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Diabetes insipidus (D), asir1 miktarda idrar olusumu (poliiiri) ve ¢ok fazla miktarda su
icme (polidipsi) ile karakterize edilen nadir bir hastaliktir. Bu hastalik nedeniyle idrar
konsantre edilemez. Susuzluk testi, DI tanisin1 dogrulamak igin kullanilir. Testin amaci,
hastanin idrar1 konsantre etme yetenegini gozlemlemek ve arjinin vazopressine
(vazopressin, antidiiiretik hormon, ADH, AVP) olan cevabini degerlendirmektir. Tan1
gecikirse ciddi hipernatremi ve dehidratasyon gibi belirtiler ortaya cikabilir. Tedavide

desmopressin (DDAVP) kullanilir.

Kalitsal veya edinilmis nedenlerle gesitli tiplerde DI hastaligi olugmaktadir. Arjinin
vazopressin reseptor 2 (V2 reseptorii, V2R, AVPR2) ve onu kodlayan genlerde olusan
mutasyonlar ile aquaporin 2 su kanallar1 (AQP2) ve onu kodlayan genlerde olusan

mutasyonlar; konjenital (ailesel, kalitsal) tipteki Nefrojenik Diabetes Insipidus’a (NDI)



neden olmaktadir. Konjenital NDI’da normal sekilde salgilanan ve sentezlenen AVP
varligina veya yiiksek plazma konsantrasyonlarina ragmen idrar konsantre edilemez.
Konjenital NDI’a neden olan V2R genindeki mutasyonlar farkli fenotipte reseptor
olusumuna neden olabilir. Bu farkli fenotipteki reseptdrler, farkli reseptor fonksiyonlari

meydana getirirler ve bunun sonucunda hastaligin seyri ve siddeti degisiklik gosterebilir.

Bu tez ¢alismasmin amaci, konjenital NDI hastaligina neden oldugu bilinen ve V2R
geninde tanimlanan H80Y, V88L, V215M ve L219P mutasyonlarinin, V2 reseptor
fonksiyonu tizerine etkilerinin arastirilmasidir. Bu arastirmalar sayesinde, hastaligin
seyrinin aydinlatilmasi ve gelecekteki tedavi ¢alismalarinda kullanilmast igin bilgiler

sunulmas1 hedeflenmistir.

Bu amag¢ ve hedefler dogrultusunda yapilan deneysel ¢alismalarda, ilgili mutasyonlar
yabanil tip V2R geni iceren memeli ifade vektorleri kullanilarak site-directed mutagenez
yontemi ile olusturulmustur ve COS-7 hiicrelerine transfeksiyonlari gergeklestirilmistir.
Yabanil tip ve mutant V2 reseptorlerinin hiicre i¢i ve hiicre yiizeyindeki ifadeleri, enzim-
bagli immiinosorbent analiz (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) deneyleri ile
tespit edilmistir. Mutant V2 reseptor aktivitesi ise transfekte hiicrelerin AVP ile
uyarilmasi sonucunda cevap olarak sentezlenen siklik adenozin monofosfat (siklik AMP,
CAMP) diizeylerine bakilarak degerlendirilmistir. Ayrica mutant V2 reseptorlerinin hiicre
icindeki yerlesimleri ve endoplazmik retikulumda (ER) takili kalma durumlar: floresan

goriintiileme yontemi ile arastirilmistir.

Sonug olarak, tez kapsaminda ¢alisilan tim mutant tip V2 reseptorlerinin yabanil tipe

gore farkl diizeylerde fonksiyon kaybina ugradiklar1 gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes insipidus, AVPR2, V2 reseptor, V2R, fonksiyon analizi
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Diabetes insipidus (DI) is a rare disease that is characterized by significantly high urine
production (polyuria) and excessive water consumption (polydypsia). This disease
generally prevents concentration mechanism of urine. Dehydration tests are applied for
confirming the diagnosis of DI. The purpose of dehydration test is to observe the patient’s
ability to concentrate urine and to evaluate the patient’s reaction to arginine vasopressin
(vasopressin, antidiuretic hormone, ADH, AVP). In case of late diagnosis, DI can result

in serious hypernatremia and dehydration. DI is treated with desmopressin (DDAVP).

Variations of DI can occur either as a hereditary or an acquired disease. Mutations of
arginine vasopressin receptor 2 (V2 receptor, V2R, AVPR2) and its coding genes as well
as mutations of aquaporin 2 channels (AQP2) and its coding genes cause congenital

(hereditary) type Nephrogenic Diabetes Insipidus (NDI). In cases of congenital NDI,



urine cannot be concentrated despite normal secreted and synthesized AVP levels or high
plasma concentrations. Mutations on V2R gene that cause congenital NDI, can also result
in the creation of different phenotypes of receptors. The course and the severity of disease
can vary due to incompatible receptor functions caused by different phenotypes of

receptors.

The aim of this thesis is to examine the relation between H80Y, VV88L, V215M and L219P
mutations identified in V2R gene, which is known to cause congenital NDI, and V2
receptor functions. The purposes of this examination are to better illuminate the course

of disease and to provide information for further research on the treatment.

In accordance with the purpose of this study following procedure is conducted as an
experimental research. Relevant mutations mentioned above were produced utilizing site-
directed mutagenesis method to mammalian expression vectors containing wild type V2R
gene. These mammalian expression vectors were transfected to COS-7 cells. Intracellular
and cell surface expressions of both wild and mutant types of V2 receptors were
determined with the application of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
experiments. Levels of cyclic adenosine monophosphate (cyclic AMP, cAMP)
synthesized as a response to stimulation of transfected cells with AVP were scanned to
observe mutant V2 receptor activity. Positioning of mutant V2 receptors in the cell, and
their locations in the endoplasmic reticulum (ER) were observed with the fluorescent

imaging method.

As a result, all mutant type V2 receptors studied within the scope of this thesis are
observed to demonstrate varying degrees of function loss compared to wild type V2

receptors.

Keywords: Diabetes insipidus, AVPR2, V2 receptor, V2R, functional analysis
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1. GIRIS

Viicuttaki su dengesinin siirdiiriilmesi memeli yasaminda 6nemli bir yere sahiptir. Bu
nedenle siki bir sekilde hormon kontrolii altindadir. Viicuttaki su dengesinin
saglanabilmesi i¢in su alimi ile su kaybinin denge i¢inde olmasi gerekir. Hipotalamus
viicuttaki su miktarinin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Bu diizenlemeyi ya
susama hissi yaratip su icilmesini saglayarak ya da idrarla su atilimini denetleyerek
yapmaktadir. Hipotalamus tarafindan salgilanan arjinin vazopressin (antidiiiretik hormon,
ADH, AVP) bobreklerde suyun geri emilimini saglamaktadir. Boylece viicuttaki su

miktarinin korunmasi ve diizenlenmesine yardim etmektedir.

Diabetes insipidus (DI), susuzluk hissine bagl asir1 miktarda su igme (polidipsi) ve fazla
miktarda idrara ¢ikma (politiri) gibi belirtileri olan, metabolik bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir. Hastaligin en belirgin semptomu diisikk yogunlukta asir1 idrar
olusumudur. Normal bir insanin giinliik idrar miktar1 1-1,5 litre olarak hesaplanirken, DI
hastalarinda bu miktarin giinde 30 litreye kadar ulasabildigi rapor edilmistir. Hastalar
fazla miktarda su igerek viicudun kaybettigi suyu yerine koymaya calissa bile, yine de
viicutta su miktarinin diizenlenmesi gerceklestirilememektedir. Bu hastalik sonucu,
viicuttaki su dengesi bozulur ve kaybedilen suyun idrardan geri alimi1 diizgiin bir sekilde

gerceklestirilemez. Insanlar i¢in %10'uk bir su kaybi hayati tehlikeye sebep olmaktadir.

Kalitsal Nefrojenik Diabetes insipidus hastaligi (NDI), V2R veya AQP2 genlerinde
meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan DI tipidir. V2R genini kodlayan dizide,
NDI’ya neden olan 200°den fazla mutasyon tanimlanmistir. V2R geninin kodladigr V2
reseptorli bir G-protein bagh reseptordiir (GPCR) ve igerdikleri mutasyonlar da birgcok
konformasyonel hastaliga neden olmaktadir. Bu mutant V2 reseptorlerinin biiyiik bir
kism1 dogru bir sekilde katlanamamakta ve hiicre kalite kontrol (QC) sistemi tarafindan
taninarak, genellikle Endoplazmik retikulumda (ER) takili kalarak, hiicre yiizeyine
ulagsamamaktadirlar. Reseptor proteinler kalite kontrol sisteminde takili kaldiklar1 zaman
fonksiyon kaybina ugradiklari gozlenmektedir. Gergeklesen mutasyonun tipine ve
yerlesimine gore farkli reseptor fonksiyonlar1 gézlemlenmektedir. Bu nedenle olas1 bir

mutasyonun fonksiyonunun anlasilmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Yapilan tez ¢aligmast kapsaminda, V2R geninde tanimlanan H80Y, V88L, V215M ve
L219P mutasyonlarina sahip V2 reseptor proteinlerinin fonksiyonlarinin belirlenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes insipidus

Su metabolizmasindaki 6nemli bir bozukluk sonucu olusa Diabetes insipidus (DI);
25.000-30.000 bireyde 1 goriilen kalitsal bir hastaliktir. Bu hastalik bobrekler yoluyla
asirt miktarda su kaybi ile karakterize edilmektedir. Bobrek, idrart konsantre edemez ve
giinde 3 litreyi asan idrar ¢ikisi olarak tanimlanan poliiiri ve asir1 idrar ¢ikigini telafi etmek
icin normalden fazla su igme durumu olan polidipsi ile sonuglanir. Hastalar giinde 18
litreye kadar idrar tretebilirler ve siirekli su alimina ihtiya¢ duyarlar [1]. Poliiiri ve
hipostentiri (idrarin 6zgiil agirliginin azalmasi) ile birlikte polidipsi, hastanin susuz
kalmas1 durumunda dehidratasyon, hipernatremi ve hacim azalmasina neden olmaktadir
[2]. Hastaligin goriilme sikligi ile cinsiyet ve yas gibi faktorler arasinda herhangi bir
baglant1 bildirilmemistir. Belirtiler agisindan benzerlik gostermelerine ragmen Diabetes
mellutus’tan (DM) farkli olarak hastalarin idrar1 fazla miktarda glukoz gibi ¢dziinen
madde icermez. Bu yilizden DI hastalariin idrart tatsiz ve disik sodyum

konsantrasyonuna sahiptir.

Dl ilk olarak 18. yiizyilda, 3 yasindan itibaren giinde iki kova su tiiketen Fransiz bir kadin
ve 31 yasinda susuzluk ve asir1 idrar ¢ikisi gosteren Ingiliz bir isci iizerinde yapilan
incelemeler sayesinde literatiirde yer almistir [3]. Bu hastalikla ilgili ilk ¢alismalar 1841
yilinda DI’lu sekiz hasta bireyin oldugu bir aile lizerinde gergeklestirilmistir [4], 1892
yilinda ise DI’un kalitsal bir hastalik oldugu saptanmustir [5]. 20. yiizyilin baglarinda
hipofiz bezinin islevi ve DI’un dogast net olarak bilinmemektedir. Yapilan klinik ve
patolojik gozlemler ile arjinin vazopressinin (antidiiiretik hormon, ADH, AVP) hipofizin
orta lobunda {iretildigi varsayilirken, ¢ogu arastirmacit da DI’un bir bobrek hastaligi
oldugunu diisiinmiistiir. Bu yiizden hipofiz ile DI arasinda bir iliski oldugu fikri ileri
stirilmustiir. Trendelenburg, yaptigi ¢alismalarla hipotalamusun AVP igerdigini
gostermistir [6]. Ilk olarak AVP’nin hipofizin arka lobundan hipotalamusa tasindig
hipotezini 6ne siirmiistiir. Ancak hipofiz bezinin ameliyatla ¢ikarilmasi islemi olan
hipofizektomiden sonra bile hipotalamusta yiliksek konsantrasyonlarda AVP
gozlemlemistir. Boylece hipotalamusun, hipofiz arka lob hormonlarini iiretebildigini
aciklamistir [6]. DI’lu bazi hastalarda AVP’nin higcbir etkisinin olmadiginin
kaydedilmesinin ardindan 1945 yilinda Isveg'te Forssmann ve ABD'de Waring tarafindan

yapilan bagimsiz ¢alismalarla iki farkli DI tiiriiniin var oldugu anlagilmistir [7]. Vincent



du Vigneaud ve arkadaslari, oksitosin ve vazopressin sentezi iizerinde ¢alismislardir ve
1955 yilinda du Vigneaud, oksitosin ve vazopressin iizerine yaptigi ¢calismalar sayesinde
Nobel Kimya Odiilii’nii almistir. Son altmis yilda vazopressin hormonunun yapist,
taginmasi, reseptorleri ve etkilerinin genetik kontrolii agikliga kavusturulmustur. Knoers,
arjinin vazopressin reseptorii 2’nin (V2 reseptorii, V2R, AVPR2) lokasyonunu
belirlemistir [8]. Mariel Birnbaumer tarafindan V2 reseptorii igin gen ve cDNA izole
edilmistir [9]. Daha sonraki c¢alismalar bu hastaligin V2 reseptoriindeki genetik
kusurlardan da kaynaklanabilecegini ortaya ¢ikarmistir. Birnbaumer ve ekibi 1992-1994
yillart arasinda yaptiklar1 caligmalarla V2 reseptorii genindeki ilk mutasyonlar1 tespit
ederek mutasyona ugramis V2 reseptoriiniin X'e bagli NDI'nin nedeni olduguna dair
biyokimyasal kanitlari ortaya koymustur [10], [11]. Genetik dalindaki ilerlemeler, diger
DI tiplerini ayrintili olarak karakterize etmeyi miimkiin kilmistir [7] (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. DI ile ilgili temel bulgularin zaman ¢izelgesi. [12] numarali kaynaktan

degistirilerek alinmstir.



2.1.1. Diabetes insipidus Tipleri

Bugiine kadar dort farkli tipte DI tanimlanmustir [13]. Bunlar:

1. Gestasyonel Diabetes insipidus
2. Primer polidipsi

3. Santral Diabetes insipidus

4

Nefrojenik Diabetes insipidus
2.1.1.1. Gestasyonel Diabetes insipidus

Gestasyonel DI, genellikle hamileligin tigiincli veya dordiincii trimesterinde goriilen bir
DI tipidir (Sekil 2.2). Hamilelik sirasinda plesanta tarafindan tiretilen ve AVP yikimini
saglayan vazopressinaz diger bir adiyla sistil aminopeptidaz enzimi, annedeki AVP
islevinin bozulmasina yol agmaktadir. Boylelikle vazopressinaz anzimi AVP ve
oksitosini hizla inaktive eder. Sonucta AVP metabolizmasinda bozukluklar meydana
gelmektedir [14]. Bu durum viicuttaki su metabolizmasinda bir dengesizlige sebep olur
ve poliiiri ile polidipsi gibi semptomlar gézlemlenir. Bu tip DI, dogumdan sonraki 4-6

hafta igerisinde kendiliginden gegmektedir.

( AVP islevinde bozukluklar)

A

Gestasyonel diabetes
insipidus

Plasentadan asiri miktarda
vazopressinaz hormonu
aretimi

Sekil 2.2. Gestasyonel DI patofizyolojisi. [15] numarali kaynaktan degistirilerek

alinmistir.



2.1.1.2. Primer Polidipsi

Asirt miktarlarda su tiiketimi nedeniyle AVP salgilanmasi baskilanir ve idrar ¢ikisinda
artis gozlenir. Buna bagli olarak susuzluk ve sivi aliminda anormal bir artis ortaya ¢ikar
(Sekil 2.3). Genellikle psikolojik nedenlidir. Bunun yani sira enfeksiyon, menenyjit,
graniilomatdz hastaliklar ve agiz kurulugu yapan ilaglar gibi ¢esitli etkenler sonucunda
da meydana geldigi bildirilmistir [16]. Primer polidipsi hastalari, igtikleri su miktarina
bagli olarak bu miktar1 idrarla atabilirler ve hiponatremi gelistirmezler. Hastalik nedenine

bagli olarak iki alt tipe ayrilmaktadir. Bunlar:

1. Dipsojenik DI: Hipotalamustaki susuzluk merkezinde bulunan bir hasara bagl
olarak gelisir. Susuzluk mekanizmas1 asir1 aktif hale gelir ve bunun sonucunda
¢ok fazla miktarda sivi alim1 gézlemlenir [17].

2. Psikojenik DI: Psikiyatrik veya norogelisimsel bozukluklardan kaynaklanan DI
tipidir. Kullanilan psikiyatrik ila¢larin agiz kuruluguna sebep olmasiyla sivi alimi

miktarinda artis gozlemlenir. Buna bagli olarak seyreltik bir idrar olusur [17].

Primer Polidipsi

—— Asin miktarda
su tuketimi

\4

AVP salgilanmasi
baskilanir ve AVP
salinimi azalir

Sekil 2.3. Primer polidipsi patofizyolojisi. [15] numarali kaynaktan ve zerotofinals.com

internet sitesinden degistirilerek alinmistir (Erisim tarihi: 5 Ocak 2021).



2.1.1.3. Santral Diabetes insipidus

Santral Diabetes insipidus (Norojenik, Norohipofizyal, Hipotalemik, Kraniyal,
Vazopressine duyarli, CDI), AVP yapimindaki veya salinimindaki herhangi bir
bozukluktan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.4). AVP, hipotalamus tarafindan sentezlenen bir
peptit hormonudur. AVP sentezindeki veya salimmindaki bozukluga bagli olarak
antiditiretik aktivitede yetersizlik meydana gelir. Otozomal dominant, otozomal resesif
veya X'e bagl resesif olarak aktarilir [18]. DI vakalarinin %90’1m1 olusturur ve en sik
rastlanan tipidir. Herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilir. Genellikle her iki cinsiyeti de esit
miktarda etkiler [19]. Ortaya ¢ikis nedenine gore iki farkli tipi bulunmaktadir [20].
Bunlar; edinilmis CDI ve konjenital CDI’dur.

Vazopressin ve

oksitosin Ureten Santral diabetes
paravenirikiler —

noronlar ~ insipidus

Vazaopressin ve N.'c')rohjpoﬁz
oksitosin dreten 24 : :
supraoptik Paraventrikiler n_oronlarlndakl herhang]
noronlar hipofiz yolu bir hasar veya AVP
genindeki mutasyonlar
1
Optik kiazma :
1
1
|
Supraoptik 1
hipofiz yolu 1
N '
G Arka hipofiz
'\/ AVP salgilanmasinda
'.| bozukluk

On hipofiz

Kilcal damar

Sekil 2.4. CDI patofizyolojisi. [15], [21] numaral1 kaynaklardan degistirilerek alinmistir.



2.1.1.3.1. Edinilmis Santral Dibetes insipidus

Edinilmis CDI, kafa travmalari, beyin tiimdrleri, cerrahi nedenler gibi faktorlere bagh
olarak meydana gelmektedir. Supraoptik veya paraventrikiiler ¢ekirdekler veya
supraoptiko-hipofizeal yolun st kism1 dahil olmak tizere AVP sekresyonunda yer alan
bolgelere verilen hasardan kaynaklanabilir [12]. Genellikle AVP hormonunun
sentezlendigi magnoseliiler néronlarda meydana gelen hasarlardan kaynaklanmaktadir
[22]. Bu bolgede gergeklestirilen cerrahi operasyonlar veya meydana gelen tiimorler de
CDI’ya yol agabilirler. Ayrica AVP hormonunun salgilanmasin1 ve susama hissini
kontrol eden ozmoreseptdrlerdeki hasarlar da AVP salgilanmasinin bozulmasina yol agar
ve bunun sonunda CDI gelisir. Inflamasyon, menenjit, ensefalit ve vaskiiler

hastaliklardan da kaynaklanabilmektedir [22], [23].
2.1.1.3.2. Konjenital (Ailesel) Santral Diabetes Insipidus

CDI'nin  kalitsal tipidir. Ailesel Norohipofizyal Diabetes insipidus olarak da
adlandirilmaktadir. AVP, yukarida da bahsedildigi gibi yalnizca dokuz amino asit i¢eren
kii¢iik bir peptit hormondur. Ondan sadece iki amino asitle farklilik gosteren oksitosine
yakindan benzer [24]. CDI, AVP'nin sentezini, tasinmasini ve salinmasini engelleyen
herhangi bir durumdan kaynaklanir [16]. Fizyolojik kosullar altinda AVP'nin sentezi ve
salinimi, plazma ozmolalitesi veya serum sodyum konsantrasyonu ile diizenlenir. AVP
néron sisteminin ozmoregiilasyonu o kadar hassastir ki, serum sodyum
konsantrasyonundaki %21-2'lik artis bile, AVP geninin transkripsiyonunu ve AVP
hormonunun salinimini 6nemli 6lglide uyarir [25]. AVP, kromozom 20’nin (20p13) kisa
kolunda bulunan AVP geni tarafindan kodlanir [26]. AVP geni ii¢ eksondan ve iki
introndan olusur. Birinci ekzon sinyal peptidi, ikinci ekzon, yiiksek oranda korunmus
merkezi bolgeyi ve liglincii ekzon ise, kopeptin olarak bilinen glikopeptidi kodlamaktadir
[18], [27]. AVP geninde ortaya ¢ikan mutasyonlar sonucunda da CDI meydana
gelmektedir. Gliniimiize kadar yapilan c¢aligmalarla CDI ile iligkilendirilmis 75 tane
mutasyon tanimlanmistir ve bu mutasyonlarin c¢ogunlugu tek baz degisiklikleri

sonucunda olugsmustur.



2.1.1.4. Nefrojenik Diabetes insipidus

Edinilebilen veya kalitsal olabilen NDI, normal sekilde salgilanan ve sentezlenen AVP
varligina veya yiiksek plazma konsantrasyonlarina ragmen idrar1 konsantre edememe ile
karakterizedir [28] (Sekil 2.5). Hiposteniiri ile poliiiri ve polidipsi, hastaligin ana klinik
belirtileridir [29]. Ortaya ¢ikis nedenine gore iki farkli tipi bulunmaktadir. Bunlar;
edinilmis NDI ve konjenital NDI’dur.

---’

Nefrojenik diabetes
insipidus
AVP'ye veya V2R ve AQP2

genlerindeki mutasyonlara
karsl azalmis yanit

AVP icin
bébrek direnci

A J

serbest su emiliminde azalma
¢Ozinen madde igermeyen idrar
¢ikisinda artig

Sekil 2.5. NDI patofizyolojisi. [15] numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir.



2.1.1.4.1. Edinilmis Nefrojenik Diabetes insipidus

Edinilmis NDI'nin ¢esitli nedenleri arasinda ¢ok ¢esitli renal hastaliklar, hipokalemi,
hiperkalsemi veya lityum alimi, sidofovir ve foscarnet gibi antiviral ilaglar yer alir. En
dikkate deger 6rnek lityumdur [12], [28].

2.1.1.4.2. Konjenital (Ailesel) Nefrojenik Diabetes insipidus

Konjenital nefrojenik diyabet insipiduslu hastalarin yaklasik %901, V2 reseptoriinii
kodlayan V2R geninde X’e bagl ¢ekinik hasta formuna sahip mutasyonlar tasimaktadir
[30], [31]. Bugiine kadar, V2R geninde 200'den fazla hastaliga neden oldugu varsayilan
mutasyon bildirilmis ve bunlarin bazilari fonksiyonel olarak karakterize edilmistir.
Mutasyonlar tiim gende yayilmistir ancak hiicre dig1 veya hiicre i¢i domeynlere kiyasla
transmembran domeyninde yaklasik iki kat daha fazla mutasyon meydana gelir [32]. X
kromozomu (Xq28) tizerinde V2R geninin {i¢ eksonu ve iki kiigiik intronu vardir [9], [33].
cDNA dizisi, GPCR ailesine ait yedi transmembran, dort hiicre dis1 ve dort sitoplazmik
bolgeye sahip olan 371 amino asitlik bir polipeptidi olusturur [29] (Sekil 2.6). V2

reseptorii, GPCR siiper ailesi igindeki rodopsin ailesinin 701 tiyesinden biridir [34].
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Sekil 2.6. V2 reseptoriiniin ve hastaliga neden oldugu varsayilan 193 mutasyonunun

sematik temsili. [29] numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir.



NDI hastalarinin geri kalan %10'unun ise esas olarak 12q13 kromozom bdélgesinde
bulunan ve vazopressine duyarli su kanalin1 kodlayan aquaporin-2 genindeki (AQP2)
mutasyonlardan kaynaklandigi ve otozomal dominant veya resesif kalitima sahip oldugu
bildirilmistir [35], [36] (Sekil 2.7). Insan AQP2 geni dort ekson ve ii¢ introna sahiptir

[37]. AQP2, renal toplama kanallarinda vazopressin tarafindan diizenlenen su kanalidir.
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Sekil 2.7. AQP2’nin ve hastalia neden oldugu varsayilan 35 mutasyonunun sematik

temsili. [38] numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir.

Incelenen ailelerin <%10'unda, konjenital NDI, otozomal resesif veya otozomal dominant

kaliim sekline sahiptir. In vitro g¢alisildiginda, ¢ogu V2R mutasyonu, hiicre iginde

hapsolan ve plazma zarina ulasamayan reseptorlerle sonuglanir. Birka¢ mutant reseptor
hiicre yiizeyine ulasir ancak AVP hormonuna baglanamaz veya bir hiicre i¢i CAMP
sinyalinin uygun sekilde olusmasini saglayamaz. Mutant reseptorler, kusurlu hiicre igi
tasinmaya sahiptir. Dogru sekilde katlanamayan mutant proteinler baslangicta ER

igerisinde tutulur ve daha sonra siklikla bozunur. Otozomal resesif NDI'den sorumlu
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AQP2 mutasyonlari, yanlis katlanmis mutant proteinlerin yanlis yonlendirilmesiyle
karakterize edilir ve ER’de hapsolur [39], [40]. (Sekil 2.8). Bu durum, immiinofloresans
deneyleri gergeklestirilerek dogrulanabilir [38]. Mutant protein ER’den nihai hedefine
ulasabilirse, bu mutant proteinler yeterince islevsel olabilirler. Bu amagla farmakolojik
saperonlar kullanmak olas1 bir terapdtik yaklasimdir [41], [42]. Kimyasal veya
farmakolojik saperonlarin, mutant AQP2 ve V2 reseptor proteinlerinin hiicre ici

tutulmasini tersine ¢evirdigi bulunmustur.
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Sekil 2.8. AVP, V2 reseptorii ve AQP2 dahil olmak iizere proteinlerin sentezi ve
islenmesi. Proteinleri sentezleyen ribozomlar, bir sinyal tanima peptidi (SRP) ve SRP
reseptorii (SR) araciligiyla ER’in sitozolik yiiziine baglanir. Peptit, bir translokon yoluyla
membrandan gecer. Vezikiilleri olusturmak i¢in ER'yi sikistiran kaplama proteini olan
COPII c¢ukurlar meydana getirir. Cukurlar vasitasiyla olusturulan COPII kaph
vezikiillerden Golgi aparatina ¢ikis icin dogru katlanma saglanabilir. Yanlis katlanmis
proteinler baslangigta ER’de tutulabilir, ancak sonunda ubikuitin-proteazom sistemi

tarafindan yikilir. [38], [43] numarali kaynaklardan degistirilerek alinmistir.
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2.2. Viicuttaki Su Dengesi

Su, hiicresel homeostaz ve yasam i¢in gereklidir. Su dengesinin diizenlenmesi, sagligin
ve yasamin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir. Ortalama olarak, hareketsiz bir yetigkinin giinde
1,5 litre su igmesi gerekir, ¢iinkii su viicut hidrasyonu i¢in gerekli olan tek siv1 besindir
[44]. Viicudun su dengesi, susuzluk ve bobreklerden idrar olarak su atimi ile uyarilan sivi
alimi ile kontrol edilir. Su ve mineral dengesini korumak, bu bilgiyi isleyen beyindeki
merkezlere sinirsel yollarla baglanan viicuttaki farkli bolgelerdeki hassas koordinasyonu
gerektirir. Ayrica bu merkezler, dilirez ve kan basmcinin ayarlanmasi igin lretilen
humoral faktorlere (n6rohormonlar) duyarhdir. S1vi dengesinin bilesenlerinin ¢ogu, viicut
suyunun durumuna yanit veren homeostatik mekanizmalar tarafindan kontrol edilir. Bir
su ac1g1, hiicre dis1 bélmedeki iyonik konsantrasyonda bir artisa neden olur ve hiicre i¢i
bolmeden suyu alarak hiicrelerin kii¢iilmesine neden olur. Bu kiigiilme, iki tiir beyin
sensorii tarafindan tespit edilir; biri igmeyi kontrol eder. Digeri ise daha kiigiik hacimde
daha konsantre idrar iiretmek i¢in bobreklere esas olarak AVP yoluyla bir mesaj
gondererek idrar atilimin1 kontrol eder. Bdobrekler bu nedenle sivi dengesinin

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar [45].

Su kayiplari, su alimin1 astiginda hipotalamik osmoreseptorlerin aktivasyonu ile, arka
hipofiz bezinden AVP salgilanmasina neden olur. AVP, susuzluk hissini ortaya ¢ikarir
[44]. AVP’nin baskilayict ve antidiiiretik etkileri iyi bir sekilde belgelenmistir. AVP
liretiminin ana bolgesi hipotalamustur ve hipotalamustan gelen yollar, AVP'nin
depolandig1 ndrohipofiz olarak da adlandirilan arka hipofizde sonlanir. AVP salgilanmasi
icin en hassas uyar1 serum ozmolalitesidir. Kii¢iik bir peptit olan AVP, glomeriilden
kolaylikla filtrelenir. Bobrekte metabolize olmaz ve degismeden idrarla atilir. AVP’nin
birincil rolii, bobrek tarafindan suyun ve ¢oziinen maddelerin atiliminin diizenlenmesidir.
Bununla birlikte, bu hormon, kan basinci kontrolii, trombosit agregasyonu, hiicre
kasilmasi, hiicre proliferasyonu, adrenokortikotropin (ACTH) salimi, adrenaller
tarafindan aldosteron salgilanmasi ve pihtilagma gibi bir dizi bagka fizyolojik

fonksiyonda da aktif olarak rol oynayan bir peptittir [30], [31].
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Saglikli bireylerde, sodyum kloriiriin hiicre dis1 konsantrasyonundaki bir artis veya kan
basincinda bir azalma, ozmoreseptorii aktive eder ve bir sinyal olusturulur. Bu sinyal
depolarizasyona neden olur ve ekzositoz yoluyla, nérohipofizde depolanan AVP kan
dolasimina salinir. AVP, 6ncelikle beyinde ve daha sonra ¢evresinde bulunan reseptorleri
araciligiyla etki eder. Bu reseptorler V1a, V1b ve V2 olarak adlandirilir. V1a reseptorleri,
damarlarin diiz kas hiicrelerinin yani sira beyin, adrenal korteks, yag dokusu ve
hepatositler dahil olmak {izere bir¢ok dokuda mevcuttur. V1b reseptorleri esas olarak 6n
hipofizde, adrenal medullada, Langerhans adacik hiicrelerinde ve beyaz adipoz
dokusunda bulunur. V2 reseptorleri bobrekte, toplama kanalinin bazolateral
membraninda ve alveolar epitel hiicrelerinde bulunur [46]. AVP boébreklerdeki toplama
kanallarinin bazolateral membraninda bulunan GPCR ailesinden olan V2 reseptorlerine
baglanir. AVP'nin V2 reseptorlerine baglanmasi, cAMP konsantrasyonunu arttirir ve
protein kinaz A'y1 (PKA) aktive eder, bu da AQP2 aktivasyonuna yol acar. AQP2
tetramerinin dort monomerinden en az TUgiiniin fosforilasyonu gergeklesir. Bu
fosforilasyon adimi, hiicre i¢i cAMP konsantrasyonunun yiikselmesi iizerine AQP2
iceren vezikiillerin plazma membranina hareketi i¢in gereklidir. AQP2 reseptorleri
toplama kanallarinin apikal membranina yerleserek membrani suya gecirgen hale getirir.
Bunun sonucunda renal toplama kanallarinda su gecirgenligi artar [47]. Suyun geri
emilimi saglanarak plazma hacmi ve idrar ozmolalitesi korunur [12]. Nihayetinde, yeterli
su yeniden emildiginde, AVP konsantrasyonu azalir ve AQP2’ler, apikal membrandan
hiicre igine geri donerler ve bu da suyun yeniden emiliminde bir azalmaya yol agar [35]

(Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Bobrek toplama kanalinda AVP tarafindan yonlendirilen suyun geri emiliminin
sematik gosterimi. (1) AQP2, fosforlanmamis tetramerleri olusturur. (2) V2 reseptort, bir
GPCR’dir. (3) AVP’nin baglanmasi, G proteininin aktivasyonuna yol agar ve bu da
adenilil siklaz1 aktive eder. (4) Adenilil siklaz, ATP'yi CAMP'ye doniistiiriir. CAMP'deki
artig, protein kinaz A yolaginin aktivasyonuna yol agar ve bu, AQP2'nin fosforilasyonuyla
sonuglanir. (5) Fosforile AQP2, liimen tarafina bakan apikal membrana hizla yerlesir. (6)
Daha sonra su, ana hiicreye girer. (7) Bazolateral membranda su, hiicreyi AQP3 ve AQP4
yoluyla terk eder. (8) AQP2 defosforillenir ve sitozolik bolmelere geri yonlendirilir. [13]

numarali kaynaktan degistirilerek alinmigtir.
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2.3. G Protein Bagh Reseptorler

GPCR’ler, guanidin niikleotidlerini baglayan bir yapi gosterirler. integral membran
reseptor aileleri arasinda yer alan G protein bagh reseptorler (GPCR’ler), en biiyiik
membran reseptdrleri ailesini olusturur ve hiicresel iletisimde anahtar rol {istlenirler.
GPCR’ler hemen hemen her fizyolojik fonksiyonu kontrol etmede 6nemli rol oynarlar.
Yapilan c¢alismalar, GPCR’lerin birgok patofizyolojik siliregte de yer aldigini
gostermektedir. Neredeyse tiim Okaryotik organizmalarda, mayalarda, bitkilerde,
protozoada ve metazoada bulunurlar. Cok sayida hastaligin tedavisinde onemli ilag
hedefleri olarak gorev alirlar. Giinlimiizde kullanilan ilaglarin %60’indan fazlasinin
hedefi halindedirler. GPCR’ler 3 tane hiicre disi, 3 tane de hiicre i¢i halka tarafindan
birbirine baglanan 7 tane a- heliksin baglanmasi ile olusur ve bunlardan %80’ membrana
gomiili durumdadir (Sekil 2.10). GPCR siiper ailesinin ortak yapisi olan 7-
transmembran-domeyn (7TMD) evrimsel olarak uzun zamandir korunmaktadir [48].
GPCR’lerdeki mutasyonlar da bazi hastaliklara sebep olabilmektedir. Bugiine kadar >30
tek genle kontrol edilen hastaligin GPCR’lerdeki mutasyonlardan kaynaklandig: tespit
edilmistir [49]. Bu hastaliklar arasinda NDI’da yer almaktadir. Brian Kobilka ile Robert
Lefkowitz GPCR’lerin fonksiyonu iizerine yaptiklari ¢aligmalar sonucunda 2012 yilinda

Kimya dalinda Nobel 6diiliinii almaya hak kazanmiglardir.

GPCR'lerin ana islevi; hiicre dis1 uyaranlari, hiicre i¢i yanitlara doniistiirerek hiicrelerin
cevrelerine yanit vermesini saglamaktir. Uyarici bir ligandin (yani agonistin) baglanmasi
tizerine, GPCR'ler heterotrimerik GTP baglayici proteinlerin aktivasyonuna yol agan
konformasyonel degisikliklere ugrar. G proteinleri; a, f ve y alt biriminden olusur. Aktif
olmayan durumda Ga, GDP'ye baghdir (Sekil 2.11). Bununla birlikte, bir GPCR
tarafindan etkinlestirildiginde GDP, GTP ile degistirilir. Sonu¢ olarak, G proteini
GPCR'den ayrilir ve Ga ve Gy alt birimleri ikinci haberciler {ireten proteinleri aktive

ederek transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna ve sonunda hiicresel tepkilere yol agar
[50].
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Sekil 2.10. Tipik bir GPCR yapisi. Ug hiicre dis1 (ECL1-3), ii¢ hiicre i¢i (ICL1-3), Amino
ucu (N-ucu) ve karboksil ucu (C-ucu) gosterilmistir. Tiim GPCR'ler, yedi transmembran
(TM) alani ile hiicre membranindan gecen uzun bir polipeptit amino asit zincirinden
olusur. Bu TM alanlar1, hidrofobik kalintilardan olusan a-sarmallar halinde diizenlenir.
Reseptdr proteininin  N-ucu hiicrenin disindadir ve C-ucu i¢ taraftadir. Bu
konfigiirasyonla ti¢ hiicre dis1 dongti (ECL) ve ii¢ hiicre i¢i dongii (ICL) olusturulur. [51]

numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir.

Inaktif Aktif

Sekil 2.11. G proteini sinyallesme semasi. G proteininin alfa, beta ve gama alt birimleri
gosterilmistir. Ga-GDP ve Gfy'den olusan inaktif heterotrimer, reseptorle birlesir.
Reseptoriin aktivitasyonu, GTP i¢in GDP'nin Ga. alt birimi tarafindan degisimini, Ga'nin
Gpy'dan ayrilmasini ve aktif sinyal iletimini uyarir. Sinyal sonlandirma, GTP hidrolizi ile
olur ve kompleks, inaktif yapiya geri doner. [52] numarali kaynaktan degistirilerek

alinmustir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Yapilan tez ¢calismasi ile NDI hastalig ile iliskilendirilen H80Y, V88L, V215M ve L219P

mutasyonlarmin V2 reseptorii fonksiyonu tizerindeki etkilerinin molekiiler diizeyde

belirlenmesi amaglanmistir. Yapilan deneysel ¢aligmalar ile belirtilen bu mutasyonlarin

reseptor yapisin1 fonksiyonel olarak ne sekilde degistirdiginin agiklanmasi, bu

degisikliklerin hastaligin seyrine nasil etkilerinin oldugunun anlasilmas1 ve benzer

metabolizma hastaliklari icin literatiire katki saglanmasi hedeflenmistir.

Bu amag ve hedefler dogrultusunda yapilan deneysel caligsmalar:

1.

Site-directed mutagenez yontemi kullanilarak Arttirilmis Yesil Floresan Proteini
(EGFP) ile isaretlenmis ve isaretlenmemis mutant V2R gen dizilerini i¢eren ifade
vektorlerinin olusturulmasi,

Olusturulan EGFP ile isaretli ve isaretsiz mutant V2R gen dizilerini igeren ifade
vektorlerinin E.coli (DH5a) kompetan hiicresine transformasyonunun yapilmast,
Olusturulan ifade vektorlerindeki mutant V2R gen dizilerinin DNA dizileme
yontemi kullanilarak dogrulanmast,

EGFP ile isaretli ve isaretsiz yabanil tip ve mutant V2R gen dizilerini igeren ifade
vektorlerinin COS-7 hiicrelerine transfeksiyonunun gerceklestirilmesi,

ELISA deneyleri ile yabanil tip ve mutant V2 reseptérlerinin hiicre i¢indeki ve
hiicre ylizeyindeki ifadelerinin belirlenmesi,

cAMP birikim testi yontemi kullanilarak mutant V2 reseptorlerini ifade eden
hiicrelerin AVP ile uyarilmasi sonucu sentezlenen cAMP diizeylerinin proje
kapsaminda grubumuz tarafindan yapilan ¢aligmalarla belirlenmesi,

COS-7 hiicrelerinde ifade olan EGFP ile isaretlenmis yabanil tip ve mutant V2

reseptorlerinin floresan goriintiileme ¢aligsmalaridir.
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3.1. Fonksiyon Analizi Cahsmalari Kapsaminda Incelenecek Olan V2R Gen

Mutasyonlari

Tez galigsmasi kapsaminda kullanilacak olan mutasyonlar, grubumuz tarafindan 6nceden
yapilan caligmalar sayesinde tespit edilmistir. 2010 yilinda grubumuz tarafindan
baslatilan ve halen devam etmekte olan DI hastaliginin molekiiler patolojisini anlamaya
yonelik ¢alismalar kapsaminda bu tez ¢alismasinda V2R geninde tespit edilen H80QY,
V88L, V215M ve L219P mutasyonlarinin fonksiyon analizleri Hacettepe Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi FBA-2017-14395 Nolu proje
kapsaminda gergeklestirilmistir [53], [54].

3.2. Site-directed Mutagenez Yontemi Kullanilarak EGFP ile isaretli ve Isaretsiz
Mutant V2R Gen Dizilerini i¢eren ifade Vektorlerinin Olusturulmasi

Site-directed mutagenez yontemi, bilinen bir dizide mutasyona 6zgii mismatch primerler
kullanilarak spesifik ve hedefli degisiklikler yaratmay1 saglayan, genellikle PZR tabanli
calismalara dayanarak gergeklestirilen in vitro bir yontemdir. EGFP dizisini igermeyen
mutant V2R dizilerini olusturmak i¢in insan V2R gen dizisini igeren memeli ifade vektorii
olan pLV2R kullanilmistir. EGFP dizisini igeren mutant V2R dizilerini olusturmak igin
insan V2R gen dizisini ve EGFP dizisini i¢eren memeli ifade vektorii olan pLV2R EGFP
kullanilmistir (Sekil 3.1). EGFP igermeyen V2R gen dizisi ELISA ve cCAMP deneylerinde
kullanilirken EGFP igeren V2R gen dizisi ise sadece floresan goriintiileme ¢aligmalarinda
kullanilmigtir. EGFP igermeyen V2R dizisine ait sonuglar proje kapsamindaki “In Vitro
Sartlarda Mutant AVPR2 Proteinlerinin Yari Omiir ve Glikozilasyon Ozelliklerinin
Arastirilmasi1” isimli tez ¢alismasinda verilmistir [54]. Yabanil tip ve mutant pLV2R ve
pLV2R_EGFP ifade vektorlerinin N ucu Haemagglutinin (HA) isareti, C ucu ise FLAG
isareti  tagimaktadir. Aym1 zamanda bu ifade vektorleri transformasyon
gerceklestirildikten sonra LB agar plaklarda iireme seciciligi saglamak amaciyla

ampisilin antibiyotigine diren¢ geni igermektedir.
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Sekil 3.1. Kullanilan ifade vektorlerine ait harita goriintiileri.
a: pLV2R ifade vektoriine ait harita goriintiisii, b: pLV2R_EGFP ifade vektoriine ait harita gortintiisii.

(V2R: AVPR2 geni, EGFP: GFP dizisi, AmpR: ampisilin diren¢ geni, V2R’ nin 5’ ucunda yer alan gri kutu HA isareti, 3’ ucunda yer alan gri

kutu FLAG isareti)
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3.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemi Kullamlarak EGFP ile isaretli ve
Isaretsiz Mutant V2R Gen Dizilerinin Elde Edilmesi

EGFP ile isaretli ve isaretsiz mutant V2R gen dizilerini elde etmek amaciyla ilk olarak
mutant niikleotidi iceren ve mutasyonun yer aldigir bolgeyi de kapsayan ileri ve geri
primerler tasarlanmistir. PZR’de kullanilmak tizere ilgili mutasyona gore tasarlanan ileri
ve geri primerler Cizelge 3.1 ile gosterilmistir. Ilgili mutasyonu olusturmak amaciyla bu
primerler kullanilarak iki ayr1 PZR gergeklestirilmelidir. Mutant bir V2R gen bolgesi elde
etmek i¢in; V2R geninin 5’ ucunda yer alan ileri primer (cozak-HA F) ile ilgili mutasyonu
icine alan geri primer reaksiyona alinmistir. Ayni sekilde, ilgili mutasyonu i¢ine alan ileri
primer ile V2R geninin 3’ ucunda yer alan geri primer (pL-FLAG R) kullanilarak ayri bir
reaksiyon gergeklestirilmistir. Boylece mutasyonun oldugu noktayi igceren 5° bolge ve 3’
bolge ayr ayr elde edilmistir. Bir sonraki asamada, bu iki ayri reaksiyon sonucu elde
edilen driinler, dis primerlerin kullanildig1 bagka bir PZR sayesinde ilgili mutasyonu

iceren tam bir V2R dizisi olusturmay1 saglar.

Cizelge 3.1. Mutasyonlar1 olusturmak amaciyla tasarlanan primer dizileri (F: ileri primer

dizisi, R: geri primer dizisi).

Primer ad Primer dizisi

Cozak-HA F 5’-ccacCATGTACCCCTACGACGTC-3’

H80Y F 5>-TCTTCATTGGCtACTTGTGCCTGGC-3°
H80Y R 5’-GCCAGGCACAAGTaGCCAATGAAGA-3’
V88L F 5’-GCCGACCTGGCCtTGGCTCTGTTCC-3’
V88L R 5’-GGAACAGAGCCAaGGCCAGGTCGGC-3’
V215M F 5’>-TGATGGTGTTCaTGGCACCTACCC-3’
V215M R 5’-GGGTAGGTGCCALGAACACCATCA-3’
L219P F 5’-TGGCACCTACCCcGGGTATCGCCGC-3’
L219P R 5’-GCGGCGATACCCgGGGTAGGTGCCA-3°
pL-FLAG R 5’>-TCATGTCTGGATCCACTAGTTCActtatcgtcatcgtc-3°
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V2R geni tlizerinde site-directed mutagenez yontemi kullanilarak olusturulan H80Y,
V88L, V215M ve L219P mutasyonlari igin tasarlanan primerlerin V2R gen dizisi
tizerindeki yerlesimleri Sekil 3.2°de, pLV2R ve pLV2R_EGFP ifade vektorleri
tizerindeki yerlesimleri Sekil 3.3’te, gen dizisi lizerindeki sematik gosterimleri ise Sekil

3.4’te verilmistir.

V2R ERZ0ON 1 (255 bgl

......... ccccagoccocctocggatggtggococtototoggoctoggttggggcaggggag
ttctgocgtgtctgtoctggggtgococcactoccaaaccogggactecatgggoctgeoctgggg
GATCCTEEETTCTESTEGCATCCGTCTGTCTGACCATCCCTCTCAATCTTCCCTGCOCAGE
ACTEECCATACTGCCACCGACACGTGCACACRCGOCALCAGGCATCTGCCATGCTGECA
TCTCTATAAGGGCTCCAGTCCAGAGACCCTGEGCCATTGARCTTGCTCCTCAGGTAGA
GCTGAGTCCGCACATCACCTCCAGECCCTCAGRACADCTGCCCCAGCCCCACCATGCTC
ATGGCGTCCACCACTTCCGgtaaggecttgococotocatgagtooggtgg . v v v o v v 2

V2R ERZON 2 (885 bg)

.......... ctgcoctaggagccaggaagtgggtgteccggatgggggcacgggaggcagg

cctgagtoccocococctgocacagocaccococtototaaccaggocococtocttocococgactoccttococcag
CTGTGCCTGGGCATCCCTCTCTGCCCAGCCTGCCCAGCAACAGCAGCCAGGAGAGGCCA
CTGGACACCCGEGEACCCGCTGCTAGCCCGGECEEAGCTGELGCTGCTCTCCATAGTCTT

TGTGGCTGTGGCCCTGAGCARATGGCCTGETGCTGGCGGCCCTAGCTCGGCGGGGCCGGETE

l

GGGGCCACTGGGCACCCATACACGTCTTCATTGGCCACTTGTGCCTGEGOOERACC TGEOC

l

GTGGCTCTGTTCCAAGTGCTGCCCCAGCTGGCCTGGAAGGCCACCGACCGCTTCCGT GG

GCCAGATGCCCTGTGTCGGGCCGTGAAGTATCTGCAGATGGTGGGCATGTATGCCTCCT

CCTACATGATCCTGGCCATGACGCTGGACCGCCACCGTGCCATCTGCCGTCCCATGETG

GCGTACCGCCATGGAAGTGGGGCTCACTGGAACCGGCCGGTGCTAGTGGCTTGGGCCTT

CTCGCTCCTTCTCAGCCTGCCCCAGCTCTTCATCTTCGCCCAGCGCARCGTGEZAAGGTG
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GCAGCGGGGTCACTGACTGCTGGGCCTGCTTTGCGGAGCCCTGGGGCCGTCGCACCTAT

l l

GTCACCTGGATTGCCCTGATGGTGTTCGTGEGCACC TACCCTGGEGTATCGCCGCCTGCCA

GGETGCTCATCTTCCGGGAGATTCATGCCAGTCTGGTGCCAGGGCCATCAGAGAGGCCTG
GGGGGCGCCGCAGGGGACGCCGRACAGGCAGCCCCGGTGAGGGAGCCCACGTGTCAGCA
GCTGTGGCCAAGACTGTGAGCGATGACGCTAGTGATTGTGGTCGTCTATGTGCTGTGCTG
GGCACCCTTCTTCCTGGTGCAGCTGTGGGCCGCGTGGGACCCGGAGGCACCTCTGGAAG
gtgggtgtagceogtggectagggctgacggggocacttgggeottggocogeoatgoccoctgt
gococccaccagoccatococtgaacccaacctagatoctocACcotCCACAYdT e - m v s v = 0 = -

V2R EEZON 3 (664 beg)

.......... gtgococccaccagoccatcoctgaaccocaacctagatcoctoocaccoctocacag
GGGCGCCCTTTGTGCTACTCATGTTGCTGGCCAGCCTCAACAGCTGCACCAACCCCTGG
ATCTATGCATCTTTCAGCAGCAGCGTGTCCTCAGAGCTGCGAAGCTTGCTCTGCTGTGE
CCGEGGACGCACCCCACCCAGCCTGGGTCCCCAAGATGAGTCCTGCACCACCGCCAGET
CCTCCCTGGCCAAGGACACTTCATCGTGAGGAGCTETTGEETSGTCTTGCCTCTAGRGED
TTTGAGAAGCTCAGCTECCTTCCTGEEECTEETOCTEGEAGCCACTEEGAGEEEEACCC
GTGEAGALTTGECCAGAGCCTETGGOCCOGAGGOTGEGACACTETETEGCCCTEERACADL
GCCRCAGCCCCTGCCTEEETCTCCACATCCCCAGCTETATGAGGAGRAGCTTCAGECCCC
AGGLCTETGEEEGCCCCTCAGETCAGCTCACTGAGCTGEETGTAGGAGEGECTECAGCR
GRGGCCTEAGEAGTEECAGGARLGRGEEAGCAGETGLCCCCAGETGAGACAGTGETCCC
AGGESCCTGRAAARGEAAGGACCAGECTEEGECCAGEEGACCTTCCTETCTCCGOCTTTC
TAARTCCCTCCCTCCTCATTCTC T OO CTARTAR R L ATTGGAGCTCATTTTCCACATGECA
AGEGETCTCCTTGEATtcogygtaacggtgggtgtggaggocagocacagagacatacacaq

actococcoccacacacacccacagtcacgtgoacagetotggaatocatgge. s cn s v o0 0

Sekil 3.2. Her bir mutasyon i¢in tasarlanan primerlerin V2R dizisi lizerindeki yerlesimleri.
Baslangig ve bitis kodonlar1 kirmizi renk ile, intronik baglanti bolgeleri ise mavi renk ile
gosterilmistir. Mor renkli oklarla isaretlenmis yerler ise sirasiyla H80Y (CAC — TAC),
V88L (GTG — TTG), V215M (GTG — ATG) ve L219P (CTG — CCG) mutasyonlarini

gostermektedir. [55] numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir.
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pLV2R_EGFP

5023 bp

Sekil 3.3. Tasarlanan primerlerin ifade vektorleri lizerindeki yerlesimleri.

a: pPLV2R vektoriine ait harita goriintiisii tizerindeki yerlesimleri, b: pPLV2R EGFP vektoriine ait harita goriintiisii tizerindeki yerlesimleri.
(V2R: AVPR2 geni, EGFP: GFP dizisi, F: ileri primer dizisi, R: geri primer dizisi)

(Dizi lizerinde numaralandirilan primerler sirasiyla; 1: cozak-HA F, 2: H80Y F, 3: H80Y R, 4: V88L F, 5: V88L R, 6: V215M F, 7: V215M R,
8: L219P F, 9: L219P R, 10: pL-FLAG R)
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LN ] LN ]
I 250! 500! 750! 1250!
cds human V2R |
Cozak sequence pl-FLAG R
cozak-HAF H80Y F L219P F FLAG
H80Y R L219P R
V88LF V215M F
V88LR V215M R
a pLV2R
4305 bp
* e e LN |
| sool 10007
. s Rurman V2R - e 48
[HA pL-FLAG R
Cozak sequence

cozak-HA F H80Y F L219P F
HB80Y R L219P R

V88L F V215M F

V8BLR V215M R

b pLV2R_EGFP
5023 bp

Sekil 3.4. Tasarlanan primerlerin V2R dizisi lizerindeki sematik gosterimi.

a: pLV2R vektoriindeki V2R dizisi lizerindeki yerlesimleri, b: pPLV2R EGFP vektoriindeki V2R dizisi lizerindeki yerlesimleri.

(V2R: AVPR2 geni, EGFP: GFP dizisi, F: ileri primer dizisi, R: geri primer dizisi)
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Mutasyonlar1 olusturmak {izere her iki bolge icin de gergeklestirilen PZR bilesenleri

Cizelge 3.2°de, PZR kosulu ise Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.2. PZR bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri Kullanilan miktar
400 ng/ul DNA (pLV2R veya pLV2R_EGFP ifade vektorii) 2 ul

5X MyTaq™ tampon (Bioline) 5ul

Dis ileri primer veya dig geri primer (10 uM) 1yl

Ilgili mutasyonun ileri primeri veya ilgili mutasyonun geri primeri 1l

(10 uM)

MyTagq™ DNA polimeraz (Bioline) (5 U/ul) 0,5 ul

Steril distile su 15,5 ul

Toplam hacim 25 pl

Cizelge 3.3. PZR kosulu.

Reaksiyon kosulu
95°C 1 dakika
95°C 15 saniye -
60°C 15 saniye | 30 déngii
72°C 30 saniye
72°C 1 dakika -
10°C )

PZR iiriinleri %1°lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Agaroz jelde dogrulanan PZR
iiriinleri Invisorb® Fragment CleanUp kiti kullamilarak saflastirilmistir. Bdylece birlesme
reaksiyonunda kullanilacak olan kisa PZR iiriinleri olan PZR iirlinti 1 ve PZR {iriinii 2
elde edilmistir. PZR {irtinlerinin saflagtirilmasi i¢in kullanilan deneysel yontem asagida

verildigi gibidir.
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1. PZR iiriinlerinin tizerine 250 ul Baglanma Tamponu eklenmistir ve pipetlenerek
iyice karigtirilmastir.

2. Kolonlar toplama tiiplerine yerlestirilmistir ve orneklerin tamami kolonlara
aktarilmistir. Ardindan oda sicakliginda 1 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

3. 13.000 rpm’de 4 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

4. Kolonlar dikkatli bir sekilde yeni 1,5 mI’lik tiiplere alinmistur.

5. Kolonlarin merkezine en az 10 ul Eliisyon Tamponu eklenmistir ve oda
sicakliginda 1 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

6. 11.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

7. Kolonlar gikartilmistir ve DNA -20°C’de saklanmustir.

Ardindan mutant V2R gen bdlgesinin tamamini olusturmak amaciyla her iki PZR iiriinii
kalip olarak kullanilarak V2R geninin 5’ ucunda yer alan ileri primer (cozak-HA F), 3’
ucunda yer alan geri primer (pL-FLAG R) ve Phusion High-Fidelity (HF) Master Karisim
(New England Biolabs®) ile reaksiyona almmustir. Phusion DNA Polimeraz enziminin
hata oran1 Tag DNA Polimeraz enzimine gore 50 kat daha diistiktiir. Bu nedenle, uzun ve
zor amplifikasyonlar1 gergeklestirmek amaciyla kullanilir. Phusion Master Karisim
iceriginde Phusion DNA Polimeraz, deoksiriboniikleotitler ve reaksiyon tamponu yer
almaktadir. Gergeklestirilen reaksiyona ait bilesenler Cizelge 3.4’te, reaksiyonunun

kosulu ise Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.4. Flizyon PZR bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri Kullanilan miktar
DNA kalib1 (PZR {irtinii 1) 2 ul

DNA kalib1 (PZR firiinii 2) 2 ul

Dis ileri primer (cozak-HA F) (10 pM) 1l

Dis geri primer (pL-FLAG R) (10 uM) 1yl

2X Phusion High-Fidelity Master Karigim 25 pl

DMSO (%100) 1,5l

Steril distile su 17,5 ul

Toplam hacim 50 pl
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Cizelge 3.5. Flizyon PZR kosulu.

Reaksiyon kosulu
98°C 30 saniye
98°C 10 saniye )
60°C 30 saniye | 34 dongii
72°C 1 dakika
72°C 10 dakika |
10°C 0

Elde edilen PZR iiriinleri %1°lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Dogrulanan mutant diziyi

iceren V2R iiriinleri Invisorb® Fragment CleanUp Kiti kullanilarak jelden saflastiriimistir.

Uygulanan kit yontemi asagida verildigi gibidir.

1.

Istenilen iiriinii igeren bant bolgeleri %0,8-2’lik agaroz jelden kesilerek alinmistir
ve 2 ml’lik tiiplere konulmustur. Agirliklar: kontrol edilmistir.

150 mg’a kadar olan jel pargalart igin 500 pl Jel Coziicii S, 150 mg-300 mg
arasinda olan jel pargalari i¢in 1 ml Jel Coziicti S eklenmistir.

Agaroz jel parcalari tamamen ¢6zlinene kadar 50°C’de 10 dakika vortekslenerek
inkiibe edilmistir.

500 pl reaksiyon hacmine 250 pl Baglanma Arttirict Soliisyon, 1 ml reaksiyon
hacmine 500 pl Baglanma Arttirict Soliisyon eklenmistir ve siispansiyon pipetaj
yapilarak karistirilmagtir.

Kolonlar toplama tiiplerine yerlestirilmistir.

Kolonlarin iizerine 800 pl 6rnek aktarilmistir ve 11.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilmistir. Altta kalan siiziintiiler uzaklagtirilmistir. Eger hacim 800 ul’den fazla
ise kalan Ornekler kolona yeniden aktarilmistir ve santrifiij basamag:
tekrarlanmstir.

Kolonlara 500 pl Yikama Soliisyonu (etanol eklenmis) ilave edilmistir. 11.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Altta kalan siizlintli uzaklagtirilmistir.

Kalan etanolii uzaklastirmak amaciyla 13.000 rpm’de 4 dakika santrifiij islemi

yapilmistir.
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9. Kolonlar yeni 1,5 ml’lik tiiplere yerlestirilmistir. En az 20 pl olacak sekilde
Eliisyon Tamponu eklenmistir.

10. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyon saglanmistir. 11.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij gerceklestirilmistir.

11. Kolonlar g¢ikartilmistir ve DNA -20°C’de saklanmustir.

3.2.2. Hazirlanan EGFP ile Isaretli ve Isaretsiz Mutant V2R Gen Dizilerinin ve

Vektorlerin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesimi

Elde edilen EGFP iceren mutant V2R dizileri pLV2R EGFP vektorii igerisine, EGFP
icermeyen mutant V2R dizileri ise pLV2R vektorii igerisine Aatll ve Spel restriksiyon
endoniikleaz enzimleri kullanilarak aktarilmistir. Hem vektorlerin hem de mutant PZR
irtinlerinin (insert) Aatll ve Spel enzimleri ile kesim reaksiyonlar1 Cizelge 3.6’da

belirtildigi gibi hazirlanmistir ve 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir.

Cizelge 3.6. Vektor ve insert dizilerine ait enzim kesimi igerikleri.

Vektor Insert

Enzim kesimi icerikleri
(pLV2R veya pLV2R_EGFP) (Mutant V2R dizileri)

DNA 7 ul 43 ul
10X Cut Smart Tampon (NEB®) 5ul 5ul
5 U/ul Aatll (NEB®) 0,5 ul 0,5 pl
5 U/ul Spel (NEB®) 0,5 ul 0,5 ul
1 U/ul FAST Alkalin Fosfataz 1ul -
Steril distile su 35 ul -
Toplam hacim 50 ul 50 pl

Kesim isleminin ardindan enzim inaktivasyonunu saglamak amaciyla kesim triinleri
80°C’de 20 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ornekler %1°lik agaroz jele yiiklenerek
yiiriitiilmiistiir. Dogrulanan kesim iiriinii bantlar1 jelden kesilerek alinmis ve Invisorb®
Fragment CleanUp kiti kullanilarak jelden saflagtirilmistir. Jelden saflastirma yontemi

sayfa 27°de anlatilmistir.
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3.2.3. Kesim Reaksiyonu Sonrasi Vektorler ile Insert Dizilerin Ligasyonu

Kesim reaksiyonuna tabi tutulan vektor ile her bir mutanta ait insert dizileri Cizelge

3.7°de belirtildigi gibi ligasyon reaksiyonuna sokulmustur. Ligasyon, oda 1sisinda 15-20

dakika boyunca inkiibasyon ile gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.7. Ligasyon reaksiyonu bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri Kullanilan miktar

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

5 U/ul T4 DNA Ligaz (Thermo Fisher Scientific) 1yl

Vektor (pLV2R veya pLV2R_EGFP vektor kesim driini) | 1

Insert (Mutant V2R dizisi kesim {iriinii) 16 ul

Toplam hacim 20 pl

Ligasyon isleminin ardindan her bir 6rnek E.coli bakteri hiicresine transforme edilmistir.

3.3. Hazirlanan EGFP ile Isaretli ve Isaretsiz Mutant V2R Gen Dizilerini Iceren

ifade Vektorlerinin E.coli (DH50) Kompetan Hiicrelerine Transforme Edilmesi

Igili ifade vektorleri E. coli (DH5a) hiicrelerine transforme edilmistir. Transformasyon

icin kullanilan yontem asagida verilmistir.

1.

o M D

Transforme edilmek istenen ligasyon triinlerinin tamami, 100 ul E.coli (DH5a)
kompetan hiicrelerine eklenmistir ve iyice pipetlenerek karistirilmastir.

30 dakika boyunca buz iizerinde inkiibasyona birakilmstir.

42°C’de 45 saniye siiresince 1s1 sokuna ugratilmstur.

Ornekler tekrar buz iizerine alinarak 2 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Orneklerin iizerine 250 pl besin agisindan zenginlestirilmis olan Super Optimal
Broth (SOC) besiyeri eklenmistir.

1 saat boyunca 37°C’de galkalamali etiivde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi drnekler ampisilinli LB agar plaklarina ekilmistir ve gece

boyu inkiibasyona birakilarak ¢ogaltilmislardir.

pLV2R ve pLV2R_EGFP ifade vektorlerinde segici olarak ampisiline direng geni

bulundugundan dolayr LB agar plaklar1 hazirlanirken besiyerine 75 pg/ml

konsantrasyonda olacak sekilde ampisilin antibiyotigi eklenmistir.
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3.4. Elde Edilen Kolonilerden Koloni PZR Yapilmasi

Ampisilinli LB agar plaklarinda iireyen bakterilerden tek bir koloni segilerek 100 ul’lik
ampisilinli LB broth besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Ekimin ardindan Ornekler
37°C’lik calkalamali etiivde 2 saatlik inkiibasyona birakilarak c¢ogaltilmislardir.
Inkiibasyonun ardindan elde edilen bakteri kiiltiirlerinin kalip DNA olarak kullanildig:
koloni PZR yapilmistir. Koloni PZR uzun amplifikasyonlar1 gergeklestirmek amaciyla
tercih edilen Phusion Master Karisim ile gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen reaksiyona
ait bilesenler Cizelge 3.4’te, reaksiyonunun kosulu ise Cizelge 3.5’te verildigi gibidir.
Yapilan koloni PZR sonucu elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
kontrol edilmistir ve dogrulanan PZR iiriinlerinin piirikasyonunun yapilmasi asamasina
gecilmigstir. Ayrica PZR f{iriinleri agaroz jelde kontrol edildikten sonra ¢ogaltilmalarini
saglamak amaciyla 100 pl ampisilinli LB broth besiyerindeki bakteri kiiltiirlerinden
2ml’lik ampisilinli LB broth besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Ekimin ardindan gece

boyu inkiibasyona birakilarak ¢cogaltilmislardir.

3.5. Elde Edilen Bakteri Kiiltiiriinden Plazmid DNA’sinin izolasyonu

Ertesi giin 2 ml’lik ampisilinli LB broth besiyerinde hazirlanan bakteri kiiltiirlerinden
Invisorb® Spin Plasmid Mini Two kiti kullanilarak plazmid DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir. Kullanilan Kit yontemi asagida verilmistir.

1. Gecelik bakteri kiiltiirleri 2 mI’lik tiiplere aktarilmigtir.

2. Ornekler 13.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

3. Siipernatanlar dikkatli bir sekilde uzaklastirilmigtir.

4. Peletlerin iizerine 250 pl Soliisyon A eklenmistir ve pipetlenerek veya
vortekslenerek iyice karistirilmistir.

5. 250 pl Soliisyon B ilave edilmistir. Tiipler 5 kez alt iist edilerek dikkatlice
karnistirllmistir. Bu asamanin 5 dakikadan daha uzun siirmemesine dikkat
edilmistir.

6. 250 pl Soliisyon C eklenmistir. Tiip 4-6 kez alt iist edilerek karigtirilmistir, vorteks
yapilmamuistir.

7. Ornekler 13.000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi
sirasinda kolonlar toplama tiiplerine yerlestirilmistir.

8. Siipernatanlar kolonlara aktarilmistir. 1 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir.
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10.
11.
12.

13.
14.

15.
16.

11.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij yapilmistir. Siiziintiiler
uzaklastirilmistir.

Kolonlarin tizerine 750 pl Yikama Soliisyonu (etanol eklenmis) konulmustur.
Ornekler 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Siiziintii uzaklastirilmistir.
Kalan etanolii uzaklastirmak amaciyla drnekler 13.000 rpm’de 3 dakika santrifij
edilmistir.

Kolonlar yeni 1,5 mI’lik tiiplere aktarilmistir.

Kolonlarin ortasina 50-100 pl Eliisyon Tamponu eklenmistir. Oda sicakliginda 1
dakika inkiibe edilmistir.

11.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij gergeklestirilmistir.

Kolonlar ¢ikartilmistir ve DNA -20°C’de saklanmuistir.

Boylece mutant V2R dizisini igeren plazmidlerden fazla miktarda elde edilmistir.

3.6. Olusturulan EGFP Dizisi ile Isaretli ve Isaretsiz Mutant V2R Gen Dizilerinin

DNA Dizileme Yontemi Kullanilarak Dogrulanmasi

Plazmid DNA’larinin igerisinde bulunan mutant V2R gen dizilimi ve istenilen mutasyon

disinda bagka bir mutasyonun olusup olusmadigi Sanger DNA dizileme yontemi

kullanilarak dogrulanmistir. Bu amag dogrultusunda agaroz jelde kontrol edilen koloni

PZR iirlinlerinin temizlenmesini saglayan piirifikasyon asamasi gerceklestirilmistir. Bu

islemin ardindan 6rnekler -20°C’de saklanabilmektedir. PZR piirifikasyonu i¢in gerekli

olan reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.8’de, reaksiyon kosulu ise Cizelge 3.9’da gosterildigi

gibidir.

Cizelge 3.8. PZR piirifikasyonu bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri Kullanilan miktar
PZR tiriinii 4 ul
Ekzoniikleaz I NEB® (10 U/pl) 0,2 ul

Shrimp Alkalen Fosfataz NEB® (2 U/ul) | 0,4 ul

Toplam hacim 4,6 pl
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Cizelge 3.9. PZR piirifikasyonu kosulu.

Reaksiyon kosulu

37°C 20 dakika

80°C 20 dakika

95°C 2 dakika

Temizlenen ornekler sekans reaksiyonuna alinmistir. Sekans reaksiyonu i¢in BigDye™
Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilmistir. Sekans

reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.10°de, reaksiyon kosulu ise Cizelge 3.11’te verilmistir.

Cizelge 3.10. Sekans reaksiyonu bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri Kullanilan miktar
Temizlenmis PZR iiriinii 1,5u
BigDye Master Mix 0,6 ul

10X BigDye sekans tamponu | 0,95 ul

Primer (10 uM) 0,5 ul
Steril distile su 6,45 pl
Toplam hacim 10 wl

Cizelge 3.11. Sekans reaksiyonu kosulu.

Reaksiyon kosulu

96°C 1 dakika

96°C | 10 saniye

50°C | 5saniye L | 24 dongii

60°C 60 dakika

10°C | o0
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Sekans reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinlerin temizlenmesi i¢in sekans piirifikasyonu

yapilmistir. Uygulanan yontem asagidaki gibidir.

1. Her bir 6rnek tiipii igerisine 2 pl 3M Sodyum Asetat eklenmistir.
2. 50 pl sogutulmus %100’liik etanol ilave edilmistir. Ornekler iyice karistirilarak
1,5 mI’lik tiiplere alinmigtir.
Tiipler -20°C’de 20 dakika inkiibasyona birakilmaistir.
Inkiibasyon sonras1 13.000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapilmistir.
. Ust faz dikkatli bir sekilde uzaklastirilmstir.

3

4

5

6. Pelet iizerine 250 pl sogutulmus %70’lik etanol eklenmistir.

7. 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij ger¢eklestirmistir.

8. Ust faz dikkatli bir sekilde uzaklastirilmistir.

9. Pelet oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

10. Etanol’iin tamamen uzaklastigindan emin olduktan sonra pelet 20 ul formamid ile
¢Ozdiiriilmiistiir ve vortekslenmistir.

11. Spin edilerek sekans tiiplerine alinmustir.

12. Ornekler 95°C°de 5 dakika boyunca denatiire edilmistir.

13. Denatiirasyon sonrasi -20°C’de 3 dakika inkiibe edilmistir.

14. Hazirlanan 6rnekler Applied Biosystems® 3500 Series Genetic Analyzer cihazina

yiiklenmistir ve kapiller elektroforez sisteminde ytiriitiilmiistiir.

DNA dizileme yontemi kullanilarak kontrolii saglanan EGFP ile isaretli ve isaretsiz
mutant V2R gen dizilerini iceren plazmid DNA’lar1, fonksiyon analizlerinin baslangicini

olusturan transfeksiyon islemlerinde kullanilmistir.

3.7. EGFP ile Isaretli ve Isaretsiz Yabanil Tip ve Mutant V2R Gen Dizilerini i¢ceren

ifade Vektorlerinin COS-7 Hiicrelerine Transfeksiyonu

EGFP dizisi ile isaretli ve isaretsiz yabanil tip ve mutant V2R gen dizisini igeren ifade
vektorleri transfeksiyon yontemi kullanilarak COS-7 (ATCC® CRL-1651™) hiicrelerine
aktarilmistir. Bu tez calismasinda COS-7 hiicre hattinin kullanilmasinin sebebi bu hiicre
hattinin fonksiyon analizi ¢alismalarinda siklikla tercih edilmesidir. COS-7 hiicre hatti
maymun (Cercopithecus aethiops) bobrek dokusundan alinip farklilastirilmistir ve
igerisinde maymuna ait V2R geni bulunmaktadir. Maymun V2R geninin meydana

getirdigi 254 amino asit uzunlugundaki bu reseptor, insan V2R geninin meydana getirdigi
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371 amino asit uzunlugundaki reseptor ile %97 oraninda benzerlik gostermektedir (Sekil
3.5). COS-7 hiicreleri morfolojik olarak fibroblast benzeri bir yapidadir. Ayrica bu hiicre
hatt1 ylizeye tutunma (adherent), hizli iireme ve yiiksek transfeksiyon etkinligi 6zellikleri
gostermektedir. COS kisaltmast, orijini CV-1 hiicresi olan ve T antijenini kodlayan SV40

genetik materyali tasiyan anlamina gelmektedir.

1 MLMASTTSAVPGHPSLPSLPSHSSQERPLDTRDPLLARAELALLSTVFVAVALSMNGLYLAALARRGRRGHWAPTHVFIGH 8@  insan
T PIHVFIGH 8  maymun

81 LCLADLAVAL FQVLPQLAWKATDRFRGPDALCRAVEY LQMYGMYASSYMI LAMTLDRHRATCRPMLAYRHGSGAHWNRPY 168  insan
9 LCLADLAVALFQVLPQLAWKATDRFRGPDALCRAVKY LQMVGMYASSYMILAMT LDRHRAICRPMLAYRHGGGAHWNRPY 88 maymun

161 LVAWAFSLLLSLPQLFIFAQRNVEGGSGYTDCWACFAEPWGRRTYVTWIALMVFVAPTLGIAACQVLIFREIHASLVPGP 248  insan
39 LVAWAFSLLLSLPQLF IFAQRNVGGGSGYTDCWASFVEPWGRRTYVTWIALMYFVAPTLGTAACQVLIFREIHTSLYPGR 168  maymun

241 SERPGGRRRGRRTGSPGEGAHVSAAVAKTVRMTLYIVVVYVLCWAPFFLVQLWAAWDPEAPLEGAPFVLLMLLASLNSCT 328  insan
169 SERPGGRRRGRRTGNPSEGARVSAAVAKTVRMTLVIVVVYVLCWAPFFLVQLWAAWDPEAPLEGAPFVLLMLLASLNSCT 248  maymun

321 NPWIYASFSSSVSSELRSLLCCARGRTPPSLGPQDESCTTASSSLAKDTSS 371 insan
L) [ oo o e e e 254 maymun

Sekil 3.5. Insan ve maymun V2 reseptdrii homolojisi. [56] numarali kaynaktan

degistirilerek alinmistir.

3.7.1. COS-7 Hiicre Hattinin Uretilmesi

COS-7 hiicreleri, %10 Fetal Bovine Serum (FBS), 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml
streptomisin ile desteklenmis Dulbecco’s Moddified Eagle’s Medium (DMEM)
(Gibco™) besiyeri icerisinde 37°C’de ve %5 CO: igeren ortamda iiretilmistir. Bu
hiicreler, ihtiya¢ duyulan hiicre miktarma gére 25 cm? veya 75 cm?lik hiicre kiiltiir

kaplarinda belirtilen kosullarda 3 giin inkiibe edilerek ¢ogaltilmistir.

3.7.2. COS-7 Hiicre Hattinin Pasajlanarak Devamlihginin Saglanmasi

COS-7 hiicreleri; kanser hiicreleri disindaki diger hiicreler gibi temas halinde
olduklarinda ve tremeleri igin yeterli alan kalmadiginda hiicre proliferasyonunu
durdurma egilimi gosterirler. Bu nedenle pasajlama isleminin yapilmasi gerekmektedir.
Pasajlama islemine baslamadan 6nce hiicrelerin bulunduklar: kiiltiir kabinin yiizeyini
kaplama (konfluent olma) durumlari 11k mikroskobu ile belirlenmistir. %80-95 oraninda

konfluent olan hiicrelerin pasajlanmasi verilen deneysel yontem izlenerek yapilmistir.
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10.

11.

Konfluent olan hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla ilk olarak ortamdaki
besiyeri hiicrelerin zarar géormemesine dikkat edilerek uzaklagtirilmistir.

25 cm?’lik kiiltiir kab1 i¢in 3 ml 1X DPBS, (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline), 75 cm?’lik kiiltiir kabi i¢in 6 ml 1X DPBS eklenmistir. Hiicrelere zarar
vermemek amaciyla hiicre yiizeyine direkt birakilmamasina dikkat edilmistir.
Ortamdaki 1X DPBS uzaklastirilmistir. Boylece 6lii hiicreler ve besiyeri artiklart
ortamdan arindirilmistir.

Hiicrelerin ylizeyden kalkmasi i¢in 25 cm?’lik kiiltiir kabina 0,5 ml, 75 cm?’lik
kiiltir kabina ise 1 ml %0,25 Tripsin-EDTA eklenmistir. EDTA, aktiviteyi
arttirmak, hiicre yiizeyinden kalsiyum ve magnezyumu c¢ikarmak igin ayrica
hiicrelerin birbirlerine yapismasini 6nlemek i¢in tripsin soliisyonlarina eklenir.
Tripsin-EDTA’nin kiiltiir kab1 ylizeyine yayilmasi saglanmistir ve 2 dakika
37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi hiicrelerin yiizeyden kalkma
durumu kontrol edilmistir. Kisa inkiibasyon siiresi hiicrelerin kalkmasi i¢in yeterli
olamazken, uzun inkiibasyon siiresi hiicrelerin Tripsin-EDTA’dan zarar
gérmesine neden olur. Bu nedenle inkiibasyon siiresi nemlidir.

Bu sirada yeni bir kiiltiir kab1 alinarak {izerine yeni pasaj numarasi, pasajlama
isleminin tarihi, pasaji yapan kisinin adi, hiicrenin ismi yazilmistir ve 25 cm?’lik
kiiltiir kabi icin 4,5 ml, 75 cm?’lik kiiltiir kab1 icin 13,5 ml DMEM (%10 FBS,
100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren) konulmustur.

Hiicrelerin yiizeyden kalkmasi saglandiktan sonra Tripsin-EDTA’nin etkisini
notralize etmek amaciyla 25 cm?’1ik kiiltiir kabina 5 ml, 75 cm?’1ik kiiltiir kabina
ise 15 ml DMEM (%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin
igeren) eklenmistir.

Hiicreler, besiyerinin asirt kopiirmemesine 6zen gosterilerek pipetlenmis ve
homojen hale getirilmistir.

1 ml besiyerindeki hiicre sayist Thoma cami kullanilarak hesaplanmstir. Elde
edilen bu sayi, deneye gore istenilen hiicre sayisinin hesaplanmasinda
kullanilmistir.

Uygun miktarda DMEM (%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin
iceren) eklenerek hazirlanan 25 cm?’lik yeni kiiltiir kabina 0,5 ml, 75 cm?’lik
kiiltiir kabina ise 1,5 ml hiicre karisimindan eklenmistir.

Hazirlanan yeni kiiltiir kaplar1 151k mikroskobunda kontrol edilmistir ve %5 CO>

igeren 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakilmistir.
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3.7.3. Transfeksiyon icin COS-7 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Yapilacak deneye gore gerekli olan hiicre sayis1 konsantrasyonunu elde etmek amaciyla
Thoma cami kullanilarak sayist hesaplanan hiicreler ile DMEM besiyeri (%10 FBS, 100
U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren) uygun miktarlarda siispanse edilmistir.
Elde edilen hiicreler, ilgili deneye gore kuyucuklara ekilmistir. Transfeksiyon isleminin
yapilabilmesi i¢in, hiicrelerin kuyucuk icerisinde saglikli goriinmesi, homojen olarak
dagilmis olmast ve %80-95 oraninda konfluent olmasi gerekmektedir. O nedenle
transfeksiyon islemine gegcmeden once bu sartlarin saglanip saglanmadig ertesi giin 151k

mikroskobunda kontrol edilmistir.

Transfeksiyon; yabanci bir genin Okaryotik hiicre igerisine aktarilmasini ve hiicrenin
genomu ile birlesmesi sonucunda hiicrede genetik degisiklik olusturulmasini saglayan
molekiiler bir tekniktir. Bu tez kapsaminda gerceklestirilen transfeksiyon ¢alismalarinda,
hiicre hatlar1 ve transfekte edilmesi zor hiicreler dahil olmak {izere cesitli hiicrelerin
transfeksiyonu igin ideal olan TurboFect™ (Thermo Fisher Scientific) transfeksiyon ajani
kullanilmistir. Bu transfeksiyon ajani ¢esitli hiicre tiplerinde yiiksek transfeksiyon
verimliligi gosterir, kullanimi kolaydir, ¢ogu hiicre hattinda optimizasyon gerektirmez ve
minimal derecede sitotoksisite gosterir. Her bir deney i¢in uygulanan transfeksiyon

yontemleri Cizelge 3.12’te verilmistir.

Cizelge 3.12. Deneysel calismalarda uygulanan transfeksiyon yontemleri.

Deneysel Hiicre Hiicre sayisi Transfeksiyon yontemi
calisma kiiltiir kab1 | (hiicre/kuyu) DNA Transfeksiyon Besiyeri
ajant (serumsuz)
Yiizey ELISA 48 kuyu 40.000 700 ng 0,7 ul 70 pl
Total ELISA 6 kuyu 400.000 250 ng 0,8 ul 12,5 pl
CAMP birikim 96 kuyu 15.000 400 ng 0,3 ul 40 ul
testi

Floresan 48 kuyu 40.000 700 ng 0,7 pl 70 pul

goriintlileme
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3.7.4. Hazirlanan Ifade Vektérlerinin COS-7 Hiicrelerine Transfeksiyon Islemi

Ekimi gergeklestirilip ertesi giin kuyucuk igerisindeki homojenligi, saglikli ve konfluent
olma kosullar1 kontrol edilen hiicrelere yabanil tip ve mutant ifade vektorleri deneylere
uygun olarak transfekte edilmistir. Transfeksiyon etkinligini kontrol edebilmek amaciyla
arttirilmis yesil floresan proteinini ifade eden pEGFP vektoriiniin de hiicreye es zamanl
transfeksiyonu gergeklestirilmistir. Transfeksiyon islemine ait ydntem asagida

verilmigtir.

1. Cizelge 3.12°de deneyler igin belirtilen miktarda DNA, uygun miktarda serumsuz
DMEM igerisinde pipetleme yapilarak ¢ozdiiriilmiistiir. Bu islem her bir DNA
icin ayr1 bir tiipte gerceklestirilmistir.

2. DNA-DMEM karisimi igerisine Cizelge 3.12°de deneyler igin belirtilen miktarda
TurboFect™ Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific) eklenmistir ve
iyice pipetleme yapilmistir. Her bir mutasyon i¢in gerekli olan kuyucuk miktarina
gore transfeksiyon karisimi hazirlanmistir.

3. 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmstir.

4. Hazirlanan DNA-DMEM-Turbofect™ karisim1 homojen bir sekilde ve damlalar
halinde hiicrelerin lizerine nazik¢e birakilmistir.

5. Hazirlanan kuyulu plaklar, %5 CO: igeren 37°C’lik etiivde inkiibasyona
birakilmstir.

6. Yabanil tip ve mutant DNA’larin, COS-7 hiicrelerinde yabanil tip ve mutant V2R
olarak ifade edilmesi i¢in transfeksiyondan sonra 48-72 saat beklenmistir ve
transfeksiyon etkinligi EVOS FLoid Cell Imaging System (Thermo Fisher

Scientific) ile kontrol edilmistir.

3.8. Yabaml Tip ve Mutant V2 Reseptorlerinin Hiicre ici ve Hiicre Yiizeyindeki

Miktarlarimin Belirlenmesi

Yabanil tip ve mutant V2R’leri transfeksiyonla i¢ine alan ve bunlari ifade eden COS-7
hiicreleri igindeki ve yilizeyindeki reseptor ifadelerinin belirlenmesi amaciyla enzim-bagli
immiinosorbent analiz (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; ELISA) molekiiler
teknigi uygulanmistir. Hiicre yiizey ELISA ¢alismalarinda yabanil tip ve mutant V2
reseptorlerinin N ucunda yer alan HA isaretinden yararlanilmis olup total ELISA
caligmalarinda ise hem N ucundaki HA isareti hem de C ucundaki FLAG isareti
kullanilmustir [49], [57], [58].
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3.8.1. Hiicre Yiizey ELISA Deneyi

N ucunda HA-isareti tasiyan V2 reseptorlerinin hiicre yiizeyindeki ifadeleri, hiicre yilizey

ELISA deneyi ile belirlenmistir.

3.8.1.1. Hiicre Yiizey ELISA Deneyi icin COS-7 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Hiicre yilizey ELISA deneyini uygulamak i¢in COS-7 hiicreleri agagida anlatildig: sekilde

hazirlanmstir.

1.

2.

3.

Thoma cami kullanilarak 1 ml besiyeri igindeki hiicre sayis1 belirlendikten sonra
istenilen konsantrasyonda hiicre elde etmek i¢in hiicre slispansiyonuna DMEM
(%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceren) eklenmistir.
Hiicre yiizey ELISA deneyi i¢in COS-7 hiicreleri 40.000 hiicre/kuyu olacak
sekilde 48 kuyulu plaga ekilmistir.

48 kuyulu plaga ekilen COS-7 hiicreleri ertesi giin transfeksiyon igin

kullanilmistir.

3.8.1.2. Hiicre Yiizey ELISA Deneyi icin COS-7 Hiicrelerinin Transfeksiyonu

Hiicre yiizey ELISA deneyini uygulamak i¢in COS-7 hiicrelerinin transfeksiyonu asagida

verilen sekilde yapilmistir.

1.

48 kuyulu plaga 40.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekilen COS-7 hiicreleri ertesi
giin 151k mikroskobu kullanilarak kontrol edilmistir. Transfeksiyon i¢in uygun
sartlarin saglandig1 dogrulanmis ve transfeksiyon islemine baslanmistir.

48 kuyulu plak i¢in tek bir kuyuya;
70 pl serumsuz Dulbecco’s Moddified Eagle’s Medium (DMEM)
700 ng DNA
0,7 pl Turbofect™ transfeksiyon ajan1 eklenmistir.

Bunun i¢in, DMEM ile DNA bir tiipte pipetleme yapilarak hazirlanmistir. Bu
karistma DNA eklenmistir. DNA’nin transfeksiyon ajani ile etkilesime girmesi
icin iyice pipetleme yapilmistir. Her bir mutasyon i¢in kag¢ tane kuyu kullanmak

gerekiyorsa transfeksiyon karisimi ona gore hazirlanmistir.

20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

stiresinin 20 dakikadan daha az veya ¢ok olmamasina dikkat edilmistir.
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4.

Inkiibasyonun ardindan transfeksiyon karigtmi COS-7 hiicrelerinin bulundugu
kuyulara eklenmistir.

Yabanil tip ve mutant DNA’larin COS-7 hiicrelerinde yabanil tip ve mutant V2
reseptorleri olarak ifade edilmesi icin transfeksiyondan sonra 48-72 saat
beklenmistir.

Transfeksiyon etkinligi EVOS FLoid Cell Imaging System (Thermo Fisher

Scientific) ile kontrol edilmistir.

3.8.1.3. Hiicre Yiizey ELISA Deneyi

Transfeksiyondan 72 saat sonra N ucunda HA-isareti tasiyan yabanil ve mutant V2

reseptorlerinin hiicre yiizeyindeki ifade diizeylerini belirlemek amaciyla yapilan hiicre

yilizey ELISA deneyi i¢in izlenen deneysel yontem asagida verilmistir.

1.

10.

11.

Kuyulardaki besiyeri hiicrelere zarar vermeden dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmastir.

Hiicreler 3 defa 200 pl 1X DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) ile
yikanmustir.

Hiicreler 30 dakika boyunca %4 formaldehit igeren 250 ul 1X DPBS ile fikse
edilmistir.

3 defa 200 pl 1X DPBS yikanmustir.

DMEM (%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren) ile
37°C’de 1 saat boyunca bloklama islemi gerceklestirilmistir.

Hiicreler 200 pl 1X DPBS ile yikanmistir.

2 saat boyunca hiicreler 100 ul peroksidaz isaretli monoklonal anti-HA antikor
(3F10; Roche, 1:1000 oraninda DMEM igerisinde seyreltilmis) ile 37°C’de
inkiibe edilmistir.

Baglanmamig antikoru uzaklastirmak amaciyla hiicreler 200 pl 1X DPBS ile
yikanmugtir.

Substrat reaksiyonu H2O> ve o-Fenilendiamin (0,1 mol/L fosfat/sitrat tamponu,
pH 5.0 icerisinde her birinden 2,5 mmol/L olacak sekilde) ile gerceklestirilmistir.
15-30 dakikalik inkiibasyon sonrasi enzimatik reaksiyon 1 mol/L HCI ile
durdurulmustur ve renk olusumu 492 nm’de EnSight™ Multimode Plate Reader
(PerkinElmer) kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Elde edilen sonuglar GraphPad Prism Software programu ile analiz edilmistir.
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3.8.2. Hiicre Total ELISA Deneyi

N ucu HA isaretli, C ucu FLAG isaretli mutant V2 reseptdrlerinin hiicre icerisindeki

toplam ifadesi ELISA deneyi ile belirlenmistir.

3.8.2.1. Hiicre Total ELISA Deneyi icin COS-7 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Hiicre total ELISA deneyini uygulamak i¢cin COS-7 hiicreleri asagida anlatildig: sekilde

hazirlanmstir.

1.

3.

Thoma cami kullanilarak 1 ml besiyeri i¢indeki hiicre sayisi belirlendikten sonra
istenilen konsantrasyonda hiicre elde etmek i¢in hiicre slispansiyonuna DMEM
(%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceren) eklenmistir.
Total ELISA deneyi i¢in COS-7 hiicreleri 400.000 hiicre/kuyu olacak sekilde 6
kuyulu plaga ekilmistir.

6 kuyulu plaga ekilen COS-7 hiicreleri ertesi giin transfeksiyon i¢in kullanilmistir.

3.8.2.2. Hiicre Total ELISA Deneyi icin COS-7 Hiicrelerinin Transfeksiyonu

Total ELISA deneyini uygulamak i¢in COS-7 hiicrelerinin transfeksiyonu asagida verilen

sekilde yapilmistir.

1.

6 kuyulu plaga 400.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekilen COS-7 hiicreleri ertesi
giin 151k mikroskobu kullanilarak kontrol edilmistir. Transfeksiyon i¢in uygun
sartlarin saglandig1 dogrulanmis ve transfeksiyon islemine baslanmistir.

6 kuyulu plak i¢in tek bir kuyuya;
12,5 pul serumsuz Dulbecco’s Moddified Eagle’s Medium (DMEM)
250 ng DNA
0,8 ul Turbofect™ transfeksiyon ajani eklenmistir.

Bunun i¢in, DMEM ile DNA bir tiipte pipetleme yapilarak hazirlanmistir. Bu
karistma DNA eklenmistir. DNA’nin transfeksiyon ajani ile etkilesime girmesi
icin 1yice pipetleme yapilmistir. Her bir mutasyon icin ka¢ tane kuyu kullanmak

gerekiyorsa transfeksiyon karisimi ona gore hazirlanmistir.

20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
siresinin 20 dakikadan daha az veya ¢ok olmamasina dikkat edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan transfeksiyon karigtmi COS-7 hiicrelerinin bulundugu

kuyulara eklenmistir.
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5. Yabanil tip ve mutant DNA’larin COS-7 hiicrelerinde yabanil tip ve mutant V2
reseptorleri olarak ifade edilmesi i¢in transfeksiyondan sonra 48-72 saat
beklenmistir.

6. Transfeksiyon etkinligi EVOS FLoid Cell Imaging System (Thermo Fisher
Scientific) ile kontrol edilmistir.

3.8.2.3. Hiicre Total ELISA Deneyi

Transfeksiyondan 72 saat sonra N ucu HA isaretli, C ucu FLAG isaretli yabanil ve mutant
V2 reseptorlerinin hiicre igindeki toplam ifadesi total ELISA deneyleri ile belirlenmistir.

Izlenen deneysel yontem asagidaki gibidir.

1. Kuyulardaki besiyeri uzaklastirilmistir ve hiicreler 2 ml 1X DPBS ile yikanmustir.
2. 2 ml dH20 eklenerek hiicreler yiizeyden kazinmistir ve 2 ml’lik tiipe aktarilarak
13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

3. Su uzaklastirilmistir ve hiicrelerin tizerine 150 pl lizis tamponu eklenmistir.
Lizis tamponu
10 mM Tris/HCI, pH: 7,5
150 mM NaCl
1mMDTT
1 mM EDTA
%1 Na-desoxycholate
%1 PMSF
0,2 mM NP-40
10 g/L aprotinin

4. Gece boyunca 4°C’de rotasyon yaptirilarak inkiibe edilmistir. Buna ek olarak 6zel
tabanla kapli 96 kuyulu plaga 100 ul anti-FLAG antikor (1B10; Abbkine)
eklenmistir ve 5 dakika boyunca ¢alkalanmistir. Ardindan plak gece boyu 4°C’de
inkiibasyona birakilmistir.

5. Ertesi sabah plak igerigi bosaltilarak 100 ul 1X PBS-T (%0.05 Tween-20 igeren
1X PBS) ile 3 defa yikanmustir.

41



6. Plaga 200 ul DMEM (%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin
iceren) eklenmistir ve 1 saat boyunca 37°C’de hafifge calkalanarak inkiibe
edilmistir.

7. Plak 1X PBS-T ile 3 defa yikanmustir.

8. Rotasyondan alinan hiicrelere 300 ul 1X PBS-T eklenmistir ve iyice ¢oziilmeleri
saglanmistir. 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Her bir 6rnekten 3 tekrar
olacak sekilde kuyulara 100 ul 6rnek eklenmistir.

9. Plak 2 saat boyunca 37°C’de calkanarak inkiibe edilmistir.

10. Hiicreler 1X PBS-T ile 3 defa yikanmustir.

11. 100 ul peroksidaz isaretli anti-HA antikor (3F10; Roche, %10 FBS igeren DMEM
igerisinde 1:1000 konsantrasyonda olacak sekilde) eklenmistir. 1 saat boyunca
37°C’de c¢alkalanarak inkiibe edilmistir.

12. Baglanmamis antikoru uzaklastirmak amaciyla hiicreler 1X PBS-T ile 3 defa
yikanmugtir.

13. 150 pl substrat soliisyonu (0,1 mol/L fosfat/sitrat tamponu, pH: 5.0 igerisinde
H20: ve 0-Fenilendiamin 2,5 mmol/L olacak sekilde) eklenmistir. 15-25 dakika
oda 1s1sinda ve karanlikta inkiibe edilmistir.

14. Reaksiyonu durdurmak i¢in 50 pul 1M HCI eklenmistir.

15. Olgiim 492 nm’de EnSight™ Multimode Plate Reader (PerkinElmer) kullanilarak
Olclilmiistiir.

16. Elde edilen sonuglar GraphPad Prism Software programi ile analiz edilmistir.

3.9. Mutant V2 Reseptorlerini ifade Eden COS-7 Hiicrelerinin AVP ile Uyarilmasi
Sonucu Cevap Olarak Sentezlenen cAMP Diizeylerinin cAMP Birikim Testi ile

Belirlenmesi

CAMP (3'-5'-siklik adenozin monofosfat) en 6nemli ikinci habercilerden biridir. Bu tez
caligmasindan ayr1 olarak proje kapsaminda grubumuz tarafindan gergeklestirilen
deneysel caligmalarda, AVP ile uyarilan yabanil tip ve mutant V2 reseptorlerini igeren
hiicrelerdeki cAMP miktar1 AlphaScreen® cAMP Assay Kit (PerkinElmer) ile
belirlenmistir. Bu kitin calisma prensibi G protein bagh reseptorler (GPCR ’ler) tarafindan
adenilat siklaz (AC) aktivitesindeki degisimlere ve bu degisimlere cevap olarak iiretilen
cAMP miktarlarinin 6l¢iilmesine dayanir. Hiicre tarafindan iiretilen CAMP ile ortama
digsaridan eklenen biotin isaretli cAMP (biotin-cAMP) arasindaki yarig bu ydntemin

temelini olusturur. Bu yontemde, ortamdaki cAMP ister hiicre tarafindan iiretilmis cAMP
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olsun ister disaridan eklenen biotin-cAMP olsun streptavidin kapli dondr boncuk
tarafindan yakalanir ve anti-cAMP monoklonal antikor (mADb) kapli akseptor boncuga
baglanir. Anti-cAMP antikoru, biotin-cAMP’ye baglandiginda dondr ve akseptor
boncuklari birbirine yakin hale getirir ve 680 nm’de uyarilma sonucu dondr boncuklar
tarafindan enerji transferi gergeklestirilir. Bunun sonucunda akseptor boncuk 1sima yapar.
Serbest cAMP’nin yoklugunda maksimum sinyal elde edilir. Hiicreler uyarildiginda ve
serbest cAMP iiretildiginde ise akseptor boncuklara baglanmak icin serbest CAMP ile
biotin-cCAMP yarisa girer. Yaris1 serbest CAMP kazanir. Sonugta akseptor boncuga bagl
olan hiicrenin tirettigi cAMP, donor boncuk tarafindan yakalanamayacagi i¢in boncuklar

arasi uzaklik artar ve akseptor boncuk tarafindan meydana gelen 1s1ma azalir (Sekil 3.6).

Uyaniima Uyanima
880 nm €80 nm

A\

. ' serbest cAMP
biotin-cAMP

bictin-cAMP *
Streptavidin Streptavidin kaph

kapl denér
boncuk

sinyal yok

donér boncuk

Anti-cAMP antikoru Anti-cAMP antikoru
kaph akseptor boncuk kaph akseptor boncuk

a b

Sekil 3.6. AlphaScreen® cAMP Assay Kit prensibi.

a: Serbest cAMP yoklugundaki reaksiyon semasi, b: Serbest cAMP varligindaki

reaksiyon semasi. [59] numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir.

3.9.1. cAMP Birikim Testi icin COS-7 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

CAMP birikim testini uygulamak i¢in COS-7 hiicreleri asagida anlatildigi sekilde

hazirlanmstir.

1. Thoma cami kullanilarak 1 ml besiyeri i¢indeki hiicre sayis1 belirlendikten sonra
istenilen konsantrasyonda hiicre elde etmek i¢in hiicre siispansiyonuna DMEM
(%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren) eklenmistir.

2. cAMP birikim testi icin COS-7 hiicreleri 15.000 hiicre/kuyu olacak sekilde 96
kuyulu plaga ekilmistir.

3. 96 kuyulu plaga ekilen COS-7 hiicreleri ertesi giin transfeksiyon ig¢in

kullanilmistir.
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3.9.2. cAMP Birikim Testi icin COS-7 Hiicrelerinin Transfeksiyonu

cAMP birikim testini uygulamak i¢in COS-7 hiicrelerinin transfeksiyonu asagida verilen

sekilde yapilmaistir.

1.

96 kuyulu plaga 15.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekilen COS-7 hiicreleri ertesi
giin 151k mikroskobu kullanilarak kontrol edilmistir. Transfeksiyon i¢in uygun
sartlarin saglandig1 dogrulanmis ve transfeksiyon islemine baslanmaistir.

96 kuyulu plak i¢in tek bir kuyuya;
40 pl serumsuz Dulbecco’s Moddified Eagle’s Medium (DMEM)
400 ng DNA
0,3 pl Turbofect™ transfeksiyon ajani eklenmistir.

Bunun i¢in, Turbofect™ ile DNA bir tiipte pipetleme yapilarak hazirlanmistir. Bu
karigima DNA eklenmistir. DNA’nin transfeksiyon ajani ile etkilesime girmesi
icin iyice pipetleme yapilmistir. Her bir mutasyon i¢in kag tane kuyu kullanmak

gerekiyorsa transfeksiyon karigimi ona gore hazirlanmistir.

20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresinin 20 dakikadan daha az veya ¢ok olmamasina dikkat edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan transfeksiyon karigtmi COS-7 hiicrelerinin bulundugu
kuyulara eklenmistir.

Yabanil tip ve mutant DNA’larin COS-7 hiicrelerinde yabanil tip ve mutant V2
reseptorleri olarak ifade edilmesi i¢in transfeksiyondan sonra 48-72 saat
beklenmistir.

Transfeksiyon etkinligi EVOS FLoid Cell Imaging System (Thermo Fisher

Scientific) ile kontrol edilmistir.

3.9.3. Yabanil Tip ve Mutant V2 Reseptorlerini iceren COS-7 Hiicrelerinin AVP ile

Uyarilmasi

Yabanil tip ve mutant V2R leri transfeksiyonla igine alan ve bunlari reseptdr olarak ifade

eden COS-7 hiicrelerindeki cAMP birikimini 6lgmek i¢in hiicreler AVP ile uyarilmistir.

Yabanil tip ve mutant V2 reseptorlerini iceren COS-7 hiicrelerinin hangi AVP

konsantrasyonunda ne kadar cAMP {irettigini bulmak i¢in 100 pM ile 10 uM araliginda

7 farklt AVP konsantrasyonu kullanilmistir.
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AVP ile uyarma islemleri bu tez ¢alismasindan ayr1 olarak proje kapsaminda grubumuz

tarafindan gergeklestirilmistir. Hiicreleri AVP ile uyarma islemi asagidaki gibidir.

1. Transfeksiyondan 72 saat sonra kuyulardaki besiyeri uzaklastirilmistir ve her bir

kuyuya 50 ul Stimiilasyon Tamponu eklenmistir.

Stimiilasyon Tamponu (10 ml)

50 ul 1 M HEPES

10 pl 500 mM IBMX (3-Isobutyl-1-Methylxanthine)

0.01 g BSA

Son hacim 1X HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) ile tamamlanmaistir.

1X HBSS Tamponu

441 uM KH2POq4
338 uM Naz;HPO4
4.17 mM NaHCOs
137.93 mM NacCl
5.33 mM KClI
1.26 mM CaCl
493 uM MgCly
407 mM MgSOg4
5.56 mM Glukoz

2. Hiicreler 20 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyon sonras1 her bir kuyuya degisen konsantrasyonlarda 50 pl AVP
eklenmistir (Stimiilasyon Tamponu igerisinde 10 uM, 1 uM, 100 nM, 10 nM, 1
nM, 100 pM, 10 pM ve 0 AVP).

4. Hiicreler 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

5. Inkiibasyon sonras1 AVP ortamdan uzaklastirilmistir ve hiicreler 50 pl soguk Lizis
Tamponu ile muamele edilmistir. Plaklar 5 dakika boyunca 500-600 rpm’de

calkalanmistir ve deney siiresince buz iizerinde bekletilmistir.
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Lizis Tamponu (10 ml)

50 pl 1M HEPES, pH: 7,4

0.01 g BSA

30 ul Tween-20

Son hacim dH20 ile tamamlanmustir.

6. Her bir kuyudaki hiicre lizatindan 5 pl almip 384 kuyulu mikroplakaya

aktarilmastir.

3.9.4. AVP ile Uyarilan Hiicrelerin cAMP Miktarlarinin Belirlenmesi i¢cin Yapilan
AlphaScreen® cAMP Birikim Testi

1. Ornekte bulunan cAMP degerini hesaplamak igin 12 farkli konsantrasyonda
cAMP igeren standart hazirlanmistir. Standart hazirlamak i¢in Cizelge 3.13

kullanilmastr.

Cizelge 3.13. cCAMP 6l¢limii i¢in standart tiiplerinin hazirlanmasi.

Seyreltme | Son Konsantrasyon (M) Seyreltme Hacmi Stimillasyon
Tamponu
1 1X10° 50 uM cAMP stoktan 5 pl 45 pl
2 3 X 107 1. tiipten 15 ul 35 ul
3 1X107 2. tiipten 15 ul 30 pl
4 3X10% 3. tiipten 15 ul 35ul
5 1X 108 4. tiipten 15 pl 30 ul
6 3X10° 5. tiipten 15 ul 35ul
7 1X10° 6. tiipten 15 pl 30 ul
8 3 X107 7. tiipten 15 ul 35u
9 1X 1010 8. tiipten 15 pl 30 ul
10 3X 10t 9. tiipten 15 ul 35u
11 1X101 10. tiipten 15 ul 30 ul
12 0 - 35l
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2. Hazirlanan cAMP standartlarindan {i¢li tekrar olacak sekilde 5 pl alimip 384
kuyulu mikroplakaya aktarilmistir.

3. Akseptér ve dondr boncuklar Kkullanilarak gergeklestirilen deneyin bu
asamasindan itibaren tiim islemler karanlik odada yapilmistir. Ayrica 384 kuyulu
mikroplakanin {izeri tiim inkiibasyon siireleri boyunca buharlagsmay1 ve 151K ile
temasi 6nlemek amaciyla yapiskan kaplama filmi ile kaplanmustir.

4. Akseptor ve dondr boncuk karisimlari asagida verilen sekillerde hazirlanmustir.
Akseptor boncuk — 1:50 seyreltilip Stimiilasyon Tamponu igerisinde
hazirlanmistir.

Donor boncuk — 1:150 oraninda seyreltilmistir, 1:24 oraninda biotin isaretli
CAMP seyreltilmistir ve Lizis Tamponu igerisinde hazirlanmstir.

5. Akseptor boncuk karisimindan standartlar da dahil olmak tizere her bir kuyuya 5
ul eklenmistir ve 30 dakika boyunca karanlikta inkiibe edilmistir.

6. Donor boncuk karigimindan her bir kuyuya 15 pl eklenmistir ve 1 saat boyunca
karanlikta inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonrasi plaka, EnSightTM Multimode Plate Reader (PerkinElmer)
cihazina yerlestirilerek 1g1ma miktarlar1 6lgiilmistiir.

8. Elde edilen is1ma degerlerine gére cAMP miktarlari Microsoft Excel programinda
hesaplanmustir.

9. Elde edilen veriler GraphPad Prism Software programi kullanilarak her bir mutant

reseptore ait Emax Ve ECsg degerleri analiz edilmistir.

3.10. COS-7 Hiicrelerinin Floresan Goriintiileme Calismasi

Mutant V2 reseptorlerinin, literatiire bakildiginda ER ya da Golgi aygitindaki kontrol
mekanizmalarinda takili kaldiklar1 ve hiicre yiizeyine ulasamadiklar1 bilgisi elde
edilmektedir [40]. Bu amag dogrultusunda yapilan tez ¢alismasinda yer alan mutasyonlari
iceren reseptOrlerin ER’de takili kalip kalmadigimi gostermek amaciyla floresan
goriintiileme ¢aligmalar1 yapilmistir. EGFP dizisi ile isaretlenen yabanil tip ve mutant

reseptorler COS-7 hiicre hatt1 kullanilarak goriintiilenmistir.
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3.10.1. Floresan Goriintiileme Calismasi icin COS-7 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Floresan goriintilleme caligmalar1 igin COS-7 hiicreleri asagida anlatildigr sekilde

hazirlanmistir.

1. Thoma cami kullanilarak 1 ml besiyeri i¢indeki hiicre sayisi belirlendikten sonra
istenilen konsantrasyonda hiicre elde etmek icin hiicre siispansiyonuna DMEM
(%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin i¢eren) eklenmistir.

2. Floresan goriintiileme ¢aligsmalari i¢in COS-7 hiicreleri 40.000 hiicre/kuyu olacak
sekilde 48 kuyulu plaga ekilmistir.

3. 48 kuyulu plaga ekilen COS-7 hiicreleri ertesi gilin transfeksiyon igin

kullanilmustir.

3.10.2. Floresan Goriintiileme Calismasi icin COS-7 Hiicrelerinin Transfeksiyonu

Floresan goriintiilleme caligmasi icin COS-7 hiicrelerinin transfeksiyonu asagida verilen

sekilde yapilmistir.

1. 48 kuyulu plaga 40.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekilen COS-7 hiicreleri ertesi
giin 151k mikroskobu kullanilarak kontrol edilmistir. Transfeksiyon i¢in uygun
sartlarin saglandig1 dogrulanmis ve transfeksiyon islemine baslanmistir.

2. 48 kuyulu plak i¢in tek bir kuyuya;
70 pl serumsuz Dulbecco’s Moddified Eagle’s Medium (DMEM)
700 ng DNA
0,7 pl Turbofect™ transfeksiyon ajani eklenmistir.

Bunun i¢in, DMEM ile DNA bir tiipte pipetleme yapilarak hazirlanmistir. Bu
karistma DNA eklenmistir. DNA’nin transfeksiyon ajani ile etkilesime girmesi
icin iyice pipetleme yapilmistir. Her bir mutasyon i¢in kag¢ tane kuyu kullanmak

gerekiyorsa transfeksiyon karisimi ona gore hazirlanmistir.

3. 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
siresinin 20 dakikadan daha az veya ¢ok olmamasina dikkat edilmistir.
4. Inkiibasyonun ardindan transfeksiyon karisimi COS-7 hiicrelerinin bulundugu

kuyulara eklenmistir.
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5. Yabanil tip ve mutant DNA’larin COS-7 hiicrelerinde yabanil tip ve mutant V2
reseptorleri olarak ifade edilmesi i¢in transfeksiyondan sonra 48-72 saat
beklenmistir.

6. Transfeksiyon etkinligi EVOS FLoid Cell Imaging System (Thermo Fisher
Scientific) ile kontrol edilmistir.

3.10.3. COS-7 Hiicrelerinin ER-izleyici ile Boyanmasi

Yabanil ve mutant V2 reseptorlerinin ER’de takili kalip kalmadigini géstermek amaciyla
COS-7 hiicreleri ER-izleyici boya ile boyanmistir. Izlenen deneysel yontem asagidaki
gibidir.

Transfeksiyondan 72 saat sonra besiyeri ortamdan uzaklastirilmistir.

Hiicreler 1X DPBS ile bir kez yikanmistir.

250 ul %4 formaldehit igeren 1X DPBS eklenmistir.

Oda sicakliginda 30 dakika boyunca bekletilerek fiksasyon saglanmustir.
Hiicreler 1X DPBS ile bir kez yikanmustir.

Bu asamadan sonraki biitiin islemler karanlik ortamda gerceklestirilmistir.
Hiicrelere 250 pul 1X DPBS igerisinde hazirlanmis 1 pM ER-TrackerTMRed
(BODIPY® TR Glibenclamide) iceren boya eklenmistir.

8. 37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

N o g s~ wDd e

9. Boya uzaklastirilmistir.

10. Hiicrelerin iizerine 250 pl 1X DPBS-T (%0,05 Tween-20 igeren 1X DPBS)
eklenmistir.

11. Hiicreler buz iizerinde 10 dakika boyunca inkiibe edilerek gegirgen hale gelmeleri
saglanmustir.

12. Hiicreler 1X DPBS ile bir kez yikanmustir.

13. 250 pl 1X DPBS igerisinde hazirlanmis 1 uM DAPI (Sigma Aldrich) ile 5 dakika
inkiibe edilerek hiicreler boyanmustir.

14. Hiicreler 1X DPBS ile 2 defa yikanmustir.

15. Hiicrelerin tizerine 250 pl 1X DPBS eklenmistir.

16. EVOS Floid Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific) ile goriintiileme
yapilmustir.
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4. SONUCLAR

4.1. Site-directed Mutagenez Yontemi Kullanilarak EGFP ile Isaretli ve Isaretsiz
Mutant V2R Gen Dizilerini I¢ceren ifade Vektorlerinin Olusturulmasma iliskin

Sonuclar

Site-directed mutagenez yontemi kullanilarak EGFP ile isaretli olmayan mutant V2R gen
dizilerini iceren ifade vektorlerinin olusturulmasina ait sonuglar bu proje kapsaminda
yapilan diger bir tez ¢alismasinda gosterilmistir [54]. Bu tez ¢alismasinda ise site-directed
mutagenez yontemi kullanilarak EGFP ile isaretlemesi yapilmis V2R gen dizilerini igeren
ifade vektorlerinin olusturulmasina iliskin sonuglar yer almaktadir. iki tez ¢alismasinda
da V2R gen dizisi, site-directed mutagenez yontemi kullanilarak ayni primerlerle

calisilmgtir.

Mutant bir V2R gen bélgesi elde etmek igin; dis ileri primer (cozak-HA F) ile ilgili
mutasyonu i¢ine alan geri primer kullanilarak PZR tirtinleri 1 elde edilmistir. Ayni1 sekilde
ilgili mutasyonu i¢ine alan ileri primer ile dis geri primer (pL-FLAG R) kullanilarak PZR
tirtinleri 2 elde edilmistir. PZR iirlinleri %1°lik agaroz jele yiiklenerek kontrol edilmistir.
Elde edilen bant biiytikliiklerine iligskin bilgiler Cizelge 4.1°de verilmistir. PZR iiriinleri 1

ile PZR iiriinleri 2’nin %1°lik agaroz jel goriintiileri ise Sekil 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. V2R geni i¢in PZR iirtinlerinin %1'lik agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda

elde edilen bant biiyiikliikleri (bg: baz cifti).

Kullanilan pLV2R vektorii pLV2R_EGFP vektorii
Primerler cozak-HA F pL-FLAG R cozak-HA F pL-FLAGR
H80Y F - 934 be - 1652 be
H80Y R 283 be - 283 be -
V88L F - 911 be - 1629 bg
V88L R 306 bg - 306 bg -
V215M F - 529 be - 1247 be
V215M R 687 bg - 687 be -
L219P F - 517 bg - 1235 bg
L219P R 700 bg - 700 bg -
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V215M L2167
1 1

V215M
2

c

Sekil 4.1. Her bir mutasyonu iceren PZR iirlinlerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri

(M: belirteg, (-): negatif kontrol, b¢: baz gifti).

a: H80Y ve V88L mutasyonlarina ait PZR iiriinleri 1,

b: V215M ve L219P mutasyonlarina ait PZR iiriinleri 1 ve H80Y mutasyonuna ait PZR
iiriinii 2,

c: V88L, V215M ve L219P mutasyonlarina ait PZR {iriinleri 2.

Ilgili bantlar Cizelge 4.1°de verilmistir.
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PZR fiirtinleri 1 ve PZR iiriinleri 2’nin kalip olarak kullanildigi, biitiin bir V2R dizisi
olusturmak icin yapilan fiizyon PZR {irlinlerine ait %]1°lik agaroz jel goriintiisii, Sekil
4.2’de verilmistir. Mutasyonlar i¢in jelden 1935 b¢ uzunlugundaki bantlar kesilip alinarak

izole edilmistir ve kesim reaksiyonlar1 i¢in kullanilmistir.

HBOY V8L V215M L219P ()

a b

Sekil 4.2. Tlgili mutasyonlari iceren biitiin bir V2R dizisini olusturmak i¢in yapilan fiizyon
PZR iriinlerinin %]1°lik agaroz jeldeki goriintiileri (M: belirteg, (-): negatif kontrol, bg:
baz cifti).

a: H80Y ve V88L mutasyonlarina ait goriintii,
b: V215M ve L219P mutasyonlarina ait goriintii.

1935 b¢ uzunlugundaki bantlar jelden kesilip alinarak izole edilmistir.
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4.2. Hazirlanan EGFP ile Isaretli ve Isaretsiz Mutant V2R Gen Dizilerinin ve

Vektorlerin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesimine iliskin Sonuclar

EGFP ile isaretlemesi yapilmis mutant V2R gen dizilerinin ve pLV2R EGFP vektoriiniin
Aatll ve Spel restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi sonras1 %1°lik agaroz jeldeki
goriintiileri Sekil 4.3’te gosterilmistir. Jelden pLV2R EGFP vektorii i¢in 3150 bg
uzunlugundaki bant, mutasyonlar i¢inse 1873 b¢ uzunlugundaki bantlar alinarak izole

edilmistir ve ligasyon asamasinda kullanilmislardir.

3000 bg 3000 bg

1000 be 1000 bg

500 bg 500 bg

M pLV2R_EGFP  H80Y V88L V215M L219P

a b

Sekil 4.3. Aatll ve Spel restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilan kesim

sonrasi uriinlerin %1 lik agaroz jeldeki goriintiileri (M: belirteg, bg: baz ¢ifti).
a: pLV2R EGFP vektorii ve H80Y ve V8L mutantlarinin uzun PZR {iriinlerinin kesimi,
b: V215M ve L219P mutantlarinin uzun PZR iiriinlerinin kesimi.

Vektor i¢in 3150 b¢ uzunlugundaki bant, mutasyonlar i¢inse 1873 b¢ uzunlugundaki

bantlar jelden kesilerek izole edilmistir.
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4.3. Hazirlanan EGFP ile isaretli ve isaretsiz Mutant V2R Gen Dizilerini iceren
ifade Vektorlerinin E.coli (DH50) Kompetan Hiicrelerine Transforme Edilmesine

Iliskin Sonuclar

EGFP ile isaretlemesi yapilmamis ifade vektorlerinin E. coli (DH5a) kompetan
hiicrelerine transformasyonu sonrasi elde edilen koloni gériintiileri proje kapsaminda yer
alan diger tez ¢alismasinda gosterilmistir [54]. EGFP ile isarctlenen mutant V2R gen
dizilerini igeren ifade vektorlerinin E.coli (DH50) kompetan hiicrelerine transformasyonu
sonrasi elde edilen kolonilerden koloni PZR yapilmistir. Koloni PZR sonrast iirlinlerin
%1’lik agaroz jelde kontrolii sonrast 1910 b¢ uzunlugunda bant gdstermesi
beklenmektedir. Bu uzunlukta bant gozlendiginde E.coli (DH5a) kompetan hiicrelerinin
V2R genini igine aldiginin dogrulanmasi saglanmis olur. Yapilan koloni PZR {iriinlerinin

%1°lik agaroz jelde kontrol edilmesine ait goriintii Sekil 4.4’te verilmistir.

3000 bg

2000 bg
1500 bg
1200 bg
1000 bg

500 bg

M HBOY V8sL V215M L21SP (-)

Sekil 4.4. Gergeklestirilen koloni PZR sonrasi liriinlerin %1°’lik agaroz jeldeki goriintiileri

(M: belirteg, (-): negatif kontrol, bg: baz ¢ifti).
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4.4. Olusturulan EGFP Dizisi ile Isaretli ve Isaretsiz Mutant V2R Gen Dizilerinin

DNA Dizileme Yontemi Kullanilarak Dogrulanmasina iliskin Sonuclar

EGFP isaretsiz mutant V2R gen dizilerinin DNA dizileme yontemi kullanilarak
dogrulanmasina iligkin sonuglar proje kapsaminda yer alan diger tez g¢alismasinda
gosterilmistir [54]. EGFP isaretli mutant V2R gen dizilerinin DNA dizileme yOntemi

kullanilarak dogrulanmasina iliskin kromatogram goriintiileri ise Sekil 4.5’te verilmistir.

Yabanil Tip
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Sekil 4.5. EGFP ile isaretlenmis mutantlar i¢in kromatogram goriintiileri.
a: H80Y mutantina ait kromatogram goriintiisii (CAC — TAC),

b: V88L mutantina ait kromatogram goriintiisii (GTG — TTG).
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4.5. Yabamil Tip ve Mutant V2R Gen Dizilerini I¢ceren ifade Vektorlerinin COS-7

Hiicrelerine Transfeksiyonuna fliskin Sonuglar

ELISA, cAMP birikim testi ve hiicre goriintiileme gibi fonksiyon analizi deneyleri i¢in
hiicreler iizerinde gerceklestirilen transfeksiyonun etkinligi pEGFP ile gozlenmistir.

Transfeksiyon etkinliginin gézlendigi hiicre goriintiileri Sekil 4.6’daki gibidir.

Sekil 4.6. pEGFP ile transfeksiyonu gergeklestirilen COS-7 hiicrelerinin 48 saat sonraki

goriintiileri (Birim: 100 pm).

a: normal 11k altindaki goriintiisii, b: floresan 151k altindaki goriintiisii.

Yabanil tip ve mutant V2 reseptorlerinin hiicre yiizeyindeki ve hiicre i¢indeki ifadelerinin

belirlenmesi i¢in sirasiyla hiicre yiizey ELISA deneyi ve total ELISA deneyi yapilmistir.

4.6.1. Hiicre Yiizey ELISA Deneyine iliskin Sonuclar

Hiicre yiizey ELISA deneyleri sonucunda elde edilen sonuglara gore, tiim mutantlarin
hiicre yiizeyindeki ifadelerinde azalma belirlenmistir. En ¢ok etkilenen mutasyonlar

sirastyla L219P ve H80Ydir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.7).
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Cizelge 4.2. Hiicre yiizey ELISA deneyi sonuglar1 (SD: Standart sapma, n: tekrar sayisi,
WT: yabanil tip V2 reseptorii, pL: V2R dizisi icermeyen bos vektor).

Hiicre Yiizey ELISA (%)
Reseptorler Ortalama SD n
WT 100 0 4
HB80Y 5,8 0,2 3
V88L 45,8 20,9 3
VV215M 50,9 16,7 4
L219P 2,7 1,9 4
pL 0 0 4

150

% Yiizey ifade
>
o
1

an
o
1

wT H80Y V88L V215ML219P pL

Sekil 4.7. Mutant V2 reseptorlerine ait hiicre ylizey ELISA grafigi. Yiizey ifadeleri yabanil

tip reseptoriin ifadesi %100 olacak sekilde kabul edilip kiyaslama ile hesaplanmigtir

(WT: yabanil tip V2 reseptorii, pL: V2R dizisi igermeyen bos vektor).
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4.6.2. Total ELISA Deneyine Iliskin Sonugclar

Yapilan total ELISA deneyleri ile elde edilen sonuglara gore en ¢ok H80Y ve L219P
mutant reseptorlerinin hiicre i¢indeki toplam ifadelerinde azalma belirlenmistir (Cizelge
4.3 ve Sekil 4.8).

Cizelge 4.3. Total ELISA deneyi sonuglar1 (SD: Standart sapma, n: tekrar sayisi, WT:
yabanil tip V2 reseptorii, pL: V2R dizisi igermeyen bos vektor).

Total ELISA (%)
Reseptorler Ortalama SD n
WT 100 0 6
H80Y 25,5 22,8 3
V88L 55,0 15,3 3
V215M 76,2 24,3 6
L219P 29,7 2,7 3
pL 0 0 3
150
g 100
P
g
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X
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Sekil 4.8. Mutant V2 reseptorlerine ait Total ELISA grafigi. Total ifadeleri yabanil tip

reseptoriin ifadesi %100 olacak sekilde kabul edilip kiyaslama ile hesaplanmistir.

(WT: yabanil tip V2 reseptori, pL: V2R dizisi igermeyen bos vektor)
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4.7. cAMP Birikim Testine iliskin Sonuclar

AVP ile uyarilan mutant reseptorleri ifade eden hiicrelerdeki cAMP miktar1 goreceli
olarak yabanil tip reseptoriin verdigi cevap %100 olacak sekilde kabul edilip
karsilagtirmal1 bir sekilde hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore fonksiyon kaybinin

en yogun gozlendigi mutant L219P olmustur. L219P’yi H80Y takip etmektedir (Sekil 4.9
ve Cizelge 4.4).

140
120
100 }
= - WT
E 807 ﬁ -+ H80Y
T
5 .
o 60 - V88L
2
-0
S 404 V215M
& L219P
20-
-+ pL
0-
18 16 14 12 10 -8 -6 -4 2 0
log [AVP] (M)

Sekil 4.9. cAMP birikim testi sonucu elde edilen doz-cevap egrisi (WT: yabanil tip V2

reseptori, pL: V2R dizisi igermeyen bos vektor).
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Cizelge 4.4. AVP ile uyarilma sonucu mutant reseptorlere ait Emax V€ ECso degerleri
(n=4). L219P ve pL, Emax degeri meydana getiremedigi i¢in ECso degerleri de
hesaplanamamustir (WT: yabanil tip V2 reseptorii, pL: V2R dizisi icermeyen bos vektor,
negatif kontrol, SD: Standart sapma).

Mutant Emax (%0) ECso (NM)
reseptorler Ortalama SD Ortalama SD
WT 100 - 1 0,6
H80Y 13,4 3,7 0,6 0,2
V/88L 51,6 16,4 121 28,3
V215M 68,2 13,6 0,6 0,3
L219P - - - -
pL : : : :

4.8. COS-7 Hiicrelerinin Floresan Gériintiileme Calismalarina Iliskin Sonuclar

Hiicre goriintilleme c¢alismalart kapsaminda yabanil tip ve mutant V2 reseptor
proteinlerini takip edebilmek amaciyla bu geni iceren dizi EGFP ile isaretlenmistir.
Boylece reseptor protein floresan 1s1k altinda yesil renkte goriintiilenebilmektedir. ER ise
kendine 6zgii ticari izleyici kullanilarak renklendirilmistir. Bu sayede, H80Y ve V88L
mutant reseptorlerinin ER’de takili kalip kalmadigi deneysel olarak gosterilmistir.
Yasanan pandemi sebebi ile V215M ve L219P mutant reseptorleri i¢in hiicre goriintiileme
deneyleri yapilamamistir. H80Y ve V88L mutant reseptorlerine ait elde edilen sonuglar
Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°deki gibidir.
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Sekil 4.10. H80Y mutant V2 reseptdriinii ifade eden COS-7 hiicresi. A: DAPI ile boyanmis

hiicre ¢ekirdekleri, B: EGFP ile isaretlenmis V2 reseptorii, C: ER, D: Birlestirilmis goriintii.
Mutant reseptorii ifade eden hiicrede, ERun kirmizi rengi ile mutant reseptdriin yesil renginin

cakistig1 bolgeler turuncu/sari olarak goriilmektedir.



Sekil 4.11. V88L mutant V2 reseptoriinii ifade eden COS-7 hiicresi. A: DAPI ile boyanmig

hiicre ¢ekirdekleri, B: EGFP ile isaretlenmis V2 reseptorii, C: ER, D: Birlestirilmis goriintii.
Mutant reseptorii ifade eden hiicrede, ERun kirmiz1 rengi ile mutant reseptoriin yesil renginin

cakistig1 bolgeler turuncu/sart olarak goriilmektedir.

62



5. TARTISMA

Konjenital NDI, V2R geninde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanan, nadir goriilen
bir hastaliktir. Bu tez calismasinda, V2R geni iizerinde tanimlanan dort farklit mutasyonun
V2 reseptor fonksiyonu iizerine etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Her bir mutasyon,
V2 reseptoriine ait amino asit dizisi lizerinde isaretlenmistir (Sekil 5.1). Bu H80Y, V88L,
V215M ve L219P mutasyonlar tek baz degisiklikleri sonucunda olusan yanlis anlamli
mutasyonlar grubundandir. Mutasyonlarin fonksiyonel etkinlerinin incelenmesi,
hastaligin mekanizmalarin1 anlamak ve tedavi siirecine yon vermek icin biiyilk 6nem

tagimaktadir.

)} .
e

Hiicre disi

Hucre ici

Sekil 5.1. V2 reseptoriiniin amino asit dizisi. Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan
mutasyonlar kirmizi yuvarlaklar ile isaretlenmistir. [60] numarali kaynaktan

degistirilerek alinmistir.
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Yukarida verilen bilgilere ek olarak, bu tez ¢aligmasindan ayr1 olarak proje kapsaminda
grubumuz tarafindan gergeklestirilen CAMP birikim testinde hiicrelere uygulanan AVP,
maymun V2R geninin meydana getirdigi reseptorii uyaramamaktadir. Bunun sebebi,
transfeksiyon isleminde COS-7 hiicrelerine insan V2R geninin aktarilmis olmasidir.
Boylece, insan AVP hormonu ile uyarim yapildiginda maymun V2R geninin meydana
getirdigi 254 amino asit uzunlugundaki reseptor yerine, insan V2R geninin meydana
getirdigi 371 amino asit uzunlugundaki reseptor uyarilmaktadir. Bunun sebebi insan AVP
hormonunun maymun reseptoriinii uyaramamasidir. Bu nedenle maymun (Cercopithecus
aethiops) bobrek dokusundan alinip farklilastirilmis COS-7 hiicre hatti, CAMP deneysel

calismalarinda rahatlikla kullanilabilmektedir.

Bu tez calismasi disinda proje kapsaminda grubumuz tarafindan gerceklestirilen cAMP
birikim testi sonucunda elde edilen doz-cevap egrisi kullanilarak Emax Ve ECso degerleri
hesaplanmistir. Hesaplanan Emax degeri, V2 reseptoriiniin meydana getirebilecegi en
yiiksek cAMP miktarin1 belirtirken, ECso degeri belirli bir siire uygulanan AVP’nin
meydana getirdigi bazal cevap ile maksimum cevabin ortasinda yer alan bir degerdir. Bu
degerler kullanilarak reseptdr fonksiyonu analizleri yapmak ve ilag uygulamalari i¢in

bilgiler edinmek miimkiindiir.

H80Y, V88L, V215M ve L219P mutasyonlari i¢in gergeklestirilen fonksiyonel analizi
caligmalar1 kapsaminda V2 reseptdr fonksiyonu iizerine elde edilen verilerin

degerlendirilmesi asagida yer almaktadir.
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5.1. H80Y Mutasyonunun V2 Reseptor Fonksiyonu Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Tez c¢alismast kapsaminda fonksiyonel analiz ¢aligmalarmin gergeklestirildigi
mutasyonlardan biri olan H80Y mutasyonu 2. transmembran domeynde yer almaktadir
ve 80. kodonda yer alan histidin amino asidinin tirozin amino asidine doniismesine neden
olmaktadir (CAC — TAC). Histidin amino asidi pozitif yiike sahip ve hidrofilik bir amino
asittir. Histidin amino asidinin doniistiigii tirozin amino asidi ise, aromatik, polar olmayan
bir amino asittir ve hidrofobik ozellik gostermektedir. Bu amino asit degisikligi
sonucunda olusan farklilik, V2 resept6r proteininin hiicre i¢i trafigini bozabilecegini ve
reseptorin - membrana dogru  bir  sekilde yerlesmesinin  etkilenebilecegini
disiindiirmektedir [53]. Bunlara ek olarak, reseptoriin katlanmasi ve dogru

konformasyonu almasi da etkilenebilir.

1994 yilinda yapilan bir calisma sonucunda 2. transmembran alanda H8OR nokta
mutasyonu tanimlanmistir [61]. Bu mutasyon, 80. kodondaki histidin amino asidinin,
arjinin amino asidine doniisiimiine neden olmaktadir. Histidin amino asidi, bazik ve
pozitif yiiklii bir amino asittir. Arjinin amino asidi ise, histidin amino asidinden daha
pozitif yiikliidiir. Hem arjinin hem de histidin, polar amino asitler olmalarina ragmen,
birbirlerinden farklidirlar. Arjinin molekiillerinin ¢ogu, nétr bir ortamda pozitif
yiiklenirken, histidin molekiillerinin cogu nétr kalir. Bu fark, reseptor konformasyonunun

degismesine neden olabilir ve fonksiyonel basarisizliklarina yol agabilir [61].

Yapilan tez kapsaminda elde edilen ELISA sonuglarinda (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3),
total V2 reseptdrii ifadesinin yiiksek oranda diistiigii (%25,5) ve yiizeye ¢ok az miktarda
V2 reseptor proteininin ulastigi (%5,8) gézlemlenmistir. Bu mutantin hiicre yiizeyindeki
ifadesinin azlig1 nedeniyle AVP ile uyarim sonucu, reseptdriin olusturacagt cAMP
cevabimin da distik olmasi beklenmektedir ve CAMP birikim testlerinden elde edilen
verilere bakildiginda, AVP ile uyarim sonucu olusan cAMP Emax cevabi %13,4 tiir, ECso
degeri ise 0,6 nM’dir (Cizelge 4.4). Mutant reseptdriin yar1 yartya uyarilmasi igin gerekli
AVP miktar1 yabanil tip reseptorle karsilastirildiginda, neredeyse yari1 yartya daha diisiik
bir degere sahiptir (Cizelge 4.4). Yani mutant reseptor gorece daha az miktardaki AVP
ile uyarilabilmektedir fakat reseptdriin bu uyarilmaya kars1 verdigi cevap yabanil tipe

oranla yaklasik %85 oraninda daha diistiktiir.
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Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi FBA-2017-
14395 numaral1 proje kapsaminda HS80Y mutasyonuna sahip V2 reseptdr proteininin yari
omiir ve glikozilasyon deneyleri de yapilmis olup H80Y mutantinin ER’de yiiksek
mannoz yapisinda takili kalarak, Golgi aygitina ulasamadig1 ongoriilmustiir [54]. ER’den
taginmaya direng gosterdigi diisiincesinden dolay1, H80Y mutant reseptoriiniin floresan
gorilintiileme c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Yapilan floresan goriintiileme deneyleri
sonucunda elde edilen goriintiilere bakildiginda, mutant V2 reseptor proteininin ER’de
takili kalabilecegi gosterilmistir (Sekil 4.10).

5.2. V88L Mutasyonunun V2 Reseptor Fonksiyonu Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Yapilan tez ¢alismasi kapsaminda fonksiyonel analiz ¢aligmalarinin gergeklestirildigi bir
diger mutasyon V88L mutasyonudur. ilk olarak 2000 yilinda tanimlanmistir [62]. Bu
mutasyon, 2. transmembran domeynde yer almaktadir ve 88. kodonda yer alan valin
amino asidinin, 16sin amino asidine doniisiimiine neden olmaktadir. (GTG — TTG). Hem
valin hem de 16sin amino asitleri hidrofobik karakterdedir ve benzer dallanma yapilarina
sahiplerdir. Benzer amino asitler olduklart i¢in, bu tek nokta mutasyonunun protein
yapisint ve reseptdriin dogru konformasyonu almasimi fazla degistirmeyecegi

Oongoriilmektedir.

V88L mutantinin, kendisi ile ayn1 kodonda yer alan V88M mutantina benzer bir etkiye
sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. V88M mutant:1 igin literatiirde yer alan bilgilere
bakildiginda, total protein ve hiicre yiizey ifadesinin yabanil tipe gore biiyiik bir farklilik
gostermedigi ssonucu beklenmektedir [63], [64]. V88M ve V88L mutasyonlarina ek
olarak 88. kodonda V88N mutasyonu da bulunmaktadir [29], [32]. V88N mutasyonunun
fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Bu mutasyon, 88. kodondaki valin amino
asidinin, asparajin amino asidine doniisiimiine neden olmaktadir. Valin apolar bir amino
asit iken asparajin amid grubu nedeniyle polar bir 6zellik gdstermektedir. Bu yapisal
farklilik nedeniyle, reseptér konformasyonunun ve fonksiyonunun etkilenebilecegi
ongoriilmektedir. Bu bilgilere dayanarak, 88. kodondaki mutasyonlara bakildiginda
reseptdr fonksiyonunun amino asit yapisindaki degisimlere gore etkilenecegi
diistiniilmektedir. Bu nedenle, 88. kodondaki mutasyonlarin V2 reseptor fonksiyonu
lizerine etkilerinin arastirilmast  konjenital NDI hastalifi i¢in literatiire katki

saglayacaktir.
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Bu tez kapsaminda yapilan ELISA deneylerine bakildiginda, V88L mutantinin hiicre
yiizey ifadesi %45,8 iken total hiicre ifadesi %55’tir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3). Elde
edilen degerlere bakildiginda mutant reseptoriiniin, V88M mutant reseptdrii yabanil tipe
yakin degerler gostermemektedir ve diisiik protein ifadesi olustugu diisiiniilmektedir. Bu
baglamda reseptor ifadesinin aydinlatilmasi amaciyla, proje kapsaminda grubumuz
tarafindan cAMP deneyleri yapilmistir. Gergeklestirilen AVP ile uyarim sonucu V88L
mutant reseptoriiniin meydana getirdigi Emax %51,6°dir. ECso degeri ise 121 nM’dir
(Cizelge 4.4). Yani, V88L mutant reseptOriiniin uyarilmasi i¢in fazla konsantrasyonda
AVP gerekirken, olusan cAMP cevabi yabanil tipe oranla yar1 yariya daha diisiiktiir. Her
ne kadar amino asit degisiminin yapidaki hidrofobik durumu degistirmedigi goriilse de
mutant reseptoriin hiicre ylizey ifadesinde yar1 yariya bir diisme meydana getirmistir.
AVP ile uyarilma sonucu verilen maksimum cevabin da yabanil tipe oranla yar1 yartya
daha diisiik oldugu ve bununla birlikte uyarilmasi i¢in gerekli AVP miktarinin yabanil
tipe oranla neredeyse 100 kat daha fazla oldugu gz ontinde bulunduruldugunda, aslinda
bu mutant reseptoriin hiicre yiizey ifadesinde azliktan ve konformasyonda meydana gelen
degisiklik nedeniyle ligand ile uyarilmasinin yeterli olmadigi ve buna bagli olarak yeterli

bir cAMP cevabi olusturamadig diigiiniilmektedir.

Ayrica yapilan floresan goriintiileme c¢alismalarinda elde edilen sonuglara bakildiginda
mutant V2 reseptor proteininin bir kisminin ER’de takili kalabilecegi gozlenmektedir
(Sekil 4.11). Yapilan bu goriintilleme g¢alismalar1 ve fonksiyonel analizler, proje
kapsaminda yapilan diger tez ¢alismasi ile de uyumludur [54]. Elde edilen tiim sonuglar,
V88L mutant reseptorlerinin, HS0Y mutant reseptorlerine gore daha islevsel oldugunu

ancak yabanil tip ile karsilastirildiginda fonksiyon kaybina ugradigini diisiindiirmektedir.
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5.3. V215M Mutasyonunun V2 Reseptor Fonksiyonu Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Tez galigmasi kapsaminda fonksiyonel analiz ¢alismalarinin gerceklestirildigi bir diger
mutasyon V215M mutasyonudur. Bu mutasyon ilk olarak 1998 yilinda tanimlanmistir
[65]. Bu mutasyon 215. kodondaki valin amino asidinin, metiyonin amino asidine
doniismesine neden olmaktadir (GTG — ATG). Her iki amino asit de V88L
mutasyonunda oldugu gibi hidrofobik karakterlidir. Bu nedenle V215M mutanti i¢in
gerceklestirilen fonksiyonel analizler sonucunda elde edilen degerlerlerin V88L
mutantina benzer olabilecegi diisliniilmektedir. Ancak V88L mutasyonu 2. transmembran
bolgede bulunurken V215M mutasyonu 5. transmembran domeynde yer almaktadir. Bu
farklilik, bu mutasyonlarin reseptor fonksiyonu tizerindeki etkilerinin degisik seviyelerde
olmasina da sebep olabilir. V215M mutant1 iizerinde yapilan ¢aligmalar sayesinde, amino
asit karakterinde biiyiik degisiklikler bulunmazken transmembran bdlgedeki farkliligin,
hastaligin molekiiler mekanizmasini ve seyrini ne derecede etkiledigi hakkinda literatiire

katki saglanabilir.

Bu tez galigmasi kapsaminda elde edilen ELISA deneyine iliskin sonuglara bakildiginda,
total ifade edilen protein miktarinin (Cizelge 4.3) diger mutantlara oranla yabanil tipe
daha yakin oldugu (%76,2) sonucuna ulagilmistir. Ayrica bu mutant reseptoriin hiicre
yiizey ifadesinin (Cizelge 4.2) azaldigi bulunmustur (%50,9). Literatiirde, V215M
mutasyonunu igeren V2 reseptor proteininin AVP ile uyarilmast sonucu olusturdugu
cevaba bakildiginda sinyal verme kapasitesini korudugu sonucuna varilmistir [65]. Bu
amagla, proje kapsaminda grubumuz tarafindan AVP ile uyarim yapilmistir ve olusan
cAMP cevabinin Emax degeri %68,2 olarak, ECsg degeri ise 0,6 nM olarak bulunmustur
(Sekil 4.9 ve Cizelge 4.4). Mutant reseptOriin yar1 yartya uyarilmasi i¢in gerekli AVP
miktar1 yabanil tip reseptore oranla karsilastirildiginda neredeyse yar1 yariya daha diisiik
bir degerdir (Cizelge 4.4). Yani mutant reseptdr gorece daha az miktardaki AVP ile
uyarilabilmektedir fakat reseptoriin bu uyarilmaya kars1 verdigi cevap yabanil tipe oranla

yaklasik %30 oraninda daha diisiiktiir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda V215M mutasyonunu igeren V2 reseptor proteini, tez
caligmas1 kapsaminda kullanilan diger mutantlara gére yabanil tipe en yakin sonuglar
veren mutanttir. Diger mutant reseptorlere gére daha az fonksiyon kaybina ugradigi

diistiniilmektedir.
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5.4. L219P Mutasyonunun V2 Reseptor Fonksiyonu Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Yapilan tez c¢aligmasinda fonksiyonel etkilerinin incelendigi bir diger mutasyon
L219P’dir. Bu mutasyon ilk olarak 1997 yilinda tanimlanmistir [66]. Bu mutasyon 5.
transmembran bolgede yer almaktadir ve 219. kodondaki 16sin amino asidinin, prolin
amino asidine doniismesine neden olmaktadir (CTG — CCG). Losin amino asidi polar
olmayan bir amino asittir ve hidrofobik 6zellik gosterir. Prolin amino asidi de 16sin gibi
non-polardir ancak bulundugu yerde yapisal esnekligi azaltma &zelligine sahiptir. Bu
nedenle protein yapisinda kati bir diizenlemeye neden olur. [67], [68]. Losin amino
asidinin, prolin amino asidine doniisiimiiniin V2 reseptér konformasyonunu olumsuz
yonde etkileyecegi ongoriilmektedir. Bu bilgilere dayanarak, L219P mutant reseptor

proteininin fonksiyonel etkilerinin fazla olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen verilere bakildiginda hiicre yiizeyinde ve totalinde
ifade olan protein miktarlarinin oldukca diisikk oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2 ve
Cizelge 4.3). L219P mutasyonunu igeren V2 reseptdr proteininin olusturdugu hiicre
ylizey ifadesi %2,7 ve total hiicre ifadesi %29,7°dir. Proje kapsaminda grubumuz
tarafindan gerceklestirilen AVP ile uyarim sonucu herhangi bir cAMP cevabi
olusmamistir. Bu nedenle herhangi bir Emax Ve degeri ECso degeri hesaplanamamustir.
Diger mutant reseptorler farkli derecelerde sinyal olustururken L219P mutasyonunu
igeren V2 reseptor proteini, bir sinyal cevabi olusturamamustir (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.4).
219. kodonda meydana gelen bu mutasyonun, 16sin amino asidini prolin amino asidine
doniistiirmesi sonucunda, muhtemelen reseptor yapisinda degisiklik meydana gelmistir.
Prolin amino asidinin {i¢ boyutlu yapiya kattigi sabitlik, protein katlanmasini ve
reseptoriin  yiizeye ulasmasini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu nedenle reseptor

fonksiyonunun islevselliginin neredeyse sifirlandig: diistiniilmektedir.

Yapilan bu tez calismasi sonucunda elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde, yukarida
ayrintili bir sekilde bahsedildigi gibi H80Y, V88L, V215M ve L219P mutant reseptorleri
hiicre i¢erisinde yabanil tipe oranla farkli derecelerde sentezlenmekte ve hiicre yiizeyine
farkli oranlarda ulasabilmektedir. Hiicre icerisindeki sentezi en diisiik olan mutant
reseptor L219P°dir. Buna bagl olarak yilizeye ulagsmasi etkilenmekte ve reseptoriin
normal fonksiyonunu yerine getiremedigi Ongoriilmektedir. Elde edilen bilgiler
dogrultusunda, her mutant reseptoriin ER’de farkli diizeylerde takili kaldig

diistiniilmektedir. V2 reseptdr fonksiyonu icin gerceklestirilen ELISA ve floresan
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goriintiileme deneylerine ait sonuglar, proje kapsaminda grubumuz tarafindan
gerceklestirilen cAMP, yari Oomiir ve glikozilasyon deneyleri sonuglari ile uyum

igerisindedir [54].

Genel olarak bakildiginda, V2 reseptor proteini tizerinde farkli amino asit degisimlerine
sebep olan ve bu tez ¢alismasi kapsaminda incelenen nokta mutasyonlari, farkl sekillerde
etki mekanizmalarina sahiplerdir. Bu durum, konjenital NDI hastaligi semptomlarini ve
bu semptomlarin siddetlerini anlamamiz i¢in ilave bilgiler sunabilir. Nadir goriilen bir
hastalik olan konjenital NDI hastaliginin dogru teshisi ve tedavisi olduk¢a 6nemlidir.
Mutant reseptorler tizerinde yapilan fonksiyon analizi ¢alismalarinin, hastaligin altinda
yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina ve buna bagli olarak tani ve tedaviye
yonelik yaklagimlarin gelistirilmesine katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Boylece

hastalarin yasam kalitesi arttirilabilir ayrica literatiire de katki saglanabilir.
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