feature
Scaling) yontemi kullanilarak 0-1 deg@erleri arasina yayilarak normalize edilmistir ve
her bir érnek icin 5 adet AVP miktar de@erinin ortalamasina iliskin sonuclar Sekil

4.12’de verilmigtir. Buna gore, hicre kultlr sipernataninda en fazla AVP miktarina
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(ortalama = SEM) yabanil tip 6rnegdi sahiptir (0,54 £ 0,15 pg/mg). Mutant AVP-NPII
gen dizileri ile transfekte olan hucrelerden salinan AVP miktarlarindaki siralama,
207_209delGGC mutanti (0,42 £ 0,09), G88V mutanti (0,16 + 0,05), G45C mutanti
(0,15 £ 0,08) seklinde iken, kontrol i¢in analiz edilen pL 6rnegii¢in 0,01 £ 0,01 degeri

elde edilmistir.
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Sekil 4. 12. Transfekte Neuro2A hucrelerinin hlcre kulturd ortamina salgilamig
olduklari AVP’nin ELISA analizi ile 6lgim sonuglarinin sutun grafigi ile

gosterimi (WT: Yabanil tip AVP SDM1: G45C mutant, SDM2:

207 _209delGGC mutant, SDM3: G88V mutant, pL.: icerisinde AVP-NPI|

geni bulunmayan plazmid).

4.5. Neuro2A Hiicrelerinin Floresan Goériintiileme GCalismalarina iligkin

Sonuglar

AVP-NPII genini iceren dizinin EGFP ile igaretli olmasi nedeniyle, AVP proteinleri
mikroskop altinda yesil renkte goruntilenmistir. Hulcre igerisinde ER ise, ER-
Tracker™Red (BODIPY® TR Glibenclamide) (Thermo Fisher Scientific) ile kirmizi
renkte goruntulenirken, hucrelerin  gekirdekleri DAPI ile mavi renkte

goruntilenmigtir.

Boyama yontemi sonucunda elde edilen goruntuler Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15
ve Sekil 4.16’daki gibidir.
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Sekil 4. 13. Yabanil tip AVP ifade eden Neuro2A hcresi.
a. EGFP ile isaretlenmis AVP, b. ER-izleyici ile boyanan goérintu, c.

DAPI ile boyanmis hucre ¢ekirdekleri, d. Beyaz isik altindaki goruntu, e.
Birlestirilmis gorunta.
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Sekil 4. 14. G45C mutant AVP ifade eden Neuro2A hicresi.
a. EGFP ile isaretlenmis AVP, b. ER-izleyici ile boyanan goérintu, c.
DAPI ile boyanmig hicre gekirdekleri, d. Beyaz isik altindaki goruntu, e.
Birlestirilmis goruntu. Mutant proteini ifade eden hicrede, ER’nin kirmizi

rengi ile mutant proteinin (yesil) cakistigi bolgeler turuncu/sar olarak
gOrulmektedir.



Sekil 4. 15. 207-209delGGC mutant AVP ifade eden Neuro2A hucresi.
a. EGFP ile isaretlenmis AVP, b. ER-izleyici ile boyanan goruntu, c.
DAPI ile boyanmig hlicre gekirdekleri, d. Beyaz isik altindaki gorintu, e.
Birlestirilmis gorunta.
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Sekil 4. 16. G88V mutant AVP ifade eden Neuro2A hucresi.
a. EGFP ile isaretlenmis AVP, b. ER-izleyici ile boyanan goruntu, c.
DAPI ile boyanmis hlicre gekirdekleri, d. Beyaz isik altindaki gorunta,
e.Birlestiriimis goéruntli. Mutant proteini ifade eden hlcrede, ER’nin
kirmizi rengi ile mutant proteinin (yesil) cakistigi bolgeler turuncu/sari

olarak gorulmektedir.
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4.6. istatistiksel Analiz Sonuglari

4.6.1. RIA Yontemine Ait Verilerin istatistiksel Agidan Degerlendirilmesi

m RIA ydéntemi icerisindeki her gruba (WT, SDM1, SDM2, SDM3, plL) ait verilerin,

Shapiro Wilk Normallik Testi sonucunda normal dagihm gosterdigi gozlenmistir (p

degerleri > 0.05).

m Veriler normal dagilim gésterdiginden dolayi, gruplar (yabanil tip ve mutant tipler)

arasinda fark olup olmadigi parametrik testlerden Tek Yonlu Varyans Analizi

(Anova) ile degerlendirildiginde, gruplara ait AVP miktar ortalamalari arasinda fark

oldugu bulunmustur (p degerleri < 0.05).

m Gruplar arasindaki farkin hangi gruplar arasinda oldugu ve anlamllik duzeyi

Tukey coklu karsilastirma yontemi ile degerlendirildiginde;

e WT - SDM3 (p=0,037)
e WT -pL (p=0,004)
e SDM2 - pL (p=0,013)

gruplan arasinda fark bulunmus ve

istatistiksel acidan

degerlendirilmigtir. Sonuglar Sekil 4.17°de verilmigtir.
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Sekil 4. 17. RIA  yontemi
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anlamli olarak

gruplara ait AVP miktari ortalamalari

arasindaki farkin istatiksel agidan anlamlilik duzeyinin degerlendiriimesi
(WT: Yabanil tip AVP SDM1: G45C mutant, SDM2: 207_209delGGC
mutant, SDM3: G88V mutant, pL: icerisinde AVP geni bulunmayan

plazmid) (*anlamli fark vardir, **daha fazla anlaml fark vardir).

&9



4.6.2. ELISA Yoéntemine Ait Verilerin istatistiksel Agidan Degerlendirilmesi

m ELISA yontemi icerisindeki her gruba (WT, SDM1, SDM2, SDM3, pL) ait veriler
normal dagilim gostermektedir (p degerleri > 0.05).

m RIA yontemine ait verilerde oldugu gibi, ELISA yontemine ait veriler de normal
dagilim gosterdiginden dolayi, gruplar (yabanil tip ve mutant tipler) arasindaki fark
parametrik testlerden Tek Yonli Varyans Analizi (Anova) ile degerlendiriimis ve
gruplara ait AVP miktar ortalamalari arasinda fark oldugu bulunmustur (p degerleri
<0.05).

m Gruplar arasindaki farkin hangi gruplar arasinda oldugu ve anlamlilik duzeyinin
Tukey ¢oklu karsilastirma yontemi ile degerlendiriimesi sonucunda;

e WT -pL (p=0,006)

e SDM2 - pL (p=0,041)

gruplann arasinda fark bulunmus ve istatiksel agidan anlamli olarak

degerlendirilmigtir. Sonuglar Sekil 4.18’de verilmigtir.

E 1-2- *k

£ 1.0 x

'5_ *
g 0.8'

+ 0.6

g

S 041

2

o 0.2

>

< 0.0' T T T

N 2 )
& S5V S &

Sekil 4. 18. ELISA yoOntemi igerisindeki gruplara ait AVP miktari ortalamalari
arasindaki farkin istatiksel agidan anlamlilik duzeyinin degerlendiriimesi
(WT: Yabanil tip AVP SDM1: G45C mutant, SDM2: 207_209delGGC
mutant, SDM3: G88V mutant, pL: icerisinde AVP geni bulunmayan
plazmid) (*anlamli fark vardir, **daha fazla anlaml fark vardir).
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4.6.3. RIA ve ELISA Yontemleri Arasindaki Uyumun Bland-Altman istatistiksel

Yontemi ile Degerlendirilmesi

RIA ve ELISA ydntemlerinin kendi aralarinda yeterince uyumlu olup olmadiklarinin
bir diger ifade ile, ELISA yonteminin RIA ydntemi yerine kullanilabilirliginin
belirlenmesi icin gergeklestirilen Bland-Altman Yontemine iligkin sagilim grafiginin
cizilebilmesi igin hesaplanan istatistiksel degerler Cizelge 4.1'de verilmistir. ki
yonteme ait fark degerlerinin normal dagihm gdsterdigi goriimustir (p=0.083).
Hesaplanan istatistiksel degerlere gore ¢izilen Bland-Altman sac¢ihgim grafigi ise
Sekil 4. 19°daki gibidir.

Cizelge 4. 1. Bland-Altman Ydntemine lligkin istatistiksel Degerler.

Farklarin Ortalamasi (d) Farklarin Standart Sapmasi (s) Alt Sinir Ust Sinir
0,209 0,203 -0,189 0,608
0.80-
< ® d +1.96s
[7)] L R e L LT L e L EE P S
3 DER 0,608
.
< 0.40- °
2 °
~ Ortalama
= ® ] ]
E 0.20 . ° R 0,209
& 0.009*? .
T
d-1,96s
x ............................................................ Ll
5 2l 0,189
-0.40-

Ortalama degerler (RIA+ELISA/2)

Sekil 4. 19. Bland-Altman sagilim grafigi (d : farklarin ortalamasi, s: fark degerlerine

ait standart sapma).

Sekil 4.9'da yer alan Bland-Altman sagilim grafiginde de goruldugu uUzere, fark
degerlerinin genellikle sifir degerine yakin oldugu (0,209), bu degerlerin %95’inin
glven araliklari icerisinde bulundugu ve %95 glven araliklari gizgilerinin birbirine

yakin oldugu gorulmektedir.
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5. TARTISMA

Ailesel norohipofizyal diabetes insipidus, AVP-NPII geninde meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu hastaliga neden oldugu bilinen,
yayinlanmig mutasyonlarin sunuldugu HGMD veri tabaninda AVP-NPII gen bolgesi
icin 75 adet farkli mutasyon bulunmaktadir. Bu mutasyonlar genellikle genin ikinci
ekzonunda yer almaktadir ve bunlarin blylk cogunlugu (62 adet) tek baz
degisiklikleri sonucu olusan yanlis anlamli ve anlamsiz mutasyonlardir [75, 78, 79].
Yapilan bu tez calismasi kapsaminda, diabetes insipidus tanili hastalarin AVP-NPII
geninde tanimlanmis U¢ farklh  mutasyonun fonksiyonel analizlerinin
gerceklestiriimesi amaglanmistir. Bu mutasyonlardan G45C ve G88V mutasyonlari
tek baz degisiklikleri sonucu olugsan yanlis anlamh mutasyon grubunda iken,
207 _209delGGC mutasyonu ise klguk delesyon grubu mutasyonlara ornektir.
Mutasyonlarin Gg¢lu de genin ikinci ekzonunda NPIl'yi kodlayan kisimda yer
almaktadir ve bu u¢ mutasyonun da tespit edildigi hastalar, ailesel norohipofizyal
DPnin otozomal baskin kalitim 6zelliginden dolay! sahip olduklari mutasyonlar
acgisindan heterozigottur. Bu mutasyonlar i¢in gerceklestirilen fonksiyonel analiz
g¢alismalari sonucunda elde edilen verilerin degerlendiriimesi ve bu verilerin
literatirde yapilan benzer galismalarin sonuglari ile karsilastirmasi asagida yer
almaktadir.

51. G45C Mutasyonuna Iliskin Fonksiyonel Analiz Sonuglarinin

Degerlendirilmesi

Tez calismasinda fonksiyonel analiz  galismalarinin  gerceklestirildigi
mutasyonlardan biri olan G45C mutasyonu, daha 6nce grubumuz tarafindan yapilan
calismalar ile literatire kazandiriimigtir [88]. Bu mutasyon, AVP-NPII geninin 2.
ekzonunda bulunan NPII'yi kodlayan dizide (45. kodonda) yer almaktadir. Tek baz
degisimi (GGC->TGC) sonucu olusan yanlis anlamli mutasyondur; dizideki tek baz
degisikligi, alifatik radikal gruba sahip nonpolar yapidaki glisin amino asidinin yerine
yuksuz radikal gruba sahip polar yapidaki sistein amino asidinin gelmesi ile
sonuglanmaktadir. Protein dizisindeki amino asit degisimi, éncul hormon yapisinin
katlanarak fonksiyonel ¢ boyutlu yapisini almasinda énemli bir yere sahiptir. Bu
oncul yapinin ER igerisinde dogru bir sekilde katlanmasinin ise, yapida kritik olarak
yerlesen amino asitlerin dizideki konumuna bagli oldugu belirtiimektedir. Bu amino
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asitlerden biri, molekllun serbestge donmesini saglayan glisin kalintisidir. Bir digeri
sistein kalintisidir, ginkd oncul hormon yapisi katlanirken dizide bulunan sistein
kalintilari arasinda disulfit baglari olusarak 6ncul hormonun konformasyonu
stabilize edilmektedir ve yabanil tip 6ncll hormon yapisinda toplam 8 adet distilfit
bagi bulunmaktadir [11, 87]. G45C mutasyonu sonucunda olugan mutant proteinde
diziden glisin kalintisinin eksilmesi ve nonpolar yapidaki glisin amino asidinin polar
yapidaki sistein amino asidine dontisumda ile proteinin (hormonun) yapisindaki
polarite degisikligi sonucu mutant proteinin dogal konformasyonunu kazanmasinda
hatalara neden olabilecegi ve yapiya fazladan bir adet sistein amino asidi girmesi
sonucu disulfit baglarin yanlis sekilde olusabilmesinden dolayr éncul hormonun

katlanmasi ve stabilizasyonunda hatalara neden olabilecegdi sonucuna variimigtir.

Mutant proteinler i¢in gergeklestirilen fonksiyonel analiz ¢alismalarindan RIA analizi
sonucuna gore, G45C mutanti yabanil tip ile karsilastirildiginda, yabanil tipe (0,92
t 0,04 pg/mg) gore hicre besiyeri sipernatantinda daha dusuk seviyede (0,40 +
0,20 pg/mg) AVP miktarina sahiptir (Sekil 4.11). Diger mutantlar ile
kargilastirildiginda ise, G88V mutantinin sahip oldugu AVP miktarina (0,31 + 0,10
pg/mg) yakin oldugu gorulmektedir. Tez galigmasi kapsaminda RIA yontemine
alternatif bir ydontem olarak denenen ELISA ydntemi sonuglari da benzer sonuglar
icermektedir (Sekil 4.12). Bu yonteme gore de, G45C mutanti (0,15 £ 0,08 pg/mg)
yabanil tip ornegine (0,54 + 0,15 pg/mg) gore hlcre besiyeri supernatantinda daha
dusuk seviyede AVP miktarina sahiptir. Diger mutantlar ile karsilastirma
yapildiginda, en dustik AVP miktarina sahip olan mutantin, G45C mutanti oldugu
gorulmektedir. Bunun yaninda G88V mutanti (0,16 £ 0,05 pg/mgq) ile oldukca yakin
AVP miktarina sahip oldugu da dikkat gcekmektedir. Bu durum da gerceklesen
mutasyonlarin AVP hormonunda benzer etkilere sahip oldugunu gostermektedir.
Mutasyonlar sonucunda oncul hormon yapisindaki amino asitlerin degisimi sonucu
proteinin yani hormonun ER’de katlanmasi sirasinda olusan hatalar, mutant
proteinin ER’den tagsinmasini ve hiicreden salinmasini etkileyebilmektedir [15, 103-
104]. Bir diger fonksiyon analiz g¢aligmalarindan olan floresan goruntileme
calismalarinin sonuglari da ELISA ve RIA analiz sonuglarini destekler niteliktedir.
Sekil 4.14’te de goéruldagu gibi, ER’nin kirmizi rengi ile mutant proteinin yesil

renginin c¢akistigi bolgeler turuncu/sari olarak gorulmektedir. Bu sonuca bagh
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olarak, mutant proteini ifade eden Neuro2A hucresi igerisinde G45C mutant
proteinin ER’de takili kalmig oldugu yorumu yapilmigtir.

5.2. 207-209delGGC Mutasyonuna iliskin Fonksiyonel Analiz Sonuglarinin

Degerlendirilmesi

Fonksiyonel analiz galismalarinin gergeklestirildigi bir diger mutasyon olan 207-
209delGGC mutasyonu da daha once grubumuz tarafindan yapilan galismalar ile
literatire kazandirilmigs mutasyonlardan biridir [84]. Bu mutasyon, kuglk delesyon
grubu mutasyonlara ornektir. AVP-NPII geninin 2. ekzonunda bulunan NPII'yi
kodlayan dizide 3 baz ciftlik delesyonun gergceklesmesi sonucu olusmustur.
Mutasyon, dizide treonin amino asidini kodlayan 69. kodonun (ACG) uguncu
nukleotidi olan G nukleotidi ile birlikte alanin amino asidini kodlayan 70.kodonun
(GCT) ilk iki nUkleatitidi olan GC nukleotidlerinin (GGC) delesyonu sonucu meydana
gelmekte ve delesyonun ardindan dizide ¢ergeve kaymasi gorulmemektedir. Clnku
69. kodonda delesyondan sonra geriye kalan AC nukleotidi ile 70.kodonda T
nukleotidinin birlesmesi ile ACT kodonu treonin amino asidini kodlamaktadir,
yabanil tip dizide de 69. kodon treonin amino asidini kodlamaktadir. Yabanil tip
dizide treonin amino asidinden sonra sirasiyla alanin ve glutamin amino asitleri
gelmektedir. 207-209delGGC mutant dizisinde ise treonin amino asidinden sonra
gelen alanin amino asidi diziden ¢ikmig olmakta ve amino asit dizisi treonin amino
asidinden sonra glutamin amino asidi olarak devam etmektedir. Sonugta ¢erceve
kaymasi gortlmemekte ve yabanil tip dizi ile mutant dizi arasindaki tek fark olarak
sadece alifatik radikal gruba sahip ve nonpolar yapidaki alanin amino asidi
delesyona ugramaktadir (Sekil 5.1).

Fonksiyonel analiz ¢alismalarindan RIA analizi sonucuna goére, 207-209delGGC
mutanti (0,78 + 0,05 pg/mg) hlcre besiyeri sipernatantinda yabanil tipte (0,92 *
0,04 pg/mg) gorulene yakin seviyede AVP miktarina sahip iken, diger mutantlara
gore de oldukga yuksek AVP miktarina sahip oldugu gorulmektedir (Sekil 4.11).
ELISA yonteminde elde edilen benzer sonuglarda da, bu mutantin (0,42 = 0,09
pg/mg) yabanil tipe (0,54 + 0,15 pg/mg) olduk¢a yakin miktarda AVP hormonuna
sahip oldugu Sekil 4.12°de gorulmektedir. Sekil 4.15°deki floresan goruntuleme
calisma sonucu da, RIA ve ELISA olmak uUzere her iki yontemin sonucunu
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desteklemektedir. Sekilde, yabanil tip 6rneginde oldugu gibi (Sekil 4.13), mutant
proteinin hucrenin ER kisminda takili kalmis olabilecegini belirten herhangi bir
turuncu veya sari renk olusumu goérilmezken, mutant proteini ifade eden Neuro2A

hdcrelerinin tim kisimlari yesil renginde gorulmektedir.

a. 193 TGCTTCGTGGGCACGGCTGAGGCGCTGCGCTGC 225 Yabanil DNA Dizi
b. 65 Cys-Phe-Val-Gly- Thr- Ala- Glu- Ala-Leu-Arg-Cys 75 Yabanil Amino Asit Dizi

1

c. 193 TGCTTCGTGGGCACGGCTGAGGCGCTGCGCTGLC 225 Yesil bolge: delesyon
d. 193 TGCTTCGTGGGCAC TGAGGCG CTGCGCTGC 225 Mutant DNA Dizi

e. 193 TGCTTCGTGGGCACTGAGGCG CTGCGCTGC 225 Mutant DNA Dizi

f. 65 Cys-Phe-Val-Gly- Thr-Glu- Ala- Leu-Arg-Cys 75 Mutant Amino Asit Dizi
g 65 Cys-Phe-Val-Gly- Thr- Ala- Glu- Ala-Leu-Arg-Cys 75 Yabanil Amino Asit Dizi
h. 65 Cys-Phe-Val-Gly- Thr- Glu- Ala- Leu-Arg-Cys 75 Mutant Amino Asit Dizi

Sekil 5. 1. 207-209delGGC mutantina ait AVP-NPII DNA ve amino asit dizilerinin
gOsterimi ve yabanil tipe ait diziler ile karsilastirilmasi. Sekilde AVP-NPII
DNA dizisinin 193-225 nUkleotitleri arasindaki bdlge ve bu bdlgeye
karsilik gelen amino asit dizisi (65-75 kodonlari arasi) gosterilmektedir.
a. Yabanil AVP-NPII DNA dizisi b. Yabanil dizinin kodlamis oldugu
yabanil amino asit dizisi c. ve d. Yabanil AVP-NPII DNA dizisi Uzerinde
delesyona ugrayan nukleotitlerin yesil renk ile gosterimi e. Delesyon
sonrasi olusan mutant AVP-NPII DNA dizisi f. Mutant DNA dizisinin
kodlamis oldugu mutant amino asit dizi g ve h. Yabanil ve mutant AVP-
NPII DNA dizisinin karsilastiriimasi
Not: AVP-NPII DNA dizisinde kodonlarin ve kodonlarin kodlamig oldugu
amino asitlerin takibini kolaylastirmak amaciyla kodonlar birer aralikla
sari renk ile isaretlenmistir. Yabanil tip dizide yer alan ve mutant dizide

bulunmayan alanin amino asidi ise mavi renk ile vurgulanmigtir.
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Fonksiyonel analiz galismalarinin her birinden elde edilen sonuglar birlikte ele
alindiginda, 207-209delGGC mutanti yabanil tip ornegi ile oldukgca benzer
sonuglara sahiptir. Bu durum da gergeklesen delesyonun 6ncul AVP hormonun
yapisinda, katlanmasinda veya hucre igi trafigi sonucu hicreden salinmasinda
onemli herhangi bir etkiye sahip olmadigini gostermektedir. Delesyon sonucunda
mutant amino asit dizisinde yabanil tip diziden farkli olarak sadece alanin amino

asidi bulunmamaktadir.

Tek amino asit eksikliginin 6ncul hormonun yapisinda ve bu 6ncul hormonun
hiacrede iglenerek AVP, NPIl ve glikopeptid kisimlarina ayrilarak hucreden

salinmasinda etkisiz olabilecegi sonucuna varilmistir.

5.3. G88V Mutasyonuna iliskin Fonksiyonel Analiz Sonuglarinin

Degerlendirilmesi

Tez galismasi kapsaminda fonksiyonel analiz ¢calismalarinin gergeklestirildigi bir
diger mutasyon G88V mutasyonudur. Bu mutasyon, 2008 yilinda Melo ve ark.
tarafindan literatire kazandiriimig olup [195], grubumuz tarafindan yapilan
calismalar sirasinda Diabetes insipidus’lu bir hastada da tanimlanmistir [107].
G88V mutasyonu, AVP-NPII geninin 88. kodonunda meydana gelmistir, bu da genin
2. ekzonundaki NPII'yi kodlayan diziye kargilik gelmektedir. G45C mutasyonunda
oldugu gibi, tek baz degdisimi (GGC->GTC) sonucu olusan yanlis anlamli
mutasyondur. Dizideki tek baz degisikligi sonucunda, alifatik radikal gruba sahip
nonpolar yapidaki glisin amino asidi yine ayni Ozelliklere sahip olan valin amino
asidine donusmaustur. Glisin amino asidi kuiguk bir yan zincire sahip iken, valin amino
asidi glisine oranla biraz daha buyuk dallanmig bir yan zincire sahiptir [209]. Glisin,
protein yapilarinin olusmasinda kritik éneme sahip bir amino asit oldugundan,
diziden glisin amino asidinin eksilmesi 6ncul proteinin (hormonun) katlanarak
fonksiyonel olan dogal konformasyonunu kazanmasinda hatalara neden olabilecegi

sonucuna varilmigtir.

RIA analizi sonucuna goére, G88V mutant érnegi, yabanil tip ve diger mutantlar
icerisinde hucre besiyeri supernatantinda en dusuk seviyede AVP miktarina (0,31 £
0,10 pg/mg) sahip mutanttir. Bunun yaninda, bu miktarin G45C mutantin sahip
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oldugu AVP miktarina (0,40 + 0,20 pg/mg) oldukg¢a yakin oldugu Sekil 4.11’de
gorulmektedir. ELISA yontemi sonucuna gore ise, G88V mutantindan gok kuguk bir
farkla, hicre besiyeri supernatantinda G45C mutanti en dusik seviyede AVP
miktarina (0,15 £ 0,08 pg/mg) sahiptir. G88V mutant 6rnegine ait AVP miktarinin da
aslinda G45C mutant 6rnegine egit sayilabilecek kadar ¢ok yakin bir degere (0,16
0,05 pg/mg) sahip oldugu Sekil 4.12’de gorulmektedir. G88V mutant proteinini ifade
eden Neuro2A hucrelerinin mikroskop goruntuleri de RIA ve ELISA ydntemlerinin
sonucunu desteklemektedir. Sekil 4.16’da goruldugu Uzere, mutant proteini ifade
eden Neuro2A hucresindeki sari/turuncu renk olusumu mutant proteinin ER’de takili
kalmis oldugunu dusundurmektedir.

Sonug itibariyle, tez calismasinda fonksiyon analizleri gergeklestiriien tim
mutasyonlar ve analiz sonuglari birlikte ele alindiginda, delesyon gerceklesen
mutant Ornegin yabanil tip ornekle benzer sonuglar verdigi ve bu nedenle
gerceklesen delesyonun 6ncll hormon Uzerinde olumsuz herhangi bir etkiye sahip
olmadidi yorumu yapilmistir. Burada delesyonun 3 nukleotit gibi kiguk boyutta
olmasi ve sonucunda yabanil tip amino asit dizisinden farkli olarak sadece alanin
amino asidinin eksik olmasinin 6ncul hormonun katlanarak U¢ boyutlu yapisini
almasi, buna bagl olarak hlcre igindeki trafigini ¢ok fazla etkilemedigi sonucuna
varilmigtir. Diger yandan, ¢alismada yer alan tek baz degisimi (nokta) mutasyonlarin
daha etkili sonuglara sahip oldugu goérulmuastir. Bu mutasyonlarin sonucunda
meydana gelen amino asit degisimlerinin 6ncul hormonun katlanarak dogal
konformasyonunu kazanmasinda olumsuz etkiye veya hataya neden olabilecegi,
yanhs katlanan mutant hormonun hicrede ER kontrol mekanizmasindan
gecemeyerek ER igerisinde takili kalabilecedi ve boylece bir sonraki basamak olan
Golgi aygitina ilerleyemeyecegi ve haliyle burada gergeklesen igslenme basamaklari
gerceklesemeyeceginden oncul hormonun AVP, NPII ve glikopeptid kisimlarina
ayrilamadigi dusunulmustir. Sonugta, AVP’nin, kendisinin tasiyici proteini olan
NPIl'ye baglanamadidi ve bdylece hormonun sentezlendidi hlcreden, hicrenin
icinde bulundugu besiyerine salinamadigi yorumu yapilmigtir. Mutant AVP hucre
besiyerine salinamadigi igin, hicre besiyeri supernatanlarindaki AVP miktarinin
ELISA ve RIA 6lcimU sonucunda dustk seviyede bulundugu dusinUimastir.
Besiyerinde dusuk seviyede de olsa AVP miktarinin dlgliimesi ise, mutant dncl

hormonlarin az bir kisminin ER’den kagarak islendigi ve hucre igi trafigi sonucunda
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hdcreden salinabildigi ve bu durumun yabanil tip hormonda goérulenden ¢ok daha
yavas bir hizda gergeklesmesinden kaynaklandigi belirtiimistir [14]. Buna karsilik,
herhangi bir mutasyon igermeyen yabanil tip 6rneginde, AVP’nin hcre igi trafiginde
herhangi bir hata olmamasindan dolayi normal olarak hticre besiyerine salinabildigi
ve bu nedenle burada dlgulen AVP miktarinin mutant drneklere gore oldukca yuksek

bulundugu yorumu yapilmigtir.

Tez calismasi kapsaminda yer alan G45C ve G88V mutasyonlari ile sirasiyla ayni
kodonda olduklari tespit edilen G45R (NPIlI'deki pozisyonu NP14G) ve G88S
(NPIlI'deki pozisyonu NP57G) yanlis anlamli mutasyonlarina iligkin fonksiyonel
analiz ¢calismalari Nijenhuis ve ark. [210] tarafindan gercgeklestiriimigtir. Calisma
kapsaminda bu mutasyonlara ek olarak, E78G (NPIlI'deki pozisyonu NP47E) ve
G96V (NPIl'deki pozisyonu NP65G) mutasyonlari da incelenmis ve tum
mutasyonlarin hastaligin otozomal baskin tipine neden oldugu belirtiimistir.
Calismaya gore, 6ncll hormonlarin igslenme sureci immunopresipitasyon deneyleri
ile arastirilirken, hicreden salinma durumlari radyoimminoanaliz yontemi ile
incelenmigtir. Calismada, yapilan tez c¢alismasi ile uyumlu olarak, mutant
proteinlerin hlicreden salinma seviyelerinin degisiklik gosterdigi bulunmustur. Ayrica
oncul hormonlarin iglenme surecinde de mutantlar arasi fark oldugu belirtilmistir.
Onciil hormonlarin islenmesi ve hiicreden salinmasi degerlendirildiginde, yabanil tip
ornegine oranla, en fazla olumsuz etkiye G45R ve G96V mutantlarinin sahip oldugu
gOrulmustur. Bu 6ncul mutant hormonlarin vazopressin-NPIl ara urlin yapisina
islenmesinde hata oldugu ve hiicreden en dusulk seviyede salinan mutant proteinler
oldugu belirlenmistir. Buna karsilik G88S mutanti nispeten daha olumlu bir islenme
ve hicreden salinma sergilemistir. Ayrica yapilan immunofloresan ¢alismalar ile
NPII'ye karsi antikor iceren immuno-boyama sonucunda, yabanil tip proteinin hicre
govdesi boyunca dagiimis halde bulundugu goruntilenmistir. Buna karsilik, mutant
oncul hormonlarin genellikle ER’de agregatlar (kiimeler) halinde bulundugu
belirtiimistir. immuinofloresan calismalari sonucu elde edilen verilerin tez
calismasinda yapilan hucre goruntileme sonuglari ile benzerlik gosterdigi
gorulmektedir. Tek farklilik olarak, tez ¢calismasinda mutant proteinlerin biraraya
gelerek olusturdugu agregat yapilarinin goérinttileme yénteminin farkindan dolayi
g6zlenemedigi dustnulmektedir. Tez ¢alismasi ile Nijenhuis ve ark.’nin ¢alismasi

birlikte ele alindiginda, ayni kodonda meydana gelen farkli mutasyonlarin farkl
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etkilere sahip oldugu gorulmastur. Tez galismasinda hicreden salinan en dusuk
seviyedeki AVP’'nin G45C ve G88V mutantlarina ait oldugu ve bu degerlerin birbirine
yakin oldugu gozlenirken, Nijenhuis ve ark.’na ait ¢calismada [210] G45R ve G96V
mutantlarinda en diusuk seviyede AVP olgllirken, G88S mutanti daha yuksek
miktara sahiptir. Meydana gelen mutasyonlar sonucu olugan amino asit degisiklikleri
oncul hormonda yapisal degisikliklere neden olmakta ve bu degisikligin boyutuna
go6re oncul hormon katlanmasi, islenmesi, hicre ici trafigi ve hlicreden salinmasi
etkilenmektedir. Eubanks ve ark. [211] tarafindan DI hastaligina neden olan gesitli
mutasyonlarin (G17V, G57S, G57R) NPII'nin katlanma ve fonksiyonu uzerine
etkilerinin arastinlldig1 gcalismada da bu veriler ile uyumlu sonuglar elde edilmigtir.
Calismada, mutasyonlarin 6ncul hormonun konformasyonel stabilitesini ve

katlanma verimliligini azaltacak yapisal sonuglara sahip oldugu belirtilmigtir.

Tez galismasi kapsaminda fonksiyon analizleri gergeklestirilen mutasyonlarin Ggu
de ailesel ndrohipofizyal DI'nin otozomal baskin formuna neden olmaktadir. Bu
hastaligin otozomal baskin formuna neden olan ilk mutasyonun (G88S) 1991 yilinda
tespit edilmesinin ardindan [106], yapilan c¢alismalarla birgok mutasyon tespit
edilmistir ve edilmeye devam etmektedir [105, 212-215]. Bu mutasyonlarin
hastaligin patogenezi igin olusturdugu etki ve bu patogenezde rol oynayan
mekanizmalarin aydinlatiimasi igin gesitli calismalar da yapilmigtir [19, 112-113,
116, 216-217]. Calismalardan elde edilen sonuca gore, hastaligin otozomal baskin
formuna neden olan mutasyonlar, sentezlenen mutant éncul hormonlarin yanhs
katlanmasina, yanhs katlanan proteinlerin ER’de birikerek sitotoksik protein
kimeleri olusturmasina sebep olmaktadir. Hicre icin toksik etkilere sahip bu protein
kimeleri, sentezlenmis olduklari magnoseluler hicrelerin fonksiyon kaybina yol
acarak bu hucrelerin 6lumunu tetiklemesine ve boylece ilerleyen noéron kaybina
neden olmaktadir [112-113, 216-217]. Ayrica, ER'de protein kimeleri seklinde
biriken mutant oncul hormonlarin, yabanil tip 6ncll hormon ile heterodimer yapisi
olusturduklari da belirtilmistir [18-19, 116]. Bu durumda mutant éncul hormon,
yabanil tip 6ncul hormonun da islenmesini engellemekte, onun hucre i¢i trafigi ve
hicreden salinmasi uzerinde baskin negatif bir etkiye sahip olmaktadir. Yapilan tez
calismasinda fonksiyonel analizleri gergeklestirilen 3 mutant 6érneginden 2’sinin de
yanhs katlanma sonucu ER’de tutuklu kalmasina iliskin sonucun literatlrde elde

edilen bu veriler ile tutarli sonuglara sahip oldugu gorulmektedir. Bunun disinda, tez
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calismasi kapsaminda hucre olumu veya mutant ve yabanil tip arasinda
heterodimer yapinin olusup olusmadigini incelemeye yonelik herhangi bir analiz yer

almadigindan bu konuda herhangi bir yorum yapilamamigtir.

Ailesel norohipofizyal DI'nin otozomal baskin formuna neden olan bir sinyal peptid
mutasyonu ve bu mutasyonu tagiyan genin hucredeki etkilerinin arastirildig1 calisma
sonucunda da tez galismasi ile benzer sonuglar elde edilmistir [101]. AVP-NPII
geninin 1. ekzonunda yer alan sinyal peptidi kodlayan dizide meydana gelen nokta
mutasyonu sonucu alanin amino asidi treonin amino asidi ile yer degistirmistir.
Mutant genin, transfekte edildigi htcreler Uzerindeki etkisi AVP miktar dlgumleri,
immunositokimya ve western blot yontemleri ile arastiriimistir. Mutant geni ifade
eden hucrelerde, yabanil tip geni ifade eden hlcrelere oranla AVP miktarinin 8 kat
kadar azaldigi RIA yontemi ile belirlenmistir. Western blot analizleri sonucunda,
mutant gende sinyal peptidin kesilmeyerek korundugu mutant ve yabanil tip protein
bantlarinin agirlik farkindan anlasiimistir. Ayrica mutant dncul hormonlarin ER’de
biriktigi yapilan immuanositokimyasal analizlerle gdsterilmistir.  Calismanin
sonucunda AVP-NPII gen dizisinde meydana gelen mutasyonun, sinyal peptidin
kesilip ¢cikarilma sirasindaki hatalardan dolayi sinyal peptidini koruyan anormal bir
oncul hormon olusumuna neden oldugu ve bu 6ncil hormonun ER’de birikerek,
daha fazla igslenme ve hicreden salinma olaylari i¢in noérosalgi vezikillerine
tasinamadigr yorumu yapilmigtir. Mutant geni ifade eden hucrelerde, hucreden
salinan AVP miktarinin azalmasi ve bu mutant proteinlerin hicre iginde genellikle
ER’de yodun bir sekilde gorulmesi tez calismasindan elde edilen sonuglarla
benzerlik gostermektedir. Siggaard ve ark. [101] tarafindan yapilan bu ¢alisma ve
tez caligmasindaki mutasyonlarin AVP-NPII geni Uzerindeki bulundugu ekzonlar
farkh olmasina ragmen benzer sonuglar elde edilmesinin, mutasyonlar sonucu
olusan anormal mutant 6ncul hormonlarin hicre igindeki trafiklerinin genelde ayni
sekilde ilerlemesinden kaynaklandigi disunilmektedir. Ailesel nérohipofizyal DI'nin
otozomal baskin ile resesif formuna neden olan mutasyonlar (sirasiyla Y21H ve
P26L) sonucu olusan mutant oncul hormonlarin hucre igindeki trafiklerini
kargilastirmak icin Christensen ve ark. tarafindan bir ¢alisma yapilmigtir [118].
Mutasyonlardan Y21H mutasyonu, 9 amino asitten olusan AVP hormonun 2.
pozisyonunda amino asit degisimine neden olurken, P26L mutasyonu hormonun 7.

pozisyonunda amino asit degisimine neden olmaktadir. Calismanin sonucunda
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Y21H mutant oncul hormonunun ER’den tasinmasinin ve dolayisiyla normalde
ER’den ciktiktan sonra gergeklesen islenme surecinin bozularak ER’de takil
kaldigi, buna ragmen P26L mutantinin hicre ici trafiginde herhangi bir hata olmadigi
ve ER iginde takili kalmadigi belirtiimistir. Fakat hicrelerden salinan AVP miktarlari
RIA analizi ile hucre kulturd ortaminda belirlendiginde, her iki mutanta ait AVP
miktarinin yabanil tipe oranla azaldigi gosterilmistir. Buna gore, P26L mutantinin
hicre ici trafiginde herhangi bir hata olmamasina ragmen, son iglenme basamagi
olan AVP ve NPIl peptidlerine ayrilmasi basamaginin mutasyondan etkilendigi
belirtiimistir. Bunun nedeni olarak ise, AVP 6ncll hormonunda P26L mutasyonunun
meydana geldigi bolge olan AVP (hormon) peptidinin karboksil u¢ kisminin Rose ve
ark. [218] tarafindan belirtildigi gibi, NPII'nin katlanmasinda herhangi bir 6neme
sahip olmamasidir. Bunun disinda, yapilan kristal yapi ¢alismalarinda da belirtildigi
uzere, hormonlarin karboksil ug kisimlari norofizin peptidine baglanmada ¢ok zayif
katilim gostermektedir [219]. Christensen ve ark. tarafindan yapilan bu ¢alisma ile,
hastaligin otozomal baskin formuna neden olan mutasyonlarin genellikle AVP oncll
hormonun NPII peptidinin katlanmasi ve/veya dimerizasyonu ve sonrasinda ER’den
tasinmasi i¢cin 6nemli olan amino asit kalintilarini degistiren mutasyonlar oldugu
hipotezi desteklenmis olmaktadir. Hastaligin otozomal baskin formuna neden olan
3 farkli mutasyonun incelendigi tez ¢alismasinda da, 207_209delGGC mutasyonu
hari¢ diger 2 mutasyonun (G45C ve G88V) fonksiyonel analiz ¢alismalarinin sonucu

bu hipotezi destekler niteliktedir.

Tez calismasi kapsaminda nokta (tek baz degisimi) mutasyonu sonucu meydana
gelen yanls anlamli mutasyonlardan iki tanesinin (G45C ve G88V) fonksiyonel
analizleri gergeklestiriimigtir. Literatirde de ailesel nérohipofizyal DI'ye neden olan
ve tek baz degisimi sonucu olusan yanhs anlamli mutasyonlara iligkin benzer
caligsmalar tarandiginda, farkli mutasyonlarin da AVP 6ncul hormonu tzerinde genel
olarak benzer etkilere sahip oldugu goérulmustur. Christensen ve ark. [14] yapmis
oldugu bir ¢calismada, otozomal dominant ailesel nérohipofizyal DI'ye neden olan
AVP-NPII genindeki iki farkli nokta mutasyonun (Y21H ve V67A) AVP prohormonun
hicresel tagsinmasini nasil etkiledigi insan teratokarsinom (NTera2/D1) ve fare
ndroblastoma (Neuro2A) hicre hatlari kulanilarak arastinimistir. Calisilan
mutasyonlardan Y21H, AVP-NPII geninin AVP peptidini kodlayan dizide

bulunurken, V67A mutasyonu, tez galismasinda incelenen mutasyonlara benzer
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olarak, tasiyici proteini (NPIl) kodlayan dizide vyer almaktadir. Yapilan
immunopresipitasyon deneyleri sonucunda mutant prohormonlarin islenmesi ve
salinmasinin yabanil tip prohormona kiyasla azaldigi gosterilirken, RIA analizi
sonucunda, NTera2/D1 hucre kilturld ortaminda her iki mutanta ait AVP miktarinin
yabanil tipe oranla blyuk olgude azaldigi gosterilmigtir. Konfokal mikroskop
goruntulerinde ise, yabanil tip proteinin buyuk gogunlugunun Neuro2A hucrelerinde
sitozole dagilimis halde ve ndron hlcre uzantilarinin u¢ kisimlarindaki vezikuler
yapilarda oldugu gézlenirken, her iki mutant prohormonun da genel olarak ER’'de
lokalize oldugu, V67A mutantinin ayrica ER’nin dis kisminda ¢ekirdek etrafinda
biriktigi gozlenmigtir. Tum bu sonuglar ele alindiginda, mutasyonlarin, duzgun bir
sekilde katlanamayan ve sonug¢ olarak ER protein kalite kontrol mekanizmalari
tarafindan tutulan mutant hormon oOncdlllerinin Uretilmesine yol actigi ileri
surulmastur. Christensen ve ark.’nin galismadan elde ettigi sonuglardan RIA analizi
ve hdcre goruntileme calismalarina ait sonuglar, tez ¢alismasindan elde edilen
sonuglarla buyuk oranda benzerlik géstermektedir. Buna karsilik, tez ¢galismasinda
yabanil tip proteinin hicre uzantilarinin u¢ kisimlarindaki vezikiler yapilarda
gOzlenemememesinin, goruntulemelerin daha detayli sonu¢ veren konfokal

mikroskopta yapilmamasindan kaynaklandigi dugunutlmektedir.

Hedrich ve ark. [220] tarafindan yapilan bir ¢alismada, otozomal baskin ailesel
ndrohipofizyal DI'ye neden olan AVP-NPII genindeki c¢esitli mutasyonlar (G96D,
C98G, A159T) incelenmigtir. Bu mutasyonlardan G96D ve C98G, NPII'yi kodlayan
2. ekzonda de yer alirken, A159T glikopeptidi kodlayan 3. ekzonda yer almaktadir.
Yapilan RIA analizi sonucunda, G96D ile C98G mutanti transfekte edilmis hicrelerin
besiyeri sipernatanlarinda AVP miktarinin yabanil tiptekine oranla buyuk dl¢ide
azaldigr gozlenmigtir. Bu sonuglari destekler nitelikte olan immunositokimyasal
analiz sonucunda, mutant AVP-NPII proteinlerinin ER’nin bulundugu kisim olan
cekirdek etrafindaki sitoplazmada biriktigi gdsterilmistir. A159T mutasyonunu
tasiyan hastada, diabetes insipidus hastaligina iliskin herhangi bir belirti
gorulmemekle birlikte, hicre besiyeri sipernatanlarindaki AVP miktari yabanil tipte
gorulene yakin miktarda oldugu belirtiimigtir. Hucre goruntuleme c¢alismalarinda da
yabanil tip ve A159T mutant AVP-NPII proteinleri Neuro2A hcrelerinin dendiritik
kisimlarinda salgi vezikllleri ile birlikte goértlmuastiur. Calismanin sonucunda 3.

ekzondaki A159T mutasyonunun herhangi bir patolojik etkisi olmadigi, hastaliga
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neden olan bir mutasyon olmadigi ve nadir bir polimorfizm olarak degerlendirilmesi
gerektigi belirtilmistir. Ikinci ekzondaki mutasyonlarin neden oldugu mutant
proteinlerin hlcre igi trafiklerinde bir hata oldugu, bu nedenle ER’de birikerek salgi
grandllerinin de bulundugu htcrelerin u¢ kisimlarina tasinamadigi, buna bagl
olarak da AVP saliniminda belirgin bir azalma oldugu belirtiimistir. Ayrica 2. ekzonun
AVP’nin hucreden uygun bir sekilde salinmasinda dnemli bir bolge ve mutasyonlar
icin sicak nokta (hot spot) olarak degerlendirilmesi 6nerilmistir. Hedrick ve ark.’nin
calismasinda, yapilan tez cgalismasina benzer olarak otozomal baskin ailesel
norohipofizyal DI tipi ele alinmig ve hastaliga neden olan mutasyonlarin genellikle
ilgili  genin 2. ekzonunda bulundugu belirtimigtir. Yapilan RIA ve
immunositokimyasal analizleri sonucunda elde edilen verilerin, tez ¢calismasindan
elde edilen sonuglarla oldukga benzer oldugu goértlmektedir. Bununla birlikte tez
calismasindan farkli olarak konfokal mikroskop ile hicre uzantilarinin ucunda salgi

granulleri gozlenmisgtir.

Tez calismasi kapsaminda ailesel norohipofizyal DI'ye neden olan farkh bir
mutasyon c¢esidi olarak delesyon mutasyonuna (207-209delGGC) ait fonksiyonel
analiz c¢alismalari gergeklestiriimistir. Tez calismasinda incelenen bu kuguk
delesyon grubu mutasyon (207-209delGGC) hari¢, AVP-NPII geninde tanimlanmig
5 adet daha kig¢uk delesyon mutasyonu bulunmaktadir [79]. Bunlardan 3 baz giftlik
delesyonlar olan C59Delta/A6OW (177-179deltaCGC) ve delGlu47 mutasyonlari 2.
ekzonda NPII'yi kodlayan dizide bulunmaktadir [221-223]. Tek baz cifti delesyonu
(G227del) mutasyonu AVP-NPII geninin 1. ekzonunda sinyal peptidi kodlayan
kisimda yer alirken, U¢ baz ciftlik delesyon (CTT veya TTC) ayni ekzonun AVP’yi
kodlayan dizinin 3. pozisyonunda bulunmaktadir [108, 224]. AVP-NPII geninin 2.
intronunda tespit edilen tek nukleotitlik (G) delesyon da genin splice site bolgesinde
yer almaktadir [98]. Literatirde bu mutasyonlardan sadece AVP-NPII geninin 1.
ekzonunda AVP’yi kodlayan dizide meydana gelen mutasyona ait fonksiyonel analiz
calismalari bulunmaktadir [108]. Mutasyon, 3 baz ciftlik delesyon sonucunda
AVP’nin 3. pozisyonundaki fenilalanin amino asidinin delesyonu ile
sonuc¢lanmaktadir. Calismada, mutant AVP’nin hucredeki ifadesinin sonuglari
incelenmis ve bunun igin hidcrelerden salinan AVP miktarlari RIA yontemi ile
belirlenmistir. Yabanil tip AVP ifade eden Neuro2A hucrelerinden ortama AVP’nin

salindigi, buna karsilik mutant tip AVP ifade eden hucreler ile transfekte olmayan
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hicrelerde AVP’nin hucre kultird ortamina salinmadigr gorulmustur. Transfekte
hacreler tarafindan hucre kualtird ortamina salinan norofizin peptidine iligkin
immunoblot analizlerin sonucunda yabanil tip ve mutant genlerin benzer seviyede
ifade edildigi gdzlenmistir. Ayrica propidyum iyodur ile boyanmis htcrelerin akis
sitometrik analizi, mutant AVP’yi ifade eden Neuro2A hucrelerinde, yabanil tip
AVP'yi ifade eden hucreler ile kargilagtirildiginda, apoptoz oraninin arttigini ortaya
koymustur. Calismanin sonucunda mutant protein Urlnlerinin hicrelere sitotoksik
etkisinin oldugu ve AVP peptidini kodlayan dizideki delesyonun AVP’nin NPII'ye
duzgun bir sekilde baglanmasini etkiledigi belirtiimistir. Wahlstrom ve ark. [108]
tarafindan yapilan galigmada incelenen delesyon ile tez ¢alismasinda yer alan 207-
209delGGC delesyonun her ikisi de 3 baz ¢iftlik kisa delesyon grubu mutasyonlari
olmalarina ragmen her iki ¢alismada mutant genin hicredeki ifade miktarinda
farkhliklar gozlenmektedir. Bu farkliigin, delesyonun gen dizisinde ve dolayisiyla
amino asit dizisinde meydana gelen degisimin buyukligu ve etkisine bagli olarak

oncul hormon yapisindaki farkliliklardan kaynaklandigi sonucuna variimigtir.

Bunlara ek olarak, AVP duzeylerinin belilenmesinde kullanilan RIA yontemi yerine
ELISA yonteminin kullanilabilirligini test eden, bir yontem karsilagtirma analizi olan
Bland-Altman analiz sonuglarina goére, yontemlere ait fark degerlerinin sifira yakin
olmasindan, bu degerlerin %95 guven araliginda kalmasindan ve alt-Ust glven
araliklari arasindaki farkin az olmasindan dolayr ELISA’nin RIA yontemi yerine
kullanilabilecegi gosterilmistir. Diger bir ifade ile, ELISA yontemi ile belirlenen AVP
degerlerinin, geleneksel kullanilan yontem olan RIA yontemi ile elde edilen AVP
degerleri ile oldukg¢a benzer oldugu ve ELISA ydnteminin RIA ydntemi icin alternatif

bir yontem olarak kullanilabilecedi sonucuna variimistir.

Sonug olarak, ailesel norohipofizyal DI'ya neden oldugu daha once tespit edilmig
fakat fonksiyonel analizleri hentz gerceklestirimemis mutasyon (G88V) ile
grubumuzca literatlire kazandirilan yeni mutasyonlarin (G45C ve 207-209delGGC)
fonksiyonel analiz ¢alismalarinin bu tez ¢caligmasi ile gergeklestiriimesi, ¢calismanin
O0zgunligunu yansitmaktadir. Ayrica bu konuda Ulkemizde yapilan ilk galisma
olmasi agisindan son derece buylk éneme sahiptir. Mutant 6ncll hormonlara ait
fonksiyonel analiz c¢alismalari, AVP-NPII gen dizisinde meydana gelen

degisikliklerin proteinin kritik bolgelerinin aydinlatiimasi, bu degisikliklerin proteinin
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fonksiyonu Uzerinde nasil bir etkiye sahip oldugununun anlagiimasini saglayacaktir.
Boylece hastaligin altinda yatan molekiler mekanizmalarin tam olarak
aydinlatiimasi ile erken tani ve tedavi yaklasimlari ile birlikte tedavide daha hizl ve
etkili sonug verebilecek yeni farmakolojik ajanlarin gelistiriimesine katki saglayacagi
dusunulmektedir. Ailesel norohipofizyal DI nadir kalitsal bir hastalik olarak
tanimlandigi igin bu gibi hastaliklarda populasyonlardaki hasta sayisinin az olmasi
ve bu nedenle 6rnek toplamadaki zorluklar géz 6nuane alindiginda, ¢calismadan elde
edilen sonuglar son derece 6nemlidir. Bunun disinda, AVP miktarini belirlemek icin
geleneksel olarak kullanilan RIA ydnteminin gergeklestiriimesindeki zorluklar
nedeniyle daha hizli sonug veren ve gerceklestirimesi daha kolay olan ELISA
yonteminin alternatif bir yontem olarak kullanilabilecegini géstermesi ¢alismanin

0zgunligunu arttirmaktadir.
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