NEFROJENIK DIABETES INSIiPIDUS HASTALIGINA
SEBEP OLAN MUTANTLAR UZERINDE BAZI
FARMAKOLOJIK SAPERONLARIN ETKI
MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

INVESTIGATION of the MECHANISMS to EFFECT of
SOME PHARMACOLOGICAL CHAPERONES ON
MUTANTS CAUSED BY NEPHROGENIC DIABETES
INSIPIDUS DISEASE

ELIiF MERVE AVCU

Doc. Dr. Emel SAGLAR OZER

Tez Danismani

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Y®6netmeliginin
Biyoloji Anabilim Dal1 i¢in Ongordiigii

YUKSEK LISANS TEZI olarak hazirlanmustir.

2022



OZET

NEFROJENIK DIABETES INSiPIDUS HASTALIGINA SEBEP
OLAN MUTANTLAR UZERINDE BAZI FARMAKOLOJIK
SAPERONLARIN ETKi MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Elif Merve AVCU

Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Damismani: Dog. Dr. Emel SAGLAR OZER

Ocak 2022, 69 sayfa

G-protein bagh reseptorler (GPCR) viicudumuzda bir¢ok fizyolojik siirecin
yonetilmesinde gorev alan biiylik bir integral membran proteini ailesidir. Reseptor
tizerindeki amino asit dizilerinde meydana gelen mutasyonlar, reseptorii
konformasyonel degisiklige ugratarak cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Diabetes insipidus (DI), GPCR ile iliskili mutasyonlardan kaynakli
gelisebilen bir hastaliktir. DI kendi icinde Santral DI (CDI), Nefrojenik DI (NDI),
primer polidipsi ve gebelik sonucu meydana gelen poliiiri olmak iizere alt gruplara
ayrilmaktadir. X kromozomu iizerinde yer alan AVPR2 geninde goriilen mutasyonlar
sonucu ortaya ¢ikan NDI, polidipsi ve poliiiri ile karaterize olan nadir kalitsal bir
hastaliktir. Bu mutasyonlar proteinlerin yanlis katlanmasina, endoplazmik retikulum
(ER) kalite kontrol sistemlerinde takilmasina ve dolayisiyla fonksiyon kaybina neden

olabilmektedir.

Bu tezin amaci, NDI’da fonksiyon kaybina neden oldugu onceki ¢alismalarla

gosterilmis olan R68W, V162A ve T273M mutant AVPR2 proteinlerinin iizerinde



YMO87 ve VPA985 farmakolojik saperonlarinin uygulanmasi sonucu bu mutant

proteinlerin ER kalite kontrol sisteminden kurtarilip kurtarilamadiginin arastirilmasidir.

Bu tez kapsaminda yapilan tim deneysel ¢aligmalarda uygulanan YMO087 ve VPA985
farmakolojik saperonlarin dozlarinin belirlenebilmesi i¢in MTT ve Tripan mavisi
yontemi ile % hiicre canliliklar1 hesaplanmistir. Yabanil tip ve mutant pLV2R vektorleri
COS-1 hiicrelerine transfekte edilmistir. Yabanil tip ve mutant AVPR2 genini igeren
pLV2R vektorlerinin hiicre yiizeyindeki ve hiicre i¢erisindeki total miktarin tayini i¢in
hiicre yiizey ELISA ve total ELISA yontemi uygulanmistir. Ayrica mutant reseptorlerin
hiicre yiizey karakteristiklerinin dlglilmesi igin Flow sitometri yontemi uygulanmustir.

Sonuglar literatiir taramasi yapilarak farkli saperon uygulamalar ile karsilagtirilmastr.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda R68W, V162A ve T273M mutant reseptorleri
tizerinde uygulanan YMO087 ve VPA985 farmakolojik saperonlarin hiicre ylizeyindeki

ifadelerini mutant proteinlerin tipine gore degisen diizeylerde arttirdig1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: GPCR, Diabetes Insipidus, Nefrojenik Diabetes Insipidus,
AVPR2, farmakolojik saperon



ABSTRACT

INVESTIGATION of the MECHANISMS to EFFECT of SOME
PHARMACOLOGICAL CHAPERONES ON MUTANTS CAUSED
BY NEPHROGENIC DIABETES INSIPIDUS DISEASE

Elif Merve AVCU

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Dog¢. Dr. Emel SAGLAR OZER

January 2022, 69 pages

G-protein coupled reseptors (GPCRs) are a large family of integral membrane proteins
involved in the management of many physiological processes in our body. Mutations in
the amino acid sequences on the receptor cause conformational changes in the receptor,
leading to the emergence of various diseases. Diabetes insipidus (DI) is a disease that
may develop due to mutations associated with GPCR. DI is subdivided into Central DI
(CDI), Nephrogenic DI (NDI), primary polydipsia, and pregnancy-induced polyuria.
NDI, which is caused by mutations in the AVPR2 gene located on the X chromosome,
is a rare inherited disease characterized by polydipsia and polyuria. These mutations
may cause proteins to misfold and retain in ER quality control systems, and thus cause

loss of function.

The aim of this thesis is to investigate whether these mutant proteins can be rescued
from the ER quality control system as a result of the application of YMO087 and
VPAO985 pharmacological chaperones on R68W, V162A and T273M mutant AVPR2

proteins, which have been shown in previous studies to cause loss of function in NDI.



In order to determine the doses of YMO087 and VPA985 pharmacological chaperones,
which performed in all experimental studies within the scope of this thesis, % cell
viability was calculated by MTT and Trypan blue method. Wild-type and mutant
pLV2R vectors were transfected into COS-1 cells. Cell surface ELISA and total ELISA
methods were performed for the determination of the total amount of pLV2R vectors,
containing wild type and mutant AVPR2 gene, on the cell surface and inside the cell. In
addition, flow cytometry method was performed to measure the cell surface
characteristics of mutant receptors. The results were compared with different chaperone

applications by searching the literatiire.

In the studies carried out within the scope of this thesis, it was observed that YMO087
and VPA985 pharmacological chaperones applied on the R68W, V162A and T273M
mutant receptors increased their expression on the cell surface at varying levels

depending on the type of mutant proteins.

Keywords: GPCR, Diabetes Insipidus, Nephrogenic Diabetes Insipidus, AVPR2,

pharmacological chaperone
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1. GIRIS

Insan viicudundaki fizyolojik islevlerin neredeyse tamamina yakini proteinler tarafindan
diizenlenmektedir. Insan viicudu yaklasik olarak 100.000 protein tiirii icerebilmektedir.
Her proteinin kendine 6zgii bir biyolojik islevi bulunmaktadir. Sahip olduklar1 bu
islevleri yerine getirebilmek i¢in bu proteinlerin, primer yapilarinda bulunan amino asit
dizilerince belirlenen spesifik konformasyonel durumlarina katlanmasi ve aktif
olacaklar1 son hallerini almalar1 gerekir. Her bir proteinin aktivite gosterecekleri {ig
boyutlu yapilarina katlanmasi sahip olduklar1 polipeptit zincirlerinin igerdikleri amino
asitler tarafindan kodlanmakta ve belirlenmektedir [1]. Proteinlerin dogal
konformasyonlarina katlanmalar1 ER tarafindan kontrol edilir. ER’daki kalite kontrol
sistemlerinin varligi sadece dogru katlanmis proteinlerin gegisine izin vermektedir.
Yanlis katlanarak kendi dogal konformasyonlarina ulagamayan proteinler ER tarafindan
proteolitik bozunmaya ugramaktadir [2]. Yanlis katlanmig proteinler hiicrede ya
fonskiyon kaybma neden olmaktadir ya da hiicre i¢inde birikerek toksik fonksiyon
kazanim saglamaktadir. Ornegin, mutasyonlar sonucu proteinlerde fonksiyon kaybina
neden olan ve bu sebeple ortaya ¢ikan kistik fibrozis ve al-antitripsin (al-AT) eksikligi
proteinlerin  bozunmasindan kaynakli 1iyi bilinen kalitsal hastaliklardir. X
kromozomununda kalitilan AVPR2 genindeki mutasyonlarin  neden oldugu
proteinlerdeki yanls katlanmalar sonucu ortaya ¢ikan Nefrojenik Diabetes Insipidus’da
(NDI) bu grup igerisinde yer almaktadir [3, 4]. Toksik kazanim saglayan proteinler ise
yar1 kararli proteinler olup toksisite ile baglantili olarak agregasyona ugrarlar. En
belirgin olarak Alzheimer hastaligi (AH) ve Parkinson hastaligin1 (PD) ve ayrica tip II
diyabet, belirli kalp hastalig1 ve kanser tiirleri bu grup igerisine dahil edilmektedir [3].
Hastaliklarin tedavisinde umut verici bir yaklasim olarak farmakolojik saperon
kullanimu ile proteolitik bozunma ve termal denatiirasyona kars1 saperonlarin proteinlere
baglanarak, proteinleri kararli halde tutmalar1 amaclanmaktadir. Farmakolojik
saperonlar proteinleri dogru katlanmig formlarma gore stabilize etmeyi amaglar ve bu
sekilde yanlis katlanmalarin engellenmesi hedeflenmektedir [5]. Diisiik molekiil
agirligina sahip olan farmakolojik saperonlar, proteinlere spesifik olarak baglanarak

yeniden katlanmay1 veya protein yapisinin kararliligini tesvik ederek protein



fonksiyonunu geri kazandiran bilesiklerdir [6]. Yanlis katlanmig protein molekiillerinin
herhangi bir tedavi siirecinden ge¢gmeden kendi dogal konformasyonlarmna tekrar
katlanmas1 az rastlanan bir durumdur. Protein hedeflerine 6zgiil olarak baglanan
farmakolojik saperonlar kalite kontrol sistemlerinden gegemeyip ER igerisinde tutuklu
kalmis olan hedef proteinleri kararli hale getirerek ER’den ¢ikisin1 ve Golgi iizerinden
nihai hedeflerine ulasmasini saglamaktadir. Boylece hiicre icerisindeki dogru katlanmis
protein konsantrasyonlarinda artisa neden olacaktir. Lizozomal enzimler, GPCR’ler ve
iyon kanallar1 dahil olmak iizere birgok farkli protein tiiriiniin proteostazini arttirmak

icin farmakolojik saperon uygulamasi mevcuttur [7].

Bu tez kapsaminda, grubumuzun yaptig1 6nceki ¢alismalarda tanimlanan ve fonksiyon
kayiplarina neden oldugu belirlenmis olan (SBAG112S513) R68W, V162A ve T273M
mutant reseptorlerin farmakolojik saperonlar aracilifi ile yilizey ifadelerinin geri
kazandirilmasi hedeflenmistir. Sonug olarak, kullanilan saperonlarin s6z konusu mutant
reseptorlerin yiizey ifadelerini mutant proteinlerin tipine gore degisen diizeylerde

arttirdig1 belirlenmistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1 G Protein Bagh Reseptorler

Insan genomunda yaklasitk 800°den fazla G protein bagl reseptér bulundugu
bilinmektedir. Hiicre i¢i sinyal iletiminde anahtar rol géren GPCR’ler hiicre dis1 sinyal
kaynaklar1 olarak gorev alan iyonlari, fotonlari, kiicilk organik molekiilleri ve
proteinleri algilayarak organizmada hiicresel aktiviteyi ve homeostazi saglamaktadir [1].
GPCR’ler yapisal olarak temelde hiicre i¢i (C-terminali) ve hiicre disina (N-terminali)
uzanan 7 adet transmembranal a-heliks segment (TMD1-TMD?7), 3 adet hiicre disi
dongli (ECL1-ECL3) ve 3 adet hiicre igi dongiiden (ICL1-ICL3) olusmaktadir [2].
Karboksil terminal alanlari1 (ICL1, ICL2 ve ICL3) reseptoriin kinaz aracili
fosforilasyonu ve desensitizasyonu icin Ser/Tyr kalintilar1 igerebilmektedir. Bazi

GPCR’lerde palmitoilasyon olarak hizmet eden sistein kalintis1 bulunmaktadir [3].

GPCR’ler kendi i¢lerinde rodopsin (A ailesi), sekretin (B ailesi), glutamat (C ailesi)
feromon (D ailesi), cAMP (E ailesi) ve frizzled GPCR (F ailesi) olmak iizere alt1 alt
aileye boliinmiistiir. Insan genomunda sadece rodopsin, sekretin, glutamat ve frizzled
aileleri bulunmaktadir [2]. En biiyiik aile grubunu olusturan rodopsin ailesi (A ailesi)
katekolamin, noropeptid, kemokin, glikoprotein, lipid, niikleotid ve [-adrenerjik
reseptorler de dahil olmak iizere kiiclik ligand molekiilleri i¢in G protein bagh
reseptorleri icermektedir [2, 4]. Rodopsin ailesi kendi iginde 3 gruba ayrilmaktadir.
Birinci grubun baglanma bogeleri 7 transmembranal segment iginde, ikinci grubun
baglanma bolgeleri N-terminali ve transmembranal segmentlerin iist kisminda ve
ticlincli grubun baglanma bolgeleri ise ¢ogunlukla hiicre disinda lokalize olmustur [3].
Biiyiik bir N-terminal ektodomainin varhig: ile de karakterize edilen sekretin ailesi (B
ailesi) kalsitonin geni ile iligkili peptit (CGRP), glukagon, bliylime hormonu salgilayan
hormon reseptdrlerini, glutamat ailesi (C ailesi) kalsiyum algilayici, metabotropik
glutamat (mGIuR) ve y-amino biitirik asit (GABAB) reseptorlerini igermektedir [2-4].



Yapilan analizler sonucu GPCR’lerin uzunluklarinin 311 ile ~1.490 amino asit kalintisi
arasinda degisebilecegi gosterilmistir. Ayrica GPCR’lerin 6karyotik genlerin yani sira
viral genler tarafindan da kodlanabilecegi ortaya c¢ikarilmistir [5]. Biiyiikk bir kismi
glikoprotein yapida olan GPCR’lerin omrii, mRNA transkripsiyonu sonrasi
ribozomlarda polipeptit zincirlerin  sentezlenmesiyle baslamaktadir.  Ardindan
endoplazmik retikulumda polipeptitlere yiiksek mannoz igeren olgunlagsmamis
karbonhidratlar eklenerek molekiiler saperonlar araciligiyla Golgi aygitina aktarilmakta
ve son halini burada alan reseptor gerekli diizenlemeler sonucu hiicre ylizeyine

tasinmaktadir [6].

Hiicre i¢in sinyal liretiminde yer alan GPCR’ler heterotrimerik yapida olup Ga, Gf, ve
Gy alt birimlerinden olugmaktadir [7]. Hiicre dis1 bir ligand molekiilii ise GPCR’ye
baglanarak konformasyonel bir degisiklige neden olur. Bu sekilde aktif hale gegen
reseptor ile hiicresel yanitin olusmasinda ilk adim atilmisg olunur [3, 8]. GPCR’ye
baglanan ligand molekiilii reseptdriin guanin niikleotid degisim faktorii (GEF) olarak
plazma membraninda yer alan G proteinlerinin alimini indiikler ve Ga alt biriminde yer
alan GDP’nin (guanozin difosfat) GTP’ye (guanozin trifosfat) dontiserek
aktivasyonunu saglar [9]. GTP’nin aktivasyonuyla birlikte ¢esitli iyon kanallar1, ikincil
haberciler gibi ligand molekiilleri ile iletisime gegilerek viicuttaki gesitli fizyolojik
olaylarin gerceklesmesini saglamaktadir. Inaktivasyon siirecinde Go. birimi GTP'yi
GDP'ye hidrolize ederek dimerik Py alt birimleriyle yeniden baglanilmasimi ve
aktivasyonun sona ermesini saglamaktadir. Yapilan arastirmalarda molekiil agirliklar:
39-52 kDa arasinda 21 Ga, 35-39 kDa arasinda 6 G ve 7-8 kDa arasinda 12 Gy alt
birimi tanimlanmistir [10]. Ga, guanin niikleotit baglama bolgesi ile dogal GTPaz
etkinliginden sorumlu Ga alt birimlerinin amino asit benzerligi géz oniine alinarak 4
ana sinifa ayrilmistir. Ga stimiilator (Gas), Ga inhibitor (Gai), Gaq ve Gal2/13 olmak
tizere sahip olduklar1 bu gesitlilik ile sinyal iletim yolunda farkli diizenleyici gorevlere
izin vermektedirler [11]. Gas, adenilil siklaz enzimini uyararak adenozintrifosfati (ATP)
ikincil haberci olan siklik AMP’ye (cAMP) dondstiiriir ve hiicre i¢inde cAMP
birikimine neden olur. Hiicre igindeki bu birikim protein kinaz A’nin (PKA)
aktivasyonunu saglayarak hiicre i¢i tepkileri diizenleyen proteinlerin fosforilasyonunu
saglamaktadir. Boylece hiicresel bir yanit olugmaktadir. Bu tepkimenin tersi yonde

islemesini saglayan Gai adenilil siklaz {izerinde inhibitoér etkisi olusturarak hiicre



icindeki cAMP’yi azaltmaktadir. Gaq, fosfolipaz C’yi (PLC) aktive ederek
diagilgliseroliin ve fosfatidilinositol 4,5-bifosfatin ikincil habercileri olan inositol 1,4,5-
trifosfat boliinmesine yol acar ve ER’dan Ca'? saliimini arttirir. Hiicre i¢inde artan
Ca* konsantrasyonu ve diagilgliseroller protein kinaz C’yi (PKC) aktive ederek hiicre
ici sinyallarin olusmasini saglar. GTPaz Rho'nun Gal2/13 tarafindan aktive oldugu

bilinmektedir [11-13].
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Sekil 2.1. GPCR Sinyal Semasi [13] kaynagindan Tiirkgelestirilerek alinmistir. Agonist
ligand baglanmasinda, GPCR'ler heterotrimerik G proteinleri (guanin niikleotid
baglayici proteinler) ile etkilesime girer. G proteinleri, o alt birimi {izerinde bir GDP-
GTP degisimine ugrar, bu da a ve Py alt birimlerinin ayrigsmasina ve ardindan agagi akis
sinyal efektorlerinin aktivasyonuna yol acar. G proteini ile aktive olan PKC ve PKA
sirayla reseptorii  fosforile eder ve G protein sinyalini kapatir (heterolog
duyarsizlagtirma, kirmizi ¢izgi ve fosfat). GPCR kinaz (GRK) aracili GPCR
fosforilasyonu, B-tutuklamalarm alimma yol agar, bu da G-protein etkilesimini
(homolog duyarsizlastirma, mor ¢izgi ve fosfat) sterik olarak engelleyerek
desensitizasyona ve ardindan reseptor igsellestirmesine ve ubikitinasyona neden olur.
Reseptor ile B-arrestin baglantis1 ayrica B-arrestin aracili sinyallesmenin aktivasyonunu
baglatir. AC, adenilat siklaz1 belirtir; AKT, ayn1 zamanda protein kinaz B olarak da
bilinen bir serin/treonin kinaz; DAG, diasilgliserol; EGFR, epidermal biiyiime faktorii



reseptorii; IP3, inositol-1,4,5-trifosfat; MAPK, mitojenle aktive olan protein kinaz;
PI3K, fosfoinositid 3-kinaz; PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bifosfat ve PLC, fosfolipaz C.

2.2 G Protein Bagh Reseptor Mutasyonlar:

al adrenerjik reseptorii lizerinde yapilan mutajenez ¢alismalar ile birlikte GPCR’lerin
sahip oldugu mutasyonlarin reseptdr ilizerinde aktive veya inaktive etkisi sonucu
hastaliklara sebep olabilecegi kavrami ortaya atilmistir [14]. Inaktivasyon mutasyonlari
GPCR’lerin sinyal transdiiksiiyonunda kusurlara neden olarak reseptoriin fizyolojik
sinyallere yanit vermesini tam veya kismi olarak engellemektedirler. Bu mutasyonlar
igerisinde baz delesyonlari/insersiyonlari, ¢ergeve kaymasi, genin kismi veya tamamen
delesyonu ve tek niikleotid mutasyonlar1 yer almaktadir. Bu mutasyonlarin ¢ogu birkag
nesil aktarilan resesif ya da de novo mutasyonlardir [10]. Mutasyonlarin endokrin
hastaliklar, obezite ve kanserin de dahil oldugu 30°dan fazla hastalifa yol agtig1
bilinmektedir [15].

Hiicre igerisinde yeni iiretilen GPCR’ler, ER’nin kalite kontrol sistemi tarafindan
kontrol edilmektedir. Okaryotik hiicrelerde tasima ve proteinlerin katlanmasi gibi birgok
isleve sahip olan ER, uzun tiibiillerden ve disklerden olugsmus yapisiyla sitoplazmanin
biiylik bir kismin1 kaplayan membrandz ag sistemidir [16]. ER, hiicrede islev géren
proteinlerin neredeyse tamamina yakininin sentezinde, proteinlerin dogru bir sekilde
katlanmasinda ve yapisal olarak olgunlagmasi gibi siireclerde yer almaktadir [17].
Hiicrelerdeki proteinlerin ¢ogunun ilk yolculuklar1 ER’de baslamaktadir. ER’ye
ulagmasi1 hedeflenen proteinler ribozomlarda sentezlenirken sahip olduklar1 N-terminal
sinyal dizisi ile ER zarina yonlendirilirler. ER’ye ulasan proteinler son hallerini almak
tizere ii¢c boyutlu katlanmalarini, disiilfid bagi olusumu ve glikosilasyon gibi
modifikasyonlar gegirirler. Bu siiregler ER’de bulunan enzimler, saperonlar ve glikozile
edici enzimler araciligiyla katalizlenmektedir [18, 19]. ER’de protein homeostazini
koruma ve yanlis katlanmalar1 engellemek i¢in kalite kontrol sistemleri gelismistir.
Kalite kontrol mekanizmalar1 {i¢ ana eksen iizerine kurulmustur. Bu sistemler ER ile
iliskili bozunma (ERAD), Golgi kalite kontrol (GQC) ve plazma membran kalite
kontroliinii (PMQC) i¢ermektedir. Her bir siire¢ katlanmamis protein yaniti (UPR)

tarafindan bir dereceye kadar diizenlenmektedir [20]. Bu kalite kontrol sistemleri



tarafindan kontrol edilen proteinler igerisinden yalnizca dogru katlanmis olanlar hiicre
yiizeyine ulasabilmektedir. ER’deki proteinlerin katlanma kapasitesi hiicreler arasinda
farklilik gostermektedir. Genellikle fazla miktarda protein salgilayan hiicrelerde iyi
gelismis ER’ler bulunmaktadir. Ornegin insiiline direncli durumlarda pankreasin P
hiicreleri dakikada bir milyondan fazla sentezleme kapasitesine sahiptir [21].
Mutasyonlarin neden oldugu yanlis katlanmalar proteinlerin kendi hedeflerine
ulagmasini engeller ve fonksiyonlarin1 yerine getiremeyerek bircok hastalifin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. [10, 15, 22]. Protein katlanma yiikii ER kapasitesini astig
durumlarda ise hiicrelerde ER stresi olusabilmektedir. Stres durumlarinda ER’deki
protein katlanmalarinin bozulabildigi, hipoksi, organelde besin yoksunlugu ve yanlis
katlanmig protein birikimleri olusabilmektedir [23]. Genellikle ER’nin kalite kontrol
mekanizmasindan gecen mutant bir GPCR hiicre ylizeyine ulasabilir. Ancak yapilan
arastirmalar sonucu mutant reseptorlerin ligand molekiillerine diisiik afinite gdsterdigi
ortaya ¢tkmistir [10, 22, 24]. Ornegin, trombosit aktivasyonunu indiiklemek i¢cin ADP
tarafindan aktive edilen purinerjik reseptordeki (P2RY12) Arg256GIn mutasyonu amino
asit pozisyonunda degisime neden olarak agonist baglama bolgesini degistirir ve etkin
bir ligand-reseptor kenetlenmesi goriilmedigi i¢in konjenital kanama bozukluguna
neden olmaktadir [25]. Evrimsel siireg boyunca korunmus olan bu reseptor
pozisyonlarinda meydana gelen yanlis anlamli mutasyonlar ¢ogunlugu olusturmaktadir.
Ornegin, Nefrojenik Diabetes Insipidus’a neden olan AVPR2’deki mutasyonlarmn
%62’si bu gruba dahil olmaktadir [26]. Hiicre disindaki Ca*?’a kars1 duyarsizliga yol
acan GPCR’lerdeki fonksiyon kaybi mutasyonlar1 adrenokortikotropik hormon
(ACTH), tiroid uyarict hormon (TSH), biiylime hormonu salgilatici hormon (GHRH),
folikiil uyarici hormon (FSH), luteinize edici hormon (LH) ve vazopressin gibi hormon
reseptorlerinin ilgili hormonlarina kars1 direng gostererek hastaliklarin ortaya ¢ikmasina

neden olmaktadir [26, 27].
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Sekil 2.2. Protein Katlanma Siiregleri [28] kaynagindan Tiirkgelestirilerek alinmistir.

Mutasyonlar sonucu GPCR’lerin inaktivasyonu veya genlerin kaybi1 her zaman yasami
tehdit eden patolojiler ile sonuglanmamaktadir. DNA dizileme yontemleri kullanilarak
90’dan fazla mutasyonlu gen tanimlanmistir ancak bu mutasyonlara sahip bireylerde
herhangi bir hastalik etkeni gozlemlenmemistir [29]. %95’ini yanlis anlamli
mutasyonlarin olusturdugu GPCR genlerindeki kusurlarin yaklagik olarak %21°1
monogenik hastaliklara neden olan aktive edici mutasyonlar1 i¢cermektedir [30]. Bu
mutasyonlarin ¢ogu 7 transmembranal segmentin sarmallarinda yer alip reseptor
fosforilasyonunu  reseptoriin -~ degisen  konformasyonlari  tarafindan  aktive
edilebilmektedir [31]. Yapilan galigmalar sonucu 4. transmembran sarmalda aktive edici
bir mutasyon bulunmazken ¢ogunun 6. transmembran sarmalinda biriktigi gézlenmistir.
Sonug olarak aktive edici mutasyonlar reseptor bozulmasini azaltarak reseptoriin hiicre
yiizeyi ekspresyonunu arttiracak ve G protein sinyalini fazlalastiracaktir [32]. Hipofiz
bezinden salgilanan TSH tiroid folikiiler hiicrelerin bazolateral membranindaki
tirotropin reseptoriine (TSHR) baglanarak tiroid bezini diizenlemektedir. Reseptoriin
hiicre i¢i sarmallarinda reseptor aktivasyonu saglayan delesyonlar tespit edilmistir.
Amino asit delesyonlar1 sonucu olusan mutasyonlarin agonist baglanmalara benzer bir
davranig gosterdigi aciga c¢ikarilmistir. Bu mutasyonlar otozomal dominant
hipertiroidizme ve toksik tiroid nodiillerine neden olmaktadir [33]. G protein bagh

reseptorlerin artan aktivitesi her zaman mutasyon kaynakli olmayip endojen



agonistlerden de kaynaklabilir [34]. GPCR’lerin birden fazla agonistinin olduguna dair
yapilan ilk ¢aligmalar f1-adrenerjik reseptoriin dogal endojen agonistleri olan adrenalin,
noradrenalin ve dopaminin reseptor aktivasyonunun artisiyla ortaya ¢ikarilmistir.
Boylece tek bir agonistin reseptorii aktive ettigine dair hipotez de ¢iiriitiilmiistiir. Bu
yiizden mutasyonlar bir agonistin baglanmasini etkileyerek kismi olarak fonksiyon
kaybina neden olabilmektedir [35]. GPCR’lerin herhangi bir ligand tarafindan
uyarilmadigr zaman bile kendi iclerinde bir dengede bulunarak bazal aktivite
gosterebildigi gézlenmistir. Yapilan ¢alismalarda bazi yabanil tip reseptorlerin herhangi
bir agonist varlig1 olmadiginda bile yiiksek bazal aktivite gosterebildigi gozlenmistir
[36]. Bazal aktivite kayiplar1 sonucu ortaya ¢ikabilecek patofizyolojik iliskilerine 6rnek
olarak, metabolik yolakda etkili olan melanokortin-4 reseptoriindeki (MC4R) mutasyon
sonucu olusan aktivite kayiplar1 kalitsal obezite ile iliskilidir [37]. Yine aym sekilde
GPCR’lerden biiylime hormonu (GH) sekretagoglarin hedefi ve beyin ve hipofiz
bezinden ecksprese olan reseptordeki (GHSR) bazal aktivite kaybina neden olan
mutasyonlar kisa boy sendromuna neden olmaktadir [38]. Sonug olarak mutasyonlar
sonucu bazal aktivite kaybi hastaliklarin ortaya c¢ikmasinda cok biiyiik bir etken

olabilmektedir.

2.3. G Protein Bagh Reseptor ile fliskili Olan Nadir Hastalik Diabetes Insipidus

Diabetes insipidus (DI) ozmotik dilirezden kaynakli anormal bi¢imde seyreltik idrar
olusumu (politiri - 50 ml/kg viicut agirlig1/24 saat) ve sivi kaybindan kaynakli asir1 su
igme (polidipsi - >3 L/giin) ile karakterize olan bir hastaliktir [39]. Nadir bir hastalik
olan DI’nin semptomlar1 her yasta gozlenebilmektedir. Kadin ve erkek bireyler arasinda
benzer dagilim gosteren hastaligin yaklasik olarak prevelanst 1:25000°dir [40].
Hastaligin kalitsal formlari erken yaslarda gozlemlenirken sonradan kazanilan
(edinilmis) formlar1 genellikle ¢ocukluktan sonraki donemlerde ortaya ¢ikmaktadir [41].
Yapilan bir caligmada, 79 kisiden olusan bir hasta grubunun %94’tinde edinilmis DI
formlar1 gézlemlenirken geriye kalan %6’lik dilimde kalitsal form tespit edilmistir [42].
DI, santral veya nefrojenik olan birincil forma, primer polidipsiden kaynaklanan ikincil
forma ve ¢ok nadir olarak gebelik siiresince ortaya ¢ikan ve sonradan kazanilmis bir
form olan gestasyonel form olarak adlandirilan alt formlara ayrilmaktadir [43]. Santral

DI (CDI) genellikle arjinin vazopressin (AVP) iiretiminden sorumlu nérohipofizde



olusabilecek kraniyofarenjiyom ve germ hiicreli tiimoérler gibi 6demlerden ya da
mekanik hasar kaynakli lezyonlardan veya 20. kromozomunun p13 lokasyonunda yer
alan AVP’deki mutasyonlar sonucu olusan kalitsal hasarlardan kaynaklanabilmektedir.
CDr’a ayrica inflamatuar hastaliklar da neden olabilmektedir [43, 44]. Norohipofizdeki
hasar sonucu AVP salimimi tam veya kismi olarak engellenebilecegi icin ozmotik
ditirezin siddeti de buna bagli olarak degisecektir [45]. Bazi durumlarda hastalarin sahip
oldugu lezyonlara ragmen CDI goriilmez. Ciinkii hipotalamusta sentezlenen AVP arka
hipofiz bezinde depolanip saklanmaktadir. Lezyonlarin neden oldugu tahribat arka
hipofiz bezine zarar vermesine ragmen AVP sentezinde gorev alan magnoseliiler
noronlarda herhangi bir tahribata neden olmamaktadir. Sadece sinir uglarinda hasara
neden olup noron gévdelerinde herhangi bir etki gostermeyen hasarlar AVP salinimini
biitiiniiyle engellememektedir. Boylece hastalik semptomlar1 goriilmemektedir [40, 43].
Gebelik sonucu meydana gelen poliiiri ve polidipsi sendromlar1 1940’lara kadar
uzanmaktadir. Yaklasik olarak 30.000’de 1 kisi olarak gozlemlenen bu hastalik
hamilelik siiresi boyunca degisen fizyolojik etmenlerden kaynaklanmaktadir. Hamilelik
sliresi boyunca plasental bir enzim olan vazopressinaz {iretimi artar ve artan enzim
miktar1t AVP’nin  yikimina neden olmaktadir. Boylelikle CDI semptomlar
goriilmektedir. Erken teshis ile bu durumun Oniine ge¢mek miimkiindiir [46, 47].
Polidipsi, psikiyatri hastalarinda goriilen viicuttaki su homeostazindaki bozukluklardir.
Hastalarin asir1 miktarda sivi tiikketmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir [48]. Psikotik
bozukluga sahip olan bu kisilerde anksiyete, obsesif-kompulsif bozukluk, anoreksiya
nervoza veya alkolizm goriiliir. Bu kisiler asir1 sivi alimmin kaygilar azalttigini ve
kendilerini daha iyi hissettiklerini sdylerler [49]. Nefrojenik DI, kalitsal veya edinilmis
kusurlar nedeniyle bdobregin fizyolojik olarak antiditiretik etkisine duyarhiliginin

azalmasindan kaynaklanmaktadir [50].

2.3.1. Santral Diabetes Insipidus (CDI)

CDI, AVP’nin liretiminde, taginmasinda veya salgilanmasindaki hatalardan kaynakli bir
hastaliktir.  CDI, ¢ogunlukla hipotalamusun supraoptik ve paraventrikiiler
cekirdeklerinde AVP salgilayan noronlardaki hasarlardan meydana gelmektedir.
Yiiksek miktarda hipotonik idrar ile karakterizedir. Erkek ve kadinlar arasinda benzer

bir dagilim gostermektedir. Dagilim miktar1 ise yaklasik olarak 1:25.000 civarindadir
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[51]. CDI'nin ortaya ¢ikis nedeni bazen idiyopatik olabilir. Ozellikle ¢cocuklarda %29
idiyopatik nedenler goriilmektedir. Yetigkinlerde ise bu oran yaklasik olarak %25
civarindadir. Beyin tiimor ve lezyonlarinda kaynakli CDI ise ¢ocuklarda %50 oraninda
gbzlenirken bu oran yetiskinlerde %30’u bulabilmektedir. Kafa travmalar1 sonucu arka
hipofiz bezinde olusabilecek hasarlar ise vakalarin %2’sini kapsamaktadir [52]. CDI'nin

sonradan edinilmis ve kalitsal olmak iizere iki ayr1 formu bulunmaktadir.

Edinilmis CDI, AVP iiretiminden sorumlu norohipofizde veya arka hipofiz bezinde
olusabilecek mekanik hasarlar, lezyonlar ve timorlerden kaynaklanir. CDI hastalarinda
cok sayida lezyon olmasina ragmen hastaligin goriilmeme siklig1 daha yaygindir. Bunun
sebebi norohipofiz bezinin fizyolojisinden kaynaklanmaktadir. Eger beyindeki tiimor
veya lezyonlardan kaynaklanacak hasar sadece arka hipofiz bezinde gergeklesiyor ise
AVP salgilayan magnoseliiler noéronlarda hasar goriilmeyecegi i¢in genellikle CDI’ya
neden olmamaktadir. Arka hipofiz bezinin hasar gormesinden kaynakli CDI nadir
gbzlenmektedir. Ayrica su homeostazinin siirdiiriilmesi i¢in gilinliik sentezlenen AVP
miktart genellikle kapasitenin ¢ok iizerindedir. Magnoseliiler noronlarda meydana
gelebilecek bir hasar olmasina ragmen giinliik ihtiya¢ i¢in yeterli miktar AVP {iretimi
olmaktadir. Bu nedenle CDI goriilebilmesi i¢in hipofiz bezinde ¢ok genis bir hasar
olmasi gerekmektedir [50, 53].

Kalitsal CDI’'nin nedeni 20p13 kromozomunda yer alan AVP’de meydana gelen
mutasyonlar sonucu olusmaktadir. Otozomal dominant CDI’da AVP geninde meydana
gelen mutasyonlar 70°den fazladir ve mutasyonlarin higbiri genin kopeptin kisminda
meydana gelmemektedir. Otozomal dominant CDI, en sik goriilen formudur. Cok ¢esitli
mutasyonlarin  olmasina ragmen hastaliga sahip bireyler benzer 06zellikler
sergilemektedir. Erkek ve kadinlar esit olarak etkilenmektedir. Heterozigot bireyler
dogumda saglikli iken ileriki yaslarda artan semptomlar ile birlikte tam CDI
goriilmektedir [54]. Otozomal resesif CDI, dominant formuna gore daha nadir
goriilmektedir. AVP, WFS1 ve hipotalamik ve sindirim prohormonlarinin islenmesinde
rol oynayan PCSK1'deki proprotein konvertaz subtilisin/kexin tip 1'i kodlayan
mutasyonlar1 igermektedir. En yaygin sekli Wolfram sendromunun klinik bir belirtisi

olarak WFS1'deki mutasyonlardan kaynaklanan tip C’dir [50][55]. X’e bagli ¢ekinik
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CDI’ya neden olan gen veya genler heniiz tam tanimlanmamis olmasina ragmen Xq28

kromozomu ile iliskilendirilmistir [56].

2.3.1.1. AVP Geni

Arginin vazopressin (AVP) olarak da adlandirilan antidiiiretik hormon hipotalamusta
sentezlenmektedir. Hipotalamik c¢ekirdekler olan paraventrikiiler ve supraoptik
cekirdeklerde (SOC) magnoseliiler hiicreler (biiyiik noronlar) tarafindan {iretilen bir
proteindir. Kan dolasimina pleksuslar kavernoz siniis ve superior vena kava ile katilirlar
[57]. Norohipofiz hormonu olan AVP diiz kaslarin kasilmasi, diiirezin inhibisyonu,
trombositlerin toplanmasi, glikojenolizinin uyarilmasi, hipofizden adrenokortikotropik
hormon salinimi, 1s1, kan ve lireme davraniglarinin diizenlenmesi gibi birgok isleve
sahiptir. AVP’nin sahip oldugu bu etkiler etkilesim icerisinde olduklar1 V1a, V1b ve V2
gibi GPCR ile agiklanmaktadir [58]. AVP biyosentezinde sinyal peptidi, tirpeptit
baglayici, norofizin II (NPII) olarak bilinen bir protein, bazik aminoasit, kopeptin ve
AVP bolgesi rol oynamaktadir [59]. Memelilerin bir¢ogunda bulunan AVP insanlarin
20. kromozomunda yer alan ve 3 ekzona sahip bir gen tarafindan kodlanmaktadir [60].
Viicudumuzdaki su homeostazinin diizenlenmesi bdbrekte bulunan renal medulla
icerisindeki tiibiillerin fonksiyonlar1 ile saglanmaktadir. AVP bdbregin distal ve
toplayici kanallarindan suyun geri emilimini arttirarak daha konsantre bir idrar
olusturmaktadir [61]. AVP ilk etkisini renal toplayici tiibiillerin bazolateral
membraninda yer alan vazopressin V2 reseptorine (AVPR2) baglanarak
gostermektedir. G protein bagh reseptorlerden biri olan AVPR2’deki konformasyonel
degisiklik ile birlikte aktive olan reseptor cAMP iiretimi ve protein kinaz A’nin (PKA)
uyarilmasi ile zarin su gecirgenligi 6zel su kanali olan aquaporin 2 nin (AQP2) liimene
ekzositik olarak eklenmesiyle artmaktadir ve boylelikle su taginmasi kolaylagmaktadir
[62]. Hiicrelere alinan suyun kan dolasimina geri kazandirilmasinda bobrek hiicrelerinin
bazolateral membranda yer alan aquaporin 3 ve 4 (AQP3/4) de gorev almaktadir.
Plazma ozmolalitesi tekrar denge haline gelerek su dengesi saglanir. Bu dengenin
saglanmasi ile birlikte hipofiz bezinden salgilanan AVP durdurulur ve AQP2
hiicrelerinin  tekrar eski konumuna getirilmesi i¢in endozomlarda tutunmasi
saglanmaktadir [63]. Plazma ve hiicre dist sivi arasindaki ¢6zlinen madde

konsantrasyonlarindan  kaynaklanan ozmotik basing AVP’nin  norohipofizden
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salimmasima etki etmektedir. Ozmotik basing konsantrasyonlart en ¢ok sodyum ve
anyonlar ile belirlenirken glukoz ve iire gibi diger ¢oziiciiler bu konsantrasyona ¢ok
azda olsa etki etmektedir [64].

ic ve dig medaller toplama kanali
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Sekil 2.2. AVP’nin Toplama Kanalinin Ana Hiicrelerinde Su Gegirgenligini Arttirma
Etkisinin Sematik Gosterimi [65] kaynagindan Tiirkgelestirilerek alimmistir. AVP,
bazolateral membran {izerindeki V2 reseptoriine (bir G proteinine bagli reseptor)
baglanir. Reseptor sinyallesmesine bagli olarak GTPa ve Py alt birimleri ayrilarak
adenilil siklaz aktive edilir ve hiicre i¢i cAMP konsantrasyonu arttirilir. ATP'nin
cAMP'ye doniisiimii dimer ara yiiziinde gerceklesir. PKA, tiretilen cAMP'nin hedefidir.
cAMP'nin PKA'nin diizenleyici alt birimlerine baglanarak aktivasyona neden olur.
Boylece A-kinaz baglama proteini yoluyla bir AQP2 igeren endositik vezikiil'e baglanir.
Sekilde A-kinaz baglayic1 proteinin endositik vezikiilden ayrilmasi gosterilmektedir.
Vezikiillerin zara dogru hareketi i¢in mikrotiibiiller ve aktin filamentleri gereklidir.
AVP ortamda bulunmadiginda, AQP2 su kanallar1 bir endositik siire¢ tarafindan alinir
ve su gegirgenligi orijinal oranina geri doner. AQP3 ve AQP4 su kanallari, bazolateral

membranda yapisal olarak ifade edilir.
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2.3.2. Nefrojenik Diabetes Insipidus (NDI)

Kan dolagimindaki hacmin azalmasi ve serum ozmolalitesindeki artis ile birlikte
viicudun su tutmasi gerektiginde arka hipofiz bezinden vazopressin hormonu
salgilanarak bazolateral membrandaki AVPR2’ye baglanir. AVPR2, ATP’yi cAMP’ye
doniistiirmek amaciyla PKA aktivasyonuna yol acar [66]. cAMP seviyesinde bu artis ile
birlikte AQP2'in Ser256 kalintis1i fosforile edilir. Homotetramerlerden olusan
AQP2’nin fosforilasyonu i¢in tetramerlerindeki dort monomerden en az iigliniin
fosforile edilmesi gerekmektedir. PKA'nin hedefini etkin bir sekilde fosforile
edebilmesi, protein kinaz A baglayici proteinler (AKAP) tarafindan diizenlenir.
Fosforilasyon sonucu AQP2 igeren alt apikal depolama vezikiilleri sitoplazmadan
plazma zarmna ilerleyerek zar ile kaynasir. Fosforilasyon sonucu gerceklesen bu yer

degistirme hiicrenin su gegirgenligini arttirmaktadir [67-69].

Nefrojenik Diabetes insipidus bobreklerde yer alan AVPR2 veya AQP2 proteinlerinde
meydana gelen mutasyonlar sonucu kalitsal olan veya sizofreni tedavisinde yaygin
olarak kullanilan lityum gibi ilaglarin yan etkisinden kaynakli hipokalemi gibi elektrolit
bozukluklar nedeniyle sonradan edinilmis, viicudun AVP’ye yanitinin kisitlandigi bir
hastaliktir [43]. Klinik olarak yine poliiiri ve polidipsi olmak iizere hastalarda idrar
konsantrasyonunda bozukluklar, gelisme geriligi, yetersiz beslenme gibi semptomlar
gozlenmektedir [63]. Genel olarak NDI herhangi bir antidiiiretik hormona direngli
tiriner konsantrasyon bozuklugunu kapsamaktadir. Kalitsal NDI’dan daha yaygin olarak
goriilen bu formda poliiiri ve polidipsi siddeti orta diizeyde olup nadiren siddetli bir etki
gostermektedir. Henle kulpundaki NaCl geri emiliminin azalmasindan, mediiller
yaralanmalar sonucu ters akim mekanizmasindaki kusurlar ya da toplayici tiibiillerde
AVP’ye diren¢ sonucu idrar ozmalalitesinde bozulmalar goriilebilmektedir [43].
Karmasik bir duygudurum bozuklugu olan bipolar bozukluklarin tedavisinde yaygin
olarak lityum tedavisi uygulanmaktadir [70]. Sonradan kazanilan bu hastalikta en biiyiik
etmen lityum tedavisi sonucu ortaya ¢ikan AQP2 ekspresyon seviyesindeki azalmalar
ve uzun vadede bobreklerde yer alan principal hiicrelerin kaybindan kaynaklanmaktadir
[71]. Lityum tedavisi uygulanan hastalarin %40’inda yaklasik olarak 8 hafta gibi kisa
bir siirede ilacin yan etkisi olarak NDI'un ortaya ¢ikt11 gdriilmiistiir. {lacin uzun siire

kullanim goOsteren hastalarda ise kronik bobrek yetmezligi olusabilmektedir [72].
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Lityum, bdobrekler tarafindan sodyuma benzer bir sekilde siiziiliip tekrar emilerek
duyarli epitelyal sodyum kanali ile toplama kanali ana hiicrelerine ulasabilmektedir.
Lityum ile tedavi edilen ve toplama kanallarinda duyarli epitelyal sodyum kanali
bulunmayan farelerde poliiirinin gelismedigi gézlemlenmistir [73]. Lityum kullaniminin
glikojen sentaz kinaz 3’iin izoformlari olan GSK3a ve GSK3f’nin sinyal yolaklarini
inhibe ettigi bulunmustur. Ayrica in vitro olarak yapilan caligmalarda farelerde lityum
kullaniminin toplama kanallarinda yer alan AQP2’nin ekspresyonunu da biiyiik ol¢iide
azaltarak poliiiriye neden oldugu bulunmustur. Ayrica GSK3f’nin inhibisyonu sonucu
siklooksijenaz 2 ekspresyonunu ve prostaglandin E2’nin lokal olarak atilimini arttirarak
vazopressin etkinligini inhibe ettigi de gozlemlenmistir [74-76]. Edinilmis Nefrojenik
DIl’un diger sebepleri arasinda da hiperkalsemi, hiperkalsiiiri ve obstriiktif {iropati
bulunmaktadir. AQP2 ekspresyonunun azalmasi ve otofajik olarak bozulmasi ayrica su
ve lre kanallarindaki gecirgenliin azalmasi hipokalemi ve hiperkalsemi tarafindan

indiiklenmektedir [77, 78].

X’e bagli resesif NDI bireyleri genellikle erkeklerde ve heterozigot olarak disilerde
goriiliir ancak genelde disi bireylerin etkilenmesi olasi olmayan nadir bir hastaliktir
[79]. Bu hastaliga sahip bireylerin yaklagik %90°1 X’e bagl resesif karakter gosteren
Xqg28 kromozom bolgesinde AVPR2 genindeki mutasyonlardan kaynakli erkek
bireylerdir. %10’luk kisim ise AQP2 mutasyonlarindan kaynakli otozomal resesif veya
dominant karakter sergilemektedir [57, 64]. AVPR2’yi kodlayan genlerdeki
mutasyonlar sonucu bobrek, arjinin vazopressin hormonuna yanit veremeyerek idrari
konsantre edemez [80, 81]. Bu mutasyonlar reseptorde ekzon atlamalari, stabil olmayan
mRNA’lar, cerceve kaymalar1 ya da anlamsiz mutasyonlar olusturarak reseptoriin
liganda baglanma stabilitesinde azalma, anormal baz eklenmeleri veya yanlis katlanmig
proteinler gibi genetik kusurlarla sonuglanabilmektedir [82]. AVPR2’de 250°den fazla
yanlig anlamli, delesyon/insersiyon ve anlamsiz mutasyonlar tanimlanmistir [83]. Yanlis
katlanan proteinler Golgi aygitinda birikerek ubikuitin-proteazom yolu ile bozularak
fonksiyon kaybi1 fenotiplerine yol ag¢maktadir [84]. Mutant reseptorlerin
siniflandirilmast mutant proteinin islevlerine ve hiicredeki lokalizasyonlarina gore
gruplandirildigi diisiik yogunluklu lipoprotein reseptoriiniinkine dayanmaktadir [85].
Tip 1 mutant reseptorlerde ¢erceve kaymalar1 ve anormal eklenmeler gibi kusurlar

mRNA sentezinde hatalara neden olur. Reseptor hiicre yiizeyine ulasabilse de ligand
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baglanma  bolgesindeki  kusurlar etkin  bir sekilde ligand baglanmasini
gerceklestiremeyerek cAMP {iretimi indiiklenemez. Sonug olarak reseptor fonksiyonu
engellenmis olur [85, 86]. X’e baghh NDI’daki dogal olarak meydana gelen
mutasyonlarin ¢ogunun yer aldigr grup olan tip 2 simifinda yanlis katlanmis proteinler
Golgi aygitinda veya ER igerisinde tutulup proteazomlar tarafindan hedef alinarak
bozunmaya ugrama egilimindediler [85, 86]. Mutant proteinlerdeki bu yanlis
katlanmalar  yanlis anlamli mutasyonlardan veya delesyon/insersiyonlardan
kaynaklanmaktadir [63]. Mutant proteinlerin sahip oldugu bu mutasyonlarin ¢ogu
transmembran sarmallarda yer alarak sarmallar iizerinde ¢ok biiyiik bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir [87]. Tip 3 sinifina ait mutasyonlar Gs-adenilil siklaz
sisteminde diisiik afiniteye yol acarak kararsiz mRNA’larin olusmasina neden olur.
Fosforilasyon aktivasyonunda azalmaya neden olan bu alt grup nadir olarak
goriilmektedir. Tip 4 smifina ait mutasyonlar esas olarak altinct ve ikinci
transmembranal sarmal ile birinci ve ikinci hiicre dis1 dongiilerde yer almaktadir. Bu
alanlarda yer alan amino asitlerin, agonist baglanmasi i¢in reseptdr konformasyonunun

olusturulmasinda rol oynadig: diistiniilmektedir [85, 86].

Otozomal resesif NDI’li hastalar AQP2’de gorillen mutasyonlar sonucu ortaya
cikmaktadir. AQP2’de goriilen mutasyonlarin ¢ogunlugu zar otesi alanlarda ve
sarmallar icerisinde yer almaktadir. Bu mutasyonlar AQP2’nin yanlis katlanmasina yol
acarak ER igerisinde tutulmasina ve burada bozulmasina neden olmaktadir. Genellikle

bu mutasyonlardan kadin ve erkekler esit oranda etkilenmektedir [80].

Otozomal dominant NDI’lardaki mutasyonlarin ¢ogu ¢ekinik mutantlarin aksine
karboksil terminalindeki amino asitlerde gozlemlenmistir. Proteinlerin karboksil
kuyruklar1 proteinin kanal igerisinde dogru yonlendirilmesinde gorevlidir. Otozomal
baskin NDI’da goriilen mutasyonlarin su gegirgenligi iizerinde herhangi bir etkisi
bulunmamaktadir ve protein katlanmalar1 dogru bir sekilde gergeklesmektedir. Bu
katlanma sonucu mutant monomerler, heterotetramer olusturmak igin yabanil tip AQP2
ile hiicre icinde etkilesime girerek yabanil tip AQP2'nin ya Golgi aygiti icerisinde
tutulmasina ya da plazma zarina, lizozomlara, endozomlara dogru bir sekilde

tasinmasini engelledigi gosterilmistir [88, 89].
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2.3.2.1. AQP2 Geni

Agre ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismalar sonucu aquaporin su kanallarinin kesfi ile
viicuttaki su dengesinin fizyolojisi ve bu dengedeki bozukluklarin neden oldugu
patofizyolojiler agiga c¢ikarilmistir. Ozellikle bu dengenin korunmasinda toplama
kanallarinda suyun geri emilimi anahtar rol oynamaktadir [90]. Bobrek dokusunda 6 tip
su kanali (AQPI, AQP2, AQP3, AQP4, AQP6 ve AQP?7) tiibiil epitellerinin farkl
yerlerinde lokalize olmus sekilde bulunmaktadir. Organizmada farkli dokularda da
gozlemlenen su kanallarindan AQPS5, AQP8 ve AQP9 submandibuler bez, testis,
pankreas, karaciger, kolon, 16kosit, akciger gibi dokularda yer almaktadir [91].

Molekiiler kiitlesi 29 kDa, hidrofobik bir zar entegral proteini olan AQP2 bdbregin
toplama kanallarinda lokalize olmus bir su kanalidir [92]. AQP2’yi kodlayan gen
kromozom 12ql3 iizerinde lokalize olmustur [63]. Viicuttaki su homeostazinin
saglanmasi1 normal hidrasyon sartlar1 altinda toplama kanalinin sitoplazmasinda yer alan
AQP2’ler ile sinirlidir. Mutasyonlarin neden oldugu AQP2 bozuklugu, NDI dahil olmak

tizere cesitli su dengesi bozukluklarina neden olur [67-69].

AQP2 geninde tanimlanan 65 mutasyonun ¢ogunun resesif otozomal NDI’ya neden
oldugu gosterilmistir [93, 94]. Yanlis anlamli mutasyonlara sahip (L22V, G64R, N68S,
T126M, A147T, C181W, R187C, S216P) AQP2 proteinleri fonksiyonel olarak etkin su
kanallar1 olusturabilmektedir. Ancak bu mutasyonlar proteinlerin ER’dan ¢ikisini
engellemektedir [95, 96]. Resesif NDI’daki mutasyonlar transmembranel sarmalin F17-
Q36 ve F204- 1223 bolgeleri arasinda yer alirken dominant NDI’deki 2 mutasyon
(E258K, 807del7) AQP2'nin karboksi terminal kuyrugunda yer almaktadir [97, 98].
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Sekil 2.3. NDI’a Neden Olan Hiicre Zarina Gomiilii AQP2 Yapisinin Sematik Gdsterimi
[66] kaynagindan alinmistir.

2.3.2.2. AVPR2 Geni

AVP hormonuna yanit olarak idrar ozmolalitesini diizenleyen ve bdbrek toplama
kanalinin ana hiicreleri tarafindan eksprese edilen AVPR2 ya da diger adi ile V2
reseptori ilk olarak 1992 yilinda tanmimlanmistir [99]. AVPR2 insanlarda Xq28
kromozom bolgesinde yer alan ve {i¢ ekzon iki kii¢iik intron igeren AVPR2 geni
tarafindan kodlanmaktadir [100]. Yaklasik olarak molekiil agirligi 41 kDa ve 371 amino
asitten olusan AVPR2 reseptdrii G protein bagli reseptdr ailesinden rodopsin alt
ailesinin bir {iyesidir. Yedi hidrofobik transmembranin hiicre disina bakan amino
terminalinde N-bagli glikosilasyon i¢in konsensiis dizileri ve hiicre igine bakan
karboksil terminalinde kinazlar igin fosforilasyon bdlgeleri igermektedir [86].
Reseptoriin amino terminali membran iizerindeki oryantasyonu ve konumu i¢in énemli
iken karboksil terminal kismindaki kronumus motif ise reseptoriin ER’den Golgi
aygitina tasinmasinda rol oynamaktadir [101, 102]. AVP toplama kanali hiicrelerinin
bazolateral membranina yerlesik halde bulunan AVPR2 reseptorlerine baglanarak ilk

etkisini gostermektedir. AVPR2 aktivasyonu ile uyaric1 G proteinleri tarafindan adenilil
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siklaz uyarilarak renal toplayici tibiillerin apikal plazma zarmna siklik adenosin
monofosfat (cAMP) araciligiyla AQP2 su kanallarinin katilmasi saglanmaktadir [103].
Aktif haldeki AVPR2 reseptorlerindeki sinyal iletimindeki aksakliklar sonucu NDI gibi
reseptor islev bozuklugu ve hastalig ortaya ¢ikmaktadir [58, 104, 105].

NDI’ya sebep olan AVPR2’deki mutasyonlarin ¢ogu (L44P, 146K, L59P, L62P, L62-
64del, L83Q, A84D, R113W, Y128S, 1130F, R137H, R143P, W164S, S167T, S167L,
G201D, V278del, Y280C, L292P, A294P, R337X) fonksiyon kaybina neden olan yanlis
anlamli mutasyonlar1 icermektedir [106-108]. Bugiine kadar 200’den fazla fonksiyon
kaybina neden olan mutasyon kesfedilmistir [109]. Genellikle transmembran
sarmallarda lokalize halde bulunan mutasyonlar, domainlerin mutasyonlara ne kadar
duyarli oldugunu gostermektedir [110]. AVPR2’deki ilk mutasyonlar bebeklerde
tanimlanmistir. Bu mutant hiicreler reseptordeki Argl37'nin Cys veya Leu ile yer
degistirmesinden (R137C veya R137L) kaynaklanmaktadir [111]. Mutant reseptore
sahip hiicrelerde yiikksek cAMP iiretimi gézlemlenmistir [112]. AVPR2’deki P95-R113
ve R181-T207 hiicre dis1 dongiilerinde goriilen V88M, W99R, F105V, R113W, R181C,
G185C, R202C, T204N, Y205C veya V206D mutasyonlari ise reseptoriin hiicre yiizeyi
ifadesinde herhangi bir sorun olusturmazken bu mutasyonlara sahip mutant hiicrelerde

AVP baglanmasinda azalma gozlemlenmistir [87, 113, 114].
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Sekil 2.4. 193 Olast AVPR2 Mutasyonunun Sematik Temsili [65] kaynagindan

alimmistir. Amino asitler, tek harfli amino asit kodu olarak gosterilir.

2.4. Saperon Uygulamalari

Protein kalite kontrol sistemlerinde proteinlerin dogru bir sekilde katlanmasi,
denetlenmesi ve protein bozulmalarini onlenmesinde Onemli gérev alan saperonlar

molekiiler, kimyasal ve farmakolojik olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir [115].

2.4.1. Kimyasal Saperonlar

Molekiiler saperonlar gibi davranan kimyasal saperonlar ozmolit mutant proteinleri

agregasyonlardan kurtararak proteinleri ER kalite kontrol mekanizmalarindan
gegmelerini saglayabilmektedir [116]. Diisiik molekiiler agirligina sahip olan kimyasal
saperonlar hidrofobik bilesikler ve ozmolitler olmak {izere 2 gruba ayrilir. Farmakolojik
saperonlarin aksine kimyasal saperonlar spesifik olarak proteinlere baglanmamaktadir

ve genellikle yiiksek konsantrasyonlarda terapotik etkiye sahip ajanlardir [115].
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Organizmalarin, tuzluluk orani, kuruma veya asir1 sicaklik gibi stres kosullarina
verdikleri hiicresel stres tepkilerin iiyeleridir. Diisiik molekiil agirligina sahip hiicresel
ozmolitler dkaryot hiicrelerinde glisin, taurin gibi amino asit tiirevleri, hiicrelerin asir1
sicakliga ve dehidrasyona karst koruma saglayan gliserol, siikroz gibi polioller, serbest
amino asitler ve tuz konsantrasyonun fazla oldugu hiicre dis1 ortamlara karsi koruma
saglayan trimetilamin N-oksit (TMAQ) gibi metil-amin bilesiklerinden olusmaktadir.
Stres kosullart altinda yer alan bu ozmolitler protein aktivitelerini etkilemeyerek
stabilitelerini arttirmaktadir [115, 117]. cAMP ile aktive olan kloriir iyon kanali proteini
CFTR’nin mutasyonu D508F CFTR bir¢ok konformasyonel hastaliga sebep olmaktadir.
In vitro kosullarda yapilan deneylerde mutant CFTR’nin hiicre iginde hizli bir sekilde
bozuldugu goriilmiistiir. Mutant proteinlere uygulanan gliserol ve TMAQO’nun protein
olgunlagmasini arttirabildigi gosterilmistir [118]. Alzheimer hastaliginin baslica sebebi
olan beta amiloid plak olusumu iizerinde uygulanan gliserol ve TMAO sonucu plak
olusumu bagariyla engellendigi gézlemlenmistir. Ayrica Creutzfeldt-Jacob hastaliginda
uygulanan DMSO ve gliseroliin hastaliktan sorumlu olan mutant PrP (Sc) proteinin eski
formuna geri dondiirdiigli yapilan ¢alismalarla bulunmustur [119]. Kanser hiicreleri
tizerinde yapilan ¢aligmalarda tiimor baskilayici protein p53’°deki mutasyonlar tizerinde
denenen aktif ozmolitler ile onkojenik mutasyonlarin yanlis lokalizasyonlarinin

diizeltildigi gozlemlenmistir [120].

Kimyasal saperonlar katlanmamis proteinlerde agiga ¢ikan hidrofobik bolgelerle
etkilesime girerek protein agregasyonunu Onler. Ciinkii aciga ¢ikan bu bolgeler diger
katlanmamis proteinlerin hidrofobik bdlgeleriyle molekiiler bag kurmaya acik hale
gelmektedir. En 1y1 bilinen hidrofobik saperon kisa zincirli yag asidi olan 4-Fenilbiitirat
(4-PBA)’tir [117]. PBA’nin saperon aktivitesi ilk olarak CFTRAF508’in hiicre
yiizeyindeki aktivitesi ile kesfedilmistir. Cocuklarda, lire donglisii bozukluklarini
gidermek amaciyla amonyak temizleyici olarak kullanilmaktadir. Ayrica telasemi
tedevisinde ve kemoterapide de degerlendirilmektedir [121]. Karaciger hiicrelerinde
lipid damlaciklarinin birikmesi ve lipotoksisite ile iligkili olan Nonalkolik Yagh
Karaciger Hastaligi (NAFLD) iizerinde yapilan ¢aligmalarda 4-PBA ile tedavinin lipid
ve trigliseritlerin birikimini azalttigit ve lipojenik ve lipid bozunma yollarim

diizenledigine dair rolleri ortaya konulmustur [121, 122].

21



2.4.2. Farmakolojik Saperonlar

Amino asit dizilerindeki mutasyonlar sadece proteinlerin yanlis katlanmasi sonucu
fonksiyon kayiplar1 ile sonu¢clanmamaktadir. Bunun yani sira yanlis katlanmis protein
birikimi ER’de strese yol a¢makta ya da kalite kontrol sistemlerinin etkin
calisamamasindan kaynakli bozunmadan kagan proteinler amiloid olarak bilinen fibril
birikintilerine yol agmaktadir. ER stresinden kaynakli diyabet, Alzheimer hastaliklari,
hiicre oliimleri meydana gelebilmektedir [123]. ER igerisinde mutasyonlar sonucu
yanlig katlanmig proteinleri stabilize ederek ER ve Golgi tizerinden ¢ikisini kolaylastirip
nihai hedeflerine ulagsmasini amaglayan farmakolojik saperonlar (PC), proteinlere
spesifik Ozellik gosteren kiiglik molekiillerdir [124]. Mutant proteinlerin dogru
katlanmasina yardim etmek amaciyla molekiiler bir yap1 iskelesi gorevi istlenirler.
Hedef proteinin ilgili bolgesinde substrat, agonist, antagonist veya allosterik modiilator
olarak baglanarak stabilize ederler [125]. Heterojen bir protein sinifina ait olan PC’ler
proteinin yanlis katlanmasi ve yanlis yonlendirilmeleri diizelttikleri i¢in en iyi terapotik
ajanlar arasinda sayilir [126]. PC’ler terapétik ajan olarak genellikle salgi yolu

proteinlerini, reseptorleri, enzimleri ve iyon kanallarini hedeflemektedirler [127].

PC’leri kimyasal saperonlardan ayiran belirli avantajlar bulunmaktadir. Kimyasal
saperonlarin aksine daha diisiik konsantrasyonlarda bile etkili olabilen PC’ler hiicrede
daha diisiik toksisiteye neden olmaktadir. Farmakolojik saperonlarin diger avantajlar
ise sahip olduklar1 6zgiilliikleridir. Boylece baglanacaklar1 proteinleri spesifik olarak
tanirlar. Kimyasal saperon proteine 6zgiil olmadig1 i¢in hedef olmayan proteinler de
dahil olmak tizere birden fazla proteine baglanabilmektedir [128]. PC’lerin diisiik
konsantrasyonlarda etki gostermesi, kii¢iik molekiil boyutundan kaynakli hiicreler arasi
gecisinin kolay olmasi ile yanlis katlanmis proteinlerin tutuldugu ER boliimlerine rahat
bir sekilde ulasabilmesi, uzun siireler boyunca yapisinin bozulmayip sabit kalabilmesi
ve tersinir bir sekilde ilgili domaine baglanarak kolay bir sekilde hedef molekiilden
ayrilabilmesi kimyasal saperonlar ile arasindaki farki ortaya koymaktadir [129].
Farmakolojik saperonlar termodinamik dengeyi dogru katlanmis proteinler yoniinde
degistirmektedir. Boylece proteinler ER kalite kontrol sistemlerinden gecerek hiicre
yiizeyindeki reseptor seviyesinde artis gozlemlenmektedir [130]. PC’ler proteinlerin

ligand baglanma bolgelerinde yer alan kalintilarla elektrostatik, van der Waals veya
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hidrojen bag ile etkilesimde bulunarak proteinin yapisinda bulunan ¢esitli kisimlart bir
arada tutabilmektedir. Farmakolojik saperonlar yanlis katlanmig mutant proteinleri
tekrar katlama oOzelligine sahip degildir. Halihazirda katlanmis olarak bulunan
proteinlere baglanarak termal denatiirasyon ve proteolitik bozunmalara karsi stabilize
ederler [131]. Hiicreye uygulanacak dozlari hiicredeki diger proteinlerle hedef disi
etkilesimlerde bulunmasini 6nlemek icin nispeten diisiik konsantrasyonlarda olmalidir.
Antagonistler veya kismi agonistler olan farmakolojik saperonlar, reseptdrden hizla
ayrilabilmelidir. Ciinkii uzun siire baglanma kurtarilan reseptoriin dogal endojen veya
ndrotransmitter maddesiyle etkilesimini engelleyebilecegi i¢in terapotik etkiyi en aza
cekebilme riski tasimaktadir. Ozellikle ligandina kovalent baglanma gdsteren
agonistlere nispeten hidrojen bagi veya Van der Walls kuvveti ile baglanan

antagonistler bu agidan daha tercih edilebilir olmaktadir [130, 132].

GPCR’lerin baz1 yapisal motifleri yiiksek oranda korunmus sekilde bulunur. Ancak
iyonlar, organik koku vericiler, aminler, peptitler, proteinler, lipitler, niikleotitler ve
fotonlar gibi uyaranlarin segici olarak yerlesmesine izin verecek bir dizi degiskenligi
mevcuttur. Bu endojen uyaranlarin davranislarini taklit veya bloke eden dogal veya
sentetik bilesiklerin tanimlanmasi GPCR ligandlarindaki ¢esitliligi de arttirmaktadir. Bu
bilesiklerin reseptorleri ile etkilesimleri ligandin kimyasal yapisina baghdir ve
baglanacag1 reseptorlerin yapilari tarafindan yonlendirilmektedir [133]. GPCR’de aktif
olmayan (R) ve aktif (R*) konformasyon arasinda denge mevcuttur. Ancak son yapilan
caligmalarla GPCR’lerin birden fazla konformasyona sahip olabilecegi 6ne stiriilmiistiir.
Her bir ligandin GPCR’nin sahip oldugu konformasyonlardan spesifik olarak birini
stabilize ettigi diisiiniilmektedir. Ligandlarin gosterdikleri bu davranislar ise fonksiyonel
secicilik veya yonli agonizm olarak adlandirilmaktadir [134]. Ligandin reseptore
baglanma kapasitesi afinite olarak tanimlanmaktadir ve elektrostatik kuvvetler, hidrojen
bagi ve van der Waals kuvvetleri tarafindan yonlendirilir. Matematiksel olarak, bir
ligandin afinitesi, birlesme hizinin ayrilma hizina bolimii olarak tanimlanmaktadir.
Reseptor iizerindeki ligand etkinligi iki temel esas iizerine kurulmustur. Ilk olarak
reseptore baglanan ligand molekiiliiniin reseptore karsi afinitesi bulundugu sdylenir.
Ikinci olarak ligandin reseptor ve sinyallesme yollar1 iizerinde sahip oldugu etkiler ile
esas ligand etkinligi aciklanmis olur. Ligandin gosterecegi tepkiyi ayni zamanda alici

yogunlugu ve baglanma etkinligi de etkilemektedir. Bu uyaran-yanit iliskisinin 6zelligi
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agonistin reseptore yanit verme Ozelligidir. Pozitif etkiye sahip agonist ligandlar,
reseptorde hiicredeki efektorlere baglanmayr destekleyecek bir konformasyonel
degisikligi indiikler. Kismi agonizimde daha az etkili olan bir degisim
gbzlemlenmektedir. Antagonistlerin ise agonist etkisini inhibe etmek igin hareket
ettikleri gézlemlenmistir [135]. Sinyallesme yollar1 {izerinde agonistlerin pozitif bir etki
gosterirken antagonistlerin tam tersi negatif bir etkisi oldugu sOylenir. Notr olan
antagonistlerin ise reseptdr ve sinyal yolaklar1 iizerinde herhangi bir etkisi

bulunmamaktadir [136].

2.4.2.1. Agonistler

B-arrestin’ler, GPCR sinyallesmesinde inhibitor rolii kesfedilen sitozolik adaptor
proteinleridir. B-arrestin baglanmasini inhibe eden ya da tam tersi sekilde aktive eden
agonist ligandlarin kesfi ile hiicre i¢i sinyal yollarinin segici olarak aktive edilmesi
mimkiin olmustur [137]. Viicudumuzdaki peptit hormonlar1 ve ndrotransmiterler,
reseptorleri ile olan iligkilerinde hiicre, doku veya organlarda aktif tepkimelere yol
acarak agonist gibi etki gostermektedir [138]. Agonistler reseptére baglanarak onu
uyaran ve intraseliiler komponentleri aktive eden bilesikler olarak tanimlanmaktadir.
Barsoum ve Gaddum’un yaptiklar1 agonist calismalar neticesinde yliksek dozda
uygulanan bir agonist bilesik kendinden Onceki agonistin etkisini inhibe ettigi
gorilmiistiir [139]. Tam agonistler belirli bir reseptore kars yiiksek afinite gosterirken
kismi agonistler orta diizeyde bir afinite gostermektedir ve olusturduklari biyolojik yanit
tam agonistlere kiyasla daha azdir [136]. Yonlii agonist ligandlarin ise GPCR’lerin
farkli konformasyonlarini stabilize ederek segici sinyal yolaklarini ¢alistirdigi ve farkl
fonksiyonel sonuglara neden oldugu gozlenmistir. Ozellikle 6zgiil ilag tasarimlarinda
yan etkileri minumuma indirme olasiligimi1 saglamak agisindan umut vadetmektedir
[140]. Yapilan caligmalarda da AVPR2’ye uygulanan peptit olmayan agonistler ile
reseptOr aktivasyonu etkinlestirilerek hiicre ici cAMP diizeyinde artis gdzlemlenmistir.

cAMP’deki bu artis AQP2’nin apikal membran yiizeyine tasinmasini saglamistir [141].
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Sekil 2.5. GPCR Ligandlar ve Etkileri [137] kaynagindan Tiirkgelestirilerek alinmistir.
(A) Dengeli agonist, degisken etkililikler ve kinetik yer degistirme ile hem G-proteini
hem de f-arrestin bagimli sinyallesmeyi indiikleyen reseptdor konformasyonlarini
stabilize eder. (B) Secici olmayan antagonist, reseptorii aktif olmayan bir durumda
kilitler ve ne G proteini ne de B-arrestin sinyallesmeyi desteklemez. (C ve D) Yonli
agonistler, digerlerini zayiflatirken (ince ok) belirli sinyal olaylarini gili¢lendirerek
(kalin ok) sinyal vermek i¢in doniisimlii olarak G-proteinlerini veya B-arrestinleri segen

reseptOriin aktif bir konformasyonunu destekler.

2.4.2.2. Antagonistler

Antagonistler  reseptorlere  baglanarak  reseptoriin  aktivasyonunu  engelleyen
bilesiklerdir. Agonistlere kiyasla molekiil agirliklar1 daha fazla olan hidrofobik yapiya
sahiptirler. Bazi antagonist bilesikler allosterik etki gostermektedir. Kompetitif
antagonistler, agonistlerin baglanma bolgeleri ile etkilesim igerisinde iken
nonkompetitif olan antagonistler allosterik olarak farkli bolgelere baglanarak reseptor

konformasyonunda degisiklige neden olmaktadir. Bu etkilesim ile yapisi degisen
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reseptore agonistlerin baglanmasi engellenmis olur. Geri doniisiimsiiz antagonistlerde
reseptoriin liganda olan afinitesi degismektedir. Bazen bu durum reseptorin G
proteininden ayrilarak etkisinin artmasina neden olmaktadir [138]. AVPR2 mutantlarini
kurtarmak i¢in kullanilan ilk antagonist, reseptore afinitesi yliksek olan SR121463’diir
[108]. Hiicre gegirgen olan bu antagonist, mutant reseptoriin yanlis olan
konformasyonunu stabilize ederek tamamen glikosile edilmis olgun reseptorlere
dontistiirmiistiir. ER kalite kontrol sisteminden gegerek hiicre yiizeyine ulasabilen bu
mutant reseptorler AVP’ye farkli sekilde baglanarak hiicre i¢in cAMP {iretimini
saglayabilmislerdir. BoOylece molekiiler saperonlara benzer olan bu antagonistler
farmakolojik saperonlarin onciileri olmustur. Hiicre gecirgenligi bulunmayan peptidik
antagonistler ise SR121463’iin gosterdigi etkiyi gosterememislerdir. Yine ayni sekilde
nonpeptit olan VPA985’in SR121463 gibi goéstermis oldugu sonuglar saperon
kullaniminin oniinii agmigtir [108]. Spesifik mutant reseptorleri i¢in spesifik antagonist
bilesikleri belirleyebilmek Onemlidir. Cilinkii zayif bir antagonist islevi goren ve
Vl1aR’nin antagonisti olan SR49059, K100D, C319Y ve R137H mutantlarinda etkili
iken del62-64, D136A, P322S, W323H ve F328H mutantlar tizerinde herhangi bir etki
gosterememistir [141, 142]. Diger antagonist 6zellikte olan SR49059 (VIAR), YMO087
(V1AR/V2R), OPC31260 ve OPC41061 (V2R) saperonlar da mutant V2R’leri yabanil

tip reseptor gibi bazolateral membrana ulagmast tlizerine test edilmigtir [143].

Son zamanlarda AVPR2 reseptorii antagonisti olarak gelistirilen, kronik hiponatremi
tedavisinde kullanilan ve vaptan olarak adlandirilan ilag gruplart bulunmaktadir.
Mozavaptan, conivaptan, tolvaptan, satavaptan, liksivaptan ve rwJ351647 olarak
adlandirilan birkag¢ vaptan c¢esidi mevcuttur. Gelistirilen bu ilaglarin agonist aktivitesi
bulunmamaktadir. Vaptanlarin 6zgiilliikleri gelistirilen vazopressin reseptorlerine gore
farkliliklar icermektedir. Conivaptan ve mozavaptan Vla ve V2 reseptorlerine,
tolvaptan, satavaptan ve liksivaptan V2 reseptorlerine spesifik olarak baglanmaktadir
[144]. Terapotik amagla kullanilan antagonist yapidaki bu vaptanlar vazopressin
hormonunun AVPR2 iizerindeki etkisini bloklayarak akuarezi tesvik etmektedirler.
Boylece toplama kanallarindan serbest suyun emilimi engellenmis olur. Bu gruba ait
baz1 ilaglar hiponatremi tedavisinde kullanimi FDA tarafindan onaylanmistir.
Vazopressin reseptoriiniin antagonistlerinin ¢ogu benzen ile kaynasmis yedi iiyeli halka

sistemi ve iki amid baglariyla bagli aromatik halkalar igermektedir [145]. Vaptan
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kullaniminin bazi yan etkilerini gérmek miimkiindiir. Gozlenen en yaygin etki idrara
cikmada artis, agiz kurulugu ve susuzluk olmustur. Kullanilan akuaretikler kan
tonisitesini ve idrar hacmini arttirarak ozmostatin sifirlandirarak susuzluga neden
olabilmektedir. Susuzlugun neden olacagi s1vi alimindaki artis terapotik etkiyi tehlikeye
sokabilmektedir. Hipernatreminin ila¢ kullanimindan sonra geriye donmesi nadir olarak
hastalarda gozlemlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda conivaptan kullaniminin hipokalemi
insidansin1 arttirdig1 gdzlemlenmistir. idrar akisindaki artis potasyum kaybina neden
olacagi icin toplama kanallarindan potasyum salgilanmasini kolaylastirmigtir. Damar igi
hacmin azalmasina bagli olarak gbézlemlenecek olan bobrek yetmezligi endise duyulan
bir konudur. Ancak su ana kadar bdbrek fonksiyonlarinda o6nemli bir hasar

gozlemlenmemistir [146].
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Sekil 2.6. AVPR2'nin Peptit Olmayan Antagonistleri [147] kaynagindan alinmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Grubumuzun daha onceki yaptig1 calismalarla (SBAG112S513) literatiire kazandirdigi
AVPR2 geninde fazla oranda fonksiyon kaybina neden olan R68W ve T273M
mutasyonlar1 ile yabanil tipe yakin fonksiyonel 6zellik gdsteren V162A mutasyonunun
nadir bir hastalik olan NDI’ya neden oldugu tespit edilmistir [148]. Bu tez kapsaminda
kullanilacak olan lixivaptan tirevi VPA985, Wyeth-Ayerst Research tarafindan
gelistirilen segici V2 reseptorii antagonistidir. Conivaptan tiirevi YMO087 ise V2 reseptor
blokaji, V1a reseptor blokajina gore daha belirgin olan V1a/V2 reseptor antagonistidir
ve Yamanouchi Pharmaceutical tarafindan gelistirilmistir [144, 145]. Bu tez
caligmasindaki amag literatiire kazandirilmis olan R68W, T273M ve V162A mutant
AVPR2’lerine uygulanan YMO087 ve VPA95 farmakolojik saperonlarinin etkilerini
belirlemektir. Tez kapsaminda yapilan deneysel yontemler asagida sirasiyla
belirtilmistir.

1. Onceki ¢alismalarda site-directed mutagenez yontemi kullanilarak olusturulmus
R68W, V162A ve T273M mutasyonlarini igeren ifade vektdrlerinin; yabanil tip
AVPR2 dizisi igeren ifade vektoriinlin ve igerisinde AVPR2 dizisi
bulundurmayan bos vektoriin (pL) ¢cogaltilmast

2. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalariyla COS-1 hiicrelerinin iiretilmesi ve devamliliginin
saglanmasi

3. Yabanil tip ve mutant AVPR2 dizilerini igeren vektorler ile COS-1 hiicrelerinin
gecici olarak transfeksiyonu

4. Farmakolojik saperonlarn  COS-1 hiicrelerine toksik etki yaratmayan
konsatrasyonlariin belirlenmesi;

. Metiltiazol Difenil Tetrazolyum (MTT) Testi
. Tripan Mavisi ile boyama yontemi
5. ELISA deneyleri ile COS-1 hiicrelerinde mutant reseptorlerin ifadelerinin
belirlenmesi;
. Hiicre Yiizey ELISA
. Total ELISA
6. Flow sitometri yontemi ile COS-1 hiicre yiizeyinde mutant reseptdrlerin

ifadelerinin belirlenmesi
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3.1. pLV2R ifade Vektérlerinin Cogaltilmasi

Grubumuzun daha 6nceki yaptigi SBAG 1125513 ve SBAG 216S304 numarali projeler
kapsaminda galismalarda istenilen mutasyon bdlgesi i¢in birbiriyle mismatch eden
primerler tasarlanip birka¢ adimdan olusan polimeraz zincir reaksiyonlart kurulmustu.
Site-directed mutagenez yontemi olan bu yontem ile mutant diziler ve niikleotidler elde
edilip pLV2R vektorii igerisine klonlanmis ve dizi analizi yontemi ile dogruluklari
kontrol edilmisti. Mutant ve yabanil tip AVPR2 genini igeren vektorler E.coli DHS5a
kompetan hiicresi i¢ine transforme edilerek ampisilinli LB Broth besiyeri igerisinde

inkiibasyona birakilmistir. Transformasyon i¢in kullanilan yontem asagidaki gibidir.

1. Transforme edilecek olan vektér DNA’larindan 1 ul (1 pg/ul) alinip 100 pl
kompetan hiicre icerisine eklenir ve buz tizerinde 30 dakika boyunca inkiibasyona
birakildi.

2. Inkiibasyon sonras1 42°C’de 45 saniye inkiibe edilerek 1s1 soku uygulandi.

3. Ornekler hi¢ bekletilmeden tekrar buz iizerine alinarak 1-2 dakika boyunca buz
tizerinde inkiibe edildi.

4. Onceden hazirlanmis 250 ul SOC medium igerisine érneklerin tamami eklenerek
37°C’de 1 saat boyunca ¢alkalamali etiiv igerisinde inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyon sonrasi &rnekler ampisilinli LB agar plagina yayma ekim yontemi ile
ekilerek 37°C’de gece boyu etiiv igerisinde inkiibasyona birakildi. pLV2R vektoriinde
secici marker olarak ampisiline direng geni bulunmaktadir. Bu nedenle kullanilan LB

agar plaklarinda ampisilin bulunmaktadar.

Transformasyon sonrasi gece boyu inkiibasyona birakilan plaklardan tek bir koloni
secilerek ampisilin igeren 70 ml LB Broth besiyeri igerisine ekilerek 37°C’de
calkalamali etiivde gece boyunca inkiibasyona birakildi. Sivi besiyerinde lireyen
bakteriler Promega PureYield™ Plasmid Midiprep System kullanilarak plazmid

izolasyonu yapildi.
Promega PureYield™ Plasmid Midiprep System kitin protokolii;

1. 70 ml’lik bakteri kiiltiirti 5000 g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek

coktiiriildii. Pelet kismina zarar gelmeyecek sekilde siipernatant uzaklastirildi ve
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bakteri pelet iizerine 3 ml Resiispansiyon Cozeltisi eklenerek hiicreler
resiispanse edildi.

2. 3ml Lizis Soliisyonu eklenerek hiicreler 3-5 kez alt iist edilerek karistirildi ve
oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi 5 ml Nétralizasyon Soliisyonu eklenerek 5-10 kez alt iist
edilerek karistirildi ve oda sicakliginda 15 dakika boyunca 15000 g’de
santrifiige edildi.

4, Santrifligasyon islemi devam ederken kit i¢ceriginde bulunan iki filtreli kolon st
iiste gelecek sekilde vakum manifolduna yerlestirildi.

5. Santrifligasyon sonrasi elde edilen siipernatan kolonlara aktarilarak vakumlama
islemi yapildi. Boylelikle vakumla birlikte kolondan asagi inen DNA’nin kolon
lizerine tutunmasi saglandi.

6. Ustte kalan kolon dikkatlice cikarilarak DNA nin baglandig1 kolon tekrardan
vakum manifolduna yerlestirildi ve 5 ml Endotoksin Uzaklastirma Cozeltisi
(etanol eklenmis) eklenerek c¢ozelti tamamen uzaklasincaya kadar vakum
uyguland:.

7. Kolon tizerine 5 ml Endotoksin Giderici Yikama soliisyonu eklenerek
vakumlandi.

8. 20 ml Kolon Yikama Soliisyonu eklenerek vakumlama islemi tekrar uygulandi.
Kolon filtresinin etanolden uzaklasmasi i¢in 30-60 saniye vakum islemine
devam edildi.

9. Eluator™ Vakum Eliisyon Cihazinin tabanina 1,5 ml'lik steril bir mikrosantrifiij
tiipii yerlestirilerek tiip sabitlendi ve tekrar vakum manifolduna yerlestirildi.

10. Kolon iizerine 400-600ul Niikleaz icermeyen su eklenerek 1 dakika boyunca
bekletildi. Tiim s1vi kolondan gegene kadar vakumlama islemi yapildi.

11. Mikrosantrifiij tiipli icerisine toplanan DNA’lar kolondan alindi. Elde edilen
DNA’larin kalite kontroliiniin saglanmasi i¢in absorbanslari dlgiilerek %1.5’luk
agaroz jelde yiiriitiilerek istenilen bantta olup olmadigi kontrol edildi. Kullanima
kadar -20°C’de sakland:.

3.2. COS-1 Hiicrelerinin Kiiltiirasyonu

Tez kapsaminda yapilacak olan biitin deneyler COS-1 hiicre hatt1 {izerinde

gerceklestirilmigtir. COS-1 hiicreleri Afrika Yesil Maymunlarinin (Cercopithecus
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aethiops) bobrek dokusundan iretilmis fibroblast benzeri hiicre hatlaridir. COS-1 hiicre

hattt primer hiicre hatti olmayip yabanil tip T antijenini kodlayan SV40'in bir orijin

kusurlu mutant1 ile transformasyon yoluyla CV-1 hiicre hattindan 1980’lerin basinda

tiretilmistir. Hiicreler, SV40 genomunun tek bir entegre kopyasini i¢ermektedir. Sahip

olduklar1 T antijeni sayesinde plazmitin yliksek kopya sayisini1 ve hizli replikasyonunu

saglar. Ayrica gerekli tiim proteinleri eksprese etme 6zelligi bulunmaktadir. COS-1

hiicre hatt1 icerisinde yer alan AVPR2 geni, insan AVPR2 geni ile % 96.8 oraninda

homoloji gostermektedir.

COS-1 hiicrelerinin hazirlanist asagida maddeler halinde verilmektedir.

1.

COS-1 hiicre hatti hiicre kiiltiirii kaplarinda (25 cm? veya 75 cm?) %10 fetal
bovine serum, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren DMEM
besiyerinde 37°C’de %5 CO, igeren inkiibatorde 2-3 giin siireyle ¢cogaltildi.
Hiicrelerin, kiiltiir kabinin yiizeyini yaklasik olarak %80 konfluent bir bigimde
kaplayip kaplamadigi 1s1k mikroskobu araciligiyla kontrol edildi. Konfluent olan
hiicreleri, hiicre kiiltiirii kaplar1 yilizeyinden kaldirmak icin Oncelikle kap
icerisindeki besiyeri ¢ekildi. Hiicrelerin zarar gormemesine dikkat edildi.
Hiicreler 25 cm? kiiltiir kab1 i¢in 2 ml, 75 em? kiiltiir kabi i¢in 5 ml 1x PBS ile
yikandi. Yikama islemi hiicrelerin iizerine direkt gelmeyecek sekilde dikkatlice
koseden yapildi. Daha sonra biitiin kap yiizeyinde dikkatlice gezdirildi.

1x PBS hiicre kiiltiir kabinda ¢ok tutulmayarak geri g¢ekildi. Hiicrelerin zarar
gérmemesi i¢in 1 dakikadan fazla bekletilmemelidir.

Hiicreleri kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirmak i¢in 25 cm? kiiltiir kabina 0,5 ml, 75
cm? kiiltiir kabima 1,5 ml %0.25 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi.

%0.25 Tripsin-EDTA ¢ozeltisinin kiiltiir kabinin tiim yiizeyini kaplamasina
dikkat edilerek 37°C’de %5 CO, igeren inkiibatorde 2 dakika inkiibe edildi.
Hiicrelerin zarar gormemesi i¢in 2 dakikadan fazla bekletilmemelidir.

2 dakika sonra inkiibatdrden alinan hiicrelerin ylizeyden kalkip kalkmadiklar
kontrol edildi. Eger kalkmayan hiicre varligi tespit edilirse kiiltiir kabina
yanlardan hafif¢e vurularak kalkmalar1 saglandi.

Hiicre ylizeyinden kalkmis olan hiicreleri noétralize etmek icin 25 cm? kiiltiir
kabina 4,5 ml, 75 cm? kiiltiir kabina ise 13,5 ml %10 fetal bovine serum, 100
U/ml penisilin ve 100 ug/ml streptomisin igeren DMEM eklendi.

Iyice pipetleme yapilarak hiicreler homojen kivama getirildi.
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10. Thoma cami kullanilarak 1 ml’deki hiicre miktar1 hesaplanarak plate’ler

hazirlandi.

3.3. COS-1 Hiicrelerinin Transfeksiyonu

Yapilan deneysel calismalarda transfeksiyon ajani olarak TurboFect Transfection
Reagent (Thermo Fisher Scientific) kullanilmistir. Yapilan tiim deney setlerinde
kullanilan hiicre kiiltiir kab1 boyutlari, ekilen hiicre miktar1 ve kullanilan transfeksiyon

ajan miktalar1 asagidaki Cizelge 3.1°de belirtildigi sekilde uygulanmustir.

Cizelge 3.1. Deneysel Calismalara Gore Kullanilan Hiicre Miktarlar1 ve Transfeksiyon

Kosullar1
TurboFect
] Transfection
Ekilen o
Kullanilan Hiicre DNA Reagent Besiyeri
Deney Hiicre Sayis1 Miktari iktari
Kiiltiir Kabt | e (Thermo Miktari
(hiicre/kuyu) )
Fisher
Scientific)
96 well 20 ul
MTT 15.000 20 ng 0,4 ul
plate (serumsuz)
Tripan 20 ul
par 96 well !
Mavisi ile at 15.000 20 ng 0,4 pl (serumsuz)
ate
Boyama P
Yiizey 48 well 70 pl
40.000 70 ng 1 ul
ELISA plate (serumsuz)
Total 400 pl
6 well plate 400.000 2000 ng 6 pul
ELISA (serumsuz)
Flow 600 pl
) ~ | 60mm plate 700.000 3000 ng 12 ul
Sitometri (serumsuz)

3.4. Farmakolojik Saperonlar icin Uygun Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

Mutant ve yabanil tip pLV2R vektorlerini gecici olarak ifade eden hiicrelere

uygulanacak farmakolojik saperonlarin toksik etki gdstermemesi i¢in iki farkli yontem
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ile doz belirleme c¢aligsmalar1 yapilmistir. MTT testinde proliferasyona ugrayan hiicreler
artan mitokondriyel dehidrojenaz enzim aktivitesi ile metiltiazol difenil tetrazolyumu
suda ¢oziinmeyen mor renkli formazan kristallerine dontistiiriir. Olusan bu kristaller
dimetil siilfoksit (DMSO)’da veya izopropil alkolde ¢oziinlir. Hiicre canlilig
spektrofotometrik olarak renk degisiminden belirlenir. Hiicre canliligt % olarak

hesaplanir.
3.4.1. MTT Testi
Yapilan MTT testi protokolii asagida belirtildigi gibidir.

1. Thoma cami kullanilarak 1 ml’deki hiicre miktar1 hesaplanarak 96 well plate’e
15.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi.

2. Ertesi giin transfeksiyon islemi i¢in Cizelge 3.1°de belirtilen miktarlarda yabanil
tip pLV2R vektor DNA’s;, DMEM (serumsuz) ve TurboFect Transfection
Reagent (Thermo Fisher Scientific) iyice karigtirilarak 20 dakika boyunca oda
isisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda plate’lerdeki hiicrelerin
tizerine 20 ul aktarildi. Transfeksiyon siiresinin 20 dakikadan az veya fazla
olmamasina dikkat edildi.

3. Transfeksiyon isleminin kontroliiniin saglanmasinda yesil floresan proteinini
ifade eden pEGFP (Enhanced Green Fluorescence Protein) vektorii kullanildi.
PEGFP vektoriiniin transfeksiyonu yabanil tip pLV2R vektor DNA’s1 ile ayni
kosullarda hazirland: ve 2 adet kontrol hiicre grubu iizerine eklendi.

4. pLVZR ve pEGFP vektorlerinin COS-1 hiicrelerine transfekte olabilmesi i¢in
37°C’de %5 CO; igeren inkiibatorde 48 saat inkiibasyona birakildi.

5. 48 saat sonra transfeksiyon igleminin kontrolii i¢in verimlilik pEGFP vektori ile
es zamanli kontrol edildi.

6. Literatlir taramalarina istinaden uygulanacak olan farmakolojik saperon dozlari
belirlenmistir. YM087 (10 mM stok) ve VPA985 (1 mM stok) farmakolojik
saperonlarin belirlenen dozlar: seri seyreltme yapilarak hazirlanir. YMO087 igin
hazirlanan konsantrasyonlar 10° M, 10° M, 107 M, 108 M, 10° M, 0 M,
VPA985 1mM stok konsantrasyonuna sahip oldugu i¢in hazirlanan
konsantrasyonlar 10° M, 107 M, 10® M, 10° M ve 0 M seklindedir. Seri
seyreltme islemi icin DMEM (%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml

streptomisin igeren) besiyeri kullanildi.
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7. Transfeksiyondan 48 saat sonra kuyulardaki besiyeri uzaklagtirilarak YMO087 ve
VPA985 i¢in hazirlanan bes farkli konsantrasyon ve kontrol gruplar iiger tekrar
olacak sekilde 100 pl eklendi. 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatorde 16 saat
inkiibasyona birakildi.

8. Uygulanacak MTT dozu 1:9 = MTT:DMEM olacak sekilde hazirlandi.

9. 16 saat sonra inkiibatorden alinan plate’lere 151k gormeyen bir ortamda 1/9
MTT:DMEM soliisyonundan 100 pl dagitildi. 37°C’de %5 CO; igeren
inkiibatorde 4 saat inkiibasyona birakildi.

10. Inkiibasyon sonrast MTT:DMEM soliisyonu kuyulardan uzaklagtirilds.

11. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyuya %100°lik 100 pl izopropanol eklendi.

12. ELISA okuyucuda 570 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.

3.4.2. Tripan Mavisi ile Boyama Yontemi

1. Thoma cami kullanilarak 1 ml’deki hiicre miktar1 hesaplanarak 96 well
plate’e 15.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi.

2. Ertesi giin transfeksiyon islemi i¢cin Cizelge 3.1’de belirtilen miktarlarda
yabanil tip pLV2R vektor DNA’s;, DMEM (serumsuz) ve TurboFect
Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific) iyice karistirilarak 20
dakika boyunca oda isisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
plate’lerdeki hiicrelerin tizerine 20 ul aktarildi. Transfeksiyon siiresinin 20
dakikadan az veya fazla olmamasina dikkat edildi.

3. Transfeksiyon igleminin kontroliiniin saglanmasinda yesil floresan proteinini
ifade eden pEGFP vektorii kullanildi. pEGFP vektoriiniin transfeksiyonu
yabanil tip pLV2R vektor DNA’s1 ile ayni kosullarda hazirlandi ve 2 adet
kontrol hiicre grubu iizerine eklendi.

4. 48 saat sonra transfeksiyon igsleminin kontrolii i¢in verimlilik pPEGFP vektorii
ile es zamanli kontrol edildi. Kuyulardaki besiyeri uzaklastirilarak YMO087
icin hazirlanan 10° M, 10° M, 107 M, 10® M, 10° M bes farkh
konsantrasyon ve kontrol gruplari ile VPA98S5 i¢in hazirlanan 10 M, 107 M,
10 M, 10° M ve kontrol grubu iicer tekrar olacak sekilde 100 ul eklendi.
37°C’de %5 COgy igeren inkiibatorde 16 saat inkiibasyona birakildi.

5. 16 saat sonra inkiibatdrden alinan plate’lerden besiyeri uzaklastirildi.
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10.

11.
12.

Her kuyu iizerine 100 pl 1x PBS eklenerek hiicreler yikandi ve ¢ok
bekletilmeyerek tekrar uzaklagtirildi.

Her kuyu tizerine 20 ul Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 2 dakika boyunca
37°C’de %5 CO; igeren inkiibator igerisinde bekletildi.

Hiicrelerin kiiltiir kab ylizeyinde kalkip kalkmadiklar1 gézlemlendi. Yapigik
halde duran hiicreler gézlemlenirse plate kenarina hafifce vuruldu.

Her kuyudaki hiicre iizerine 180 ul DMEM (%10 FBS, 100 U/ml Penisilin
ve 100 pg/ml Streptomisin igeren) eklenerek pipetaj yapildi ve
mikrosantrifiyj tiipleri igerisine toplandi.

Ayri bir mikrosantrifiij tiipii igerisine 50 pl hiicrelerden aktarildi ve {izerine
50 ul %0,2°1ik Tripan Mavisi (PBS igerisinde seyreltilir) soliisyonu eklendi.
Pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen karismasi saglandi.

Thoma cami iizerine 10 pl aktarilan hiicreler 151k mikroskopu altinda

sayilarak canli hiicreler kaydedildi.

3.5. ELISA Deneyleri ile COS-1 Hiicrelerindeki Reseptor ifadesinin Belirlenmesi

C ucunda FLAG isareti, N ucunda HA isareti tastyan mutant pLV2R vektorlerinin 2

farkli farmakolojik saperon uygulamasi sonucu hiicre yilizeyindeki ve hiicre igerisinde

gostermis olduklart toplam ifadelerin belirlenebilmesi i¢in hiicre yiizey ELISA ve total

ELISA yontemleri uygulanmistir. Yontemler icin Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi

hiicreler hazirlanarak transfeksiyon islemi uygulandi. Transfeksiyon islemi sonrasi plate

icindeki besiyeri uzaklastirilarak MTT ve Tripan Mavisi ile belirlenen uygun

farmakolojik saperon dozlar1 her bir kuyuya eklenerek plate’ler hazirlandi. 16 saat

inkiibasyon siiresi sonunda ELISA yontemlerine baglandi.

3.5.1. Hiicre Yiizey ELISA Yontemi

.

16 saatlik inkiibasyon sonrasi kuyulardan besiyeri uzaklastirildi.

3 defa 200 pl 1x PBS ile kuyular yikanir. Inkiibasyon siiresinin 2 dakikadan

fazla olmamasina dikkat edildi.

Hiicreler tizerine 250 ul %4 Formalin/PBS ¢ozeltisi eklenerek fikse edildi ve oda

sicakliginda 30 dakika 50 rpm calkalamali etiivde inkiibasyona birakildi.

30 dakika sonra kuyulardan %4 Formalin/PBS ¢d6zeltisi uzaklastirilarak 3 defa

200 ul 1x PBS ile yikandi.
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10.

11.

Hiicrelere 500 pl Bloklama soliisyonu (%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100
ug/ml streptomisin igeren DMEM) eklenerek 37 °C’de 1 saat 50 rpm calkalamali
etiivde inkiibasyona birakildi.

1 saat sonunda kuyulardan besiyeri uzaklastirildi ve 3 defa 200 ul 1x PBS ile
yikandi.

Hiicreler tizerine 100 pl peroksidaz isaretli monoklonal anti-HA (HA-Tag (6E2)
Mouse mAb#2367- Cell Signaling Technology) antikoru 1:1000 seyretilmis
sekilde eklenerek 2 saat 37 °C’de 50 rpm calkalamali etiivde inkiibasyona
birakildi.

Kuyular igerisinde hiicrelere baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak icin 3 defa
200 pl 1x PBS ile yikand:.

Substrat reaksiyonu i¢in 25ml Substrat Buffer, 10 mg o-fenilendiamin (0.1 M
fosfat/sitrat tamponu igerisinde), 20 ul H,O; karistirilarak hazirlandi, kuyulara
150 pl eklendi ve karanlik bir alanda 15-30 dakika arast oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi.

Renk degisimi gozlemlendigi zaman reaksiyonu durdurmak i¢in hiicreler iizerine
50 ul 1 mol/L HCI eklendi.

ELISA okuyucuda 6lgiim yapabilmek icin 48 well plate igerisindeki hiicreler 96

well plate’e aktarilarak 492 nm’de 6l¢iim alindi.

3.5.2. Total ELISA

1.

16 saatlik inkiibasyon sonrasi kuyulardaki besiyeri uzaklastirilarak 2 ml 1x
PBST (%0.05 Tween-20 i¢eren 1x PBS) ile yikandi.

Ix PBST ile yikama isleminden sonra 2 dakikadan fazla kalmamasma 6zen
gosterilerek kuyulardan uzaklagtirild.

Kuyulara 2 ml saf dH,O eklenerek hiicreler yiizeyden dikkatlice kazindi ve
mikrosantrifiij tiiplerine topland.

Mikrosantrifiij tiiplerine toplanan hiicreler 13.000 rpm’de 2 dakika santrifijj
edildi.

Santrifiij sonrasi peletlere zarar gelmeyecek sekilde tiiplerden su uzaklastirildi.
Hiicreler iizerine 150 pl Lizis buffer (10 mM Tris/HCIL, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1
mM EDTA, 1 mM EDTA, %1 Nadesoxycholate, 0.2 mM NP-40) eklenerek
gece boyu +4 °C’de inkiibasyona birakildh.

36



10.
11.

12.

13.

14.
15.

16.
17.

18.

19.

. Ayn1 giin igerisinde Maxisorb 96-well plate’ler 0.15 M borat tamponu (pH 8.0)

icinde bulunan 100 pl poliklonal anti-FLAG antikor (1:1000 seyreltilmis) ile
(M2; Sigma-Aldrich) kaplanarak 4°C’de gece boyu inkiibe edildi.

Ertesi giin plate igerigi bosaltilarak kuyular 100 ul 1x PBST ile 3 defa yikand:.
Her yikama esnasinda plate’lerin 2 dakikadan fazla bekletilmemesine dikkat
edildi.

Kuyulara 200 pl Bloklama soliisyonu (%10 FBS iceren DMEM) eklenerek 1
saat boyunca 37°C, 50 rpm’de ¢alkalamal etiivde inkiibe edildi.

1 saat sonunda plate icerigi bosaltilarak 100 pl 1x PBST ile 3 defa yikandi.

Gece boyu +4°C’de inkiibe edilen hiicreler {izerine 300 ul 1x PBST eklenerek
iyice ¢0ziildii. 2 dakika boyunca 13.000 rpm’de sanrifiij edildi.

Plate icerigine santrifiij islemi yapilmis hiicrelerden 3’lii tekrar olacak sekilde
her bir 6rnekten 100 ul eklendi.

Plate iizerine eklenmis hiicreler 2 saat boyunca 37°C, 50 rpm’de calkalamali
etiivde inkiibe edildi.

Plate igerigi bosaltilarak 100 ul 1x PBST ile 3 defa yikanda.

Her bir kuyu igerisine 100 ul 1x PBST igerisinde hazirlanmig monoklonal anti-
HA (HA-Tag (6E2) Mouse mADb#2367-Cell Signaling Technology) antikoru
(1:1000 seyreltilmis) eklenerek 1 saat boyunca 37°C, 50 rpm’de calkalamali
etiivde inkiibe edildi.

1 saat sonunda plate igerigi bosaltilarak 100 ul 1x PBST ile 3 defa yikandi.
Substrat reaksiyonu i¢in 25ml Substrat Buffer, 10 mg o-fenilendiamin (0.1 M
fosfat/sitrat tamponu igerisinde), 20 pul H202 karnistirilarak hazirlandi, kuyulara
150 pl eklendi ve karanlik bir alanda 15-30 dakika arasi oda sicakliginda
inkiibasyona birakild1.

Renk degisimi gozlemlendigi zaman reaksiyonu durdurmak i¢in hiicreler iizerine
50 ul 1 mol/L HCI eklendi.

ELISA okuyucuda 492 nm’de 6l¢iim alind:.

3.6. Flow Sitometri Yontemi ile COS-1 Hiicre Yiizeyindeki Reseptor ifadesinin

Belirlenmesi

Flow sitometri yontemi Oncesi hiicreler Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi hazirlanarak

transfeksiyon islemi yapildi. Transfeksiyon islemi sonrasi besiyeri uzaklastirildi.
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Farmakolojik saperon uygulamasi sonrast 16 saat boyunca 37°C’de %5 CO, igeren

inkiibatorde inkiibasyona birakildi. 16 saat sonunda asagidaki yontemler izlendi:

10.

11.

12.

13.

14.

60 mm plate igeriginden besiyeri uzaklastirildi.

Hiicrelere 400 pl Tripsin-EDTA ¢o6zeltisi eklenerek 37°C’de %5 CO; igeren
inkiibator igerisinde 2 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrast 1600 ul DMEM (%10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100
ug/ml streptomisin igeren) eklenerek hiicreler kiiltliir kabina tekrar yapismadan
mikrosantrifiij tiipii igerisine toplandi.

pL (AVPR2 dizisi icermeyen bos vektdr) igeren hiicrelerle Thoma caminda
sayimm yapildi. Flow sitometriden kalite bir sonug¢ almak igin hiicrelerin yaklasik
olarak 1.000.000 hiicre/ml olmas1 gerekmektedir.

Mikrosantrifiij tlipli icerisine toplanan hiicreler 8000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrasit hiicre peletlerine zarar gelmeyecek sekilde siipernatan
dokiilerek uzaklastirildi.

Hiicre iizerine 500 ul 1x PBS eklenerek iyice ¢oziiliir. 8000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 hiicre peletlerine zarar gelmeyecek sekilde silipernatan
dokiilerek uzaklastirildi.

Hiicre iizerine 500 pl 1x PBS eklenerek iyice ¢oziildi. 8000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 hiicre peletlerine zarar gelmeyecek sekilde siipernatan
dokiilerek uzaklastirildi ve tizerlerine 100 pl %4 Formalin/PBS eklenerek iyice
karistirilarak hiicrelerin ¢ézlinmesi saglandi.

8000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve siipernatan dokiilerek uzaklastirildi.
Hiicre tizerine 500 ul 1x PBS eklenerek iyice ¢oziildiiriilerek 8000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildi. Bu islem 2 kez yapildi.

Taze hazirlanan %0,5 BSA/PBS (100 ml 1x PBS igerisinde 0,5 g Bovine Serum
Albumin ¢6zdiriliir) igerisine 1:100 oraninda HA-Tag (6E2) Mouse mAb
(Alexa (R) 488 Conjugate) (Cell Signaling Technology) antikoru eklendi ve
kuyulara dagitildi. Bu islem yapilirken ortamin 151k gérmemesine dikkat edildi.
Aliiminyum ile hiicrelerin {izeri iyice Ortiilerek oda 1sisinda 100 rpm

calkalamalida 1 saat inkiibe edildi.
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15. 8000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve stipernatan dokiilerek uzaklastirildi.

16. 1 kere 500 pul 1x PBS eklenerek hiicreler yikandi ve 8000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edilerek slipernatan uzaklastirildi.

17. Siipernatan kism1 uzaklagtirilan hiicreler tizerine 200 pl 1x PBS eklenerek iyice
cozdirildd.

18. Cozdiiriilen hiicreler flow tiiplerine numaralandirilarak aktarildi.

19. BD FACSCanto™ 11 cihazi kullanilarak 6lgiim alind.
3.7. istatistiksel Yontemler

Tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alisma sonuglarimi istatistiksel olarak
degerlendirmek i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Verilelerin S.D. ve S.E.M.
degerleri GraphPad Prism 9.3.0 yazilim programi kullanilarak hesaplanmistir.

Verilerdeki anlamlilik diizeyi P < 0.05 olarak alinmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. COS-1 Hiicrelerinin Uretilmesi ve Transfeksiyonu

Tez kapsaminda kullanilan COS-1 hiicreleri %10 fetal bovine serum, 100 U/ml penisilin
ve 100 pg/ml streptomisin igeren DMEM besiyerinde 37°C’de %5 CO2’li etiivde
cogaltilmis, pasajlanmis ve ilgili her bir deney seti igin hiicre hazirliklar1 yapilmistir.
Sekil 4.1. COS-1 hiicrelerinin transfeksiyon uygulanmadan onceki beyaz 11k altinda

alinmig goriintiisiinii icermektedir.

Sekil 4.1. COS-1 Hiicrelerinin Beyaz Isik Altinda Alinan Goriintiileri

Transfeksiyon isleminin basarili olmasi i¢in pEGFP vektorii ile transfekte olmus
hiicrelerin yaklagik olarak %80-90 konfluent yapida olmasi beklenir. Asagida Sekil
4.2°de beyaz ve yesil 1s1k altinda transfeksiyon sonrast COS-1 hiicrelerine ait
goriintiiler yer almaktadir. Sol alt fotograf yesil 151k altinda pEGFP ile transfekste olmus
COS1 hiicrelerini gostermektedir. Sag alt fotograf beyaz 1sik altinda pEGFP ile

transfekte olmus COS-1 hiicrelerini gostermektedir.
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Sekil 4.2. Transfeksiyon Sonras1 COS-1 Hiicresi Goriintiileri

4.2. MTT Analizi Sonuclar

COS-1 hiicrelerine transfekte edilen yabanil tip pLV2R vektoriine uygulanan YMO087 ve
VPA985 farmakolojik saperonlarinin  hangi dozda uygulanmasi gerektigini
belirleyebilmek i¢in MTT testi gerceklestirilerek % hiicre canliligi belirlenmistir. MTT
testi sonucu elde edilen veriler ¢izelge halinde asagida verilmis olup ayn1 zamanda
grafikleri de cizilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda VPA985 ve YMO087
farmakolojik saperonlarinin 10° M konsantrasyonda uygulanmasina karar verilmistir.
VPAO985 farmakolojik saperonun stok konsantrasyonu 1 mM oldugu i¢in en yliksek

denemeye 10° M konsantrasyondan baglanmstir.
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Cizelge 4.1. YMO087 ve VPA985 Farmakolojik Saperonlart i¢in MTT Uygulamasinin %
Sonuglar1 S.D.: Standart sapma, n: Bagimsiz deney seti (Her bir bagimsiz deney seti

kendi igerisinde 3 tekrarlidir)

YMO087 (n:4) VPA9S8S (n:4)
% Ortalama |+ S.D. % Ortalama |+ S.D.

10° M 58 19,8

10°M 101 14,9 67,9 224
10" M 96,7 11 75,2 15,3
10° M 96,7 16,3 85,2 15,1
10°M 106,8 15,1 90,5 16,1
Kontrol 100 100

16 Saat inkiibasyon

1504
= VPA985
125+

mm YMO087
100+ I -
75—
50—
25
0 i i 1

1 1 1 1 | 1
QoY AN oY Y @
S

—

Molar Konsantrasyon

Sekil 4.3. YMO087 ve VPA985 Farmakolojik Saperonlarinin Uygulanmast Sonras1 Elde
Edilen MTT Grafigi.
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4.3. Tripan Mavisi ile Boyama Yontemi Sonuclar:

MTT testinde oldugu gibi COS-1 hiicrelerine transfekte edilen yabanil tip pLV2R
vektoriine uygulanan YMO087 ve VPA985 farmakolojik saperonlarinin hangi dozda
uygulanmasi gerektigini belirleyebilmek i¢in ayrica Tripan mavisi ile boyama yontemi
yapilarak canli hiicre sayilar1 % olarak belirtilmistir. MTT ve tripan mavisi ile boyama
yontemi birlikte degerlendirilerek uygulanacak farmakolojik saperonlarin her birinin

konsantrasyonu 10”° M konsantrasyonda uygulanmasi kabul edilmistir.

Cizelge 4.2. YMO087 ve VPA985 Farmakolojik Saperonlarmnin Uygulanmasi1 Sonrasi
Hiicrelerin Tripan Mavisi ile Boyama Sonuclar1 S.D.: Standart sapma, n: Bagimsiz

deney seti (Her bir bagimsiz deney seti kendi igerisinde 3 tekrarlidir)

YMO87 (n:3) VPA985 (n:3)

% Ortalama + S.D. % Ortalama +S.D.
10°M 46 34
10°M 33,9 29 56,8 25
107 M 40,5 25 60,7 30
10° M 425 26 49,7 19
10°M 46,8 36 61,03 19,3
Kontrol 100 100
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Sekil 4.4. YMO087 ve VPA985 Farmakolojik Saperonlarinin Uygulanmasi Sonrasi
Hiicrelerin Tripan Mavisi ile % Canlilik Grafigi

4.4. Hiicre Yiizey ELISA Yontemi Sonuclarn

Mutant AVPR2’lerin farmakolojik saperon uygulamasi sonucu hiicre yiizeyinde ne
kadar ifade olduklarim1 belirleyebilmek ic¢in hiicre yiizey ELISA deneyi yapilmistir.
YMO87 farmakolojik saperon uygulamasi sonrasi mutant reseptorlerin hiicre yiizey
ifadesi ortalama R68W i¢in %35,3, V162A icin %71,5 ve T273M i¢in ise %58,3 olarak
bulunmustur. VPA985 farmakolojik saperon uygulamasi sonrasi mutant reseptorlerin
hiicre yiizey ifadesi ortalama R68W icin %36,6, VI162A icin %86,6 ve T273M i¢in ise
%355 olarak bulunmustur. Sonuglar1 tartisma kisminda TUBITAK SBAG 1125513 no’lu
proje kapsaminda yapilan fonksiyon analiz calismalar ile birlikte karsilagtirilarak

tartisilmistir.
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Cizelge 4.3. Mutant AVPR2’lerin Hiicre Yiizey ELISA Sonuglar1t WT: Yabanil tip, pL:
AVPR2 dizisi icermeyen Bos Vektor, S.D.: Standart Sapma, S.E.M.: Ortalamanin
Standart Hatasi, n: Bagimsiz deney seti (Her bir bagimsiz deney seti kendi icerisinde 4

tekrarhidir)

YMO087 (n:3) VPA985 (n:3)
% Ortalama +S.D. | SEEM. % Ortalama +S.D. | SSEM.
WT 100 100
R68W 35,3 4 2,8 36,6 11 6,4
V162A 71,5 43 30,5 86,6 52 30,4
T273M 58,3 7 4,05 55 11 6,4
pL 0 0
% Yuzey ELISA
150
mm YMO087
125+

= VPA98S

100 -
75+ Il
50
25- ' E'l I
0= i i
1

T T T T
WT R68W V162A T273M pL

Mutantlar

Sekil 4.5. Mutant AVPR2’lerin Farmakolojik Saperon Uygulamasi Sonrasi1 Hiicre
Yiizey ELISA Grafigi. WT: Yabanil tip, pL: AVPR2 dizisi icermeyen Bos Vektor
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Sekil 4.6. Karsilastirmali Hiicre Yiizey ELISA Grafigi. WT: Yabanil Tip, pL: AVPR2
dizisi icermeyen Bos Vektor. Tez ¢alismasina dahil edilen mutant reseptorlerin herhangi
bir saperon uygulamasi yapilmadan elde edilmis fonksiyon analiz testlerine ait yiizey
ELISA sonuglar1 Beril ERDEM TUNCDEMIR’in doktora tez ¢alismasindan almarak
karsilagtirilmistir [149].

4.5. Total ELISA Yontemi Sonuglar:

Mutant AVPR2’lerin YMO087 ve VPA985 farmakolojik saperonlarinin uygulamasi
sonrasi hiicre icerisindeki toplam ifadelerinin belirlenebilmesi icin total ELISA yontemi
uygulanmistir. YMO87 farmakolojik saperon uygulamasi sonrast mutant reseptorlerin
toplam ifadesi ortalama R68W icin %43, V162A icin %78,7 ve T273M igin ise %54,3
olarak bulunmustur. VPA985 farmakolojik saperon uygulamasi sonrasi mutant
reseptorlerin toplam ifadesi ortalama R68W i¢in %62,8, V162A igin %102 ve T273M
icin ise %94.,5 olarak bulunmustur. Sonuglar tartisma kisminda TUBITAK SBAG
112S513 no’lu proje kapsaminda yapilan fonksiyon analiz ¢aligmalari ile birlikte

karsilastirilmistir.
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Cizelge 4.4. Mutant AVPR2’lerin Total ELISA Sonuglari. WT: Yabanil Tip, pL:
AVPR2 dizisi icermeyen Bos Vektor, S.D.: Standart Sapma, S.E.M.: Ortalamanin

Standart Hatasi, n: Bagimsiz deney seti (Her bir bagimsiz deney seti kendi igerisinde 3
tekrarhidir)

YMO87 (n:3) VPA985 (n:3)
% Ortalama |+ S.D. S.E.M. % Ortalama |+ S.D. S.E.M.
WT 100 100
R68W 43 19,2 7,8 62,8 54,9 24,5
V162A 78,7 40,4 20,2 102 65,5 37,8
T273M 54,3 31,9 13 94,5 25,6 12,8
pL 0 0

% Total ELISA
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Sekil 4.7. Mutant AVPR2’lerin Total ELISA Grafigi. WT: Yabanil Tip, pL: AVPR2

dizisi igermeyen Bos Vektor
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Sekil 4.8. Karsilastirmali Total ELISA Grafigi. WT: Yabanil Tip, pL: AVPR2 dizisi
icermeyen Bos Vektor. Tez calismasina dahil edilen mutant reseptorlerin herhangi bir
saperon uygulamas1 yapilmadan elde edilmis fonksiyon analiz testlerine ait total ELISA
sonuglart Beril ERDEM TUNCDEMIR’in doktora tez calismasindan alinarak
karsilagtirilmistir [149].

4.6. Flow Sitometri Yontemi Sonuclari

Flow sitometrisi kromotografik bir yontem olup siv1 akisinda hareket eden hiicrelerin,
lazer algilama alanindan yansitilan 151k demetleri yoluyla algilanmasina yarayan bir
sistemdir [150]. Yaptigimiz deney kapsaminda HA-Tag (6E2) Mouse mAb (Alexa (R)
488 Conjugate) (Cell Signaling Technology) antikoru kullanilarak analizler
gerceklestirilmistir. Hiicrelerdeki mutant reseptdr ifadeleri, YMO087 farmakolojik
saperonunun uygulanmasi sonrasi ortalama R68W icin %64,6, V162A i¢in %105,2 ve
T273M i¢in %63,4; VPA985 uygulanmasi sonrast R68W icin %65,06, V162A icin
%102,7 ve T273M ig¢in ise %76,6 olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. Mutant AVPR2’lerin Flow Sitometri Yontemi Sonuglart. WT: Yabanil Tip,
pL: AVPR2 dizisi igermeyenn Bos Vektor, S.D.: Standart Sapma, n: Bagimsiz Deney
Seti (Her bir bagimsiz deney seti 1 tekrarlidir)

YMO87 (n:3) VPA985 (n:3)

% Ortalama S.D. % Ortalama S.D.
WT 100 100
R68W 64,6 25,1 65 18
V162A 105,2 29,6 102,7 13,97
T273M 63,4 33,3 76,6 25,1
pL 0 0

Nosmakeed To Mode

Normaltzed To
R S T P 1

YMOSTWT YMO087 R68W

Normakred To Mode

Normaltzed To Mode

YMO087 T273M YMO087 pL

Sekil 4.9. YMO087 Uygulamasi Sonrasi Flow Sitometri Grafigi. X ekseni: Antikorun
denk geldigi renk konsantrasyonu Y ekseni: Hiicre yogunlugu Siyah ¢izgi: Negatif

Kontrol Kirmizi ¢izgi: Antikor isaretli 6rnek
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Sekil 4.10. VPA985 Uygulamasi1 Sonrast Flow Sitometri Grafigi. X ekseni: Antikorun
denk geldigi renk konsantrasyonu Y ekseni: Hiicre yogunlugu Siyah ¢izgi: Negatif

Kontrol Kirmiz1 ¢izgi: Antikor isaretli 6rnek

Negatif Kontrol
YMO87 WT

YMO087 R68W
YMO87 V162A

YMO87 T273
YMO87 pL
VPA985 WT
VPA935 R6SW
VPA9S5 V162A

VPASS5 T273M
VPASS85 pL

FITC-A
Sekil 4.11. YMO087 ve VPA985 Flow Sitometri Kromotogram Goriintiisii.

4.7. Verilerin Analizi

Mutant AVPR2’lerin farmakolojik saperon uygulamasi sonucu hiicre yiizeyinde ne
kadar ifade olduklar1 hiicre ylizey ELISA deneyi yapilarak belirlenmisti. Cizelge 4.6.’da

mutant AVPR2’lerin kontrol gruplar1 ile karsilagtirilmali olarak P degerleri
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hesaplanmistir. YMO87 farmakolojik saperonun uygulanmasi sonrast R68W icin P =
0,0187, V162A igin P = 0,5 ve T273M ig¢in ise P = 0,087 olarak bulunmustur. VPA985

farmakolojik saperonun uygulanmasi sonrast R68W i¢in P = 0,0356, V162A igin P =
0,7112 ve T273M igin ise P = 0,1652 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.6. Mann-Whitney U Testi Sonuglarina Gére P Degerleri. GraphPad Prism

9.3.0 yazilim programi kullanilarak hesaplanmistir. Verilerdeki anlamlilik diizeyi P <

0.05 olarak alinmistir

Kontrol Grubu ile YMO087

Kontrol Grubu ile VPA985

R68W 0,0187 0,0356
V162A |05 0,7112
T273M | 0,087 0,1652
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5. TARTISMA

Tez kapsaminda, COS-1 hiicrelerine uygulanacak olan YMO087 ve VPA985
farmakolojik saperonlarin doz miktarlarinin, MTT (Cizelge 4.1. ve Sekil 4.3.) ve Tripan
Mauvisi ile boyama (Cizelge 4.2. ve Sekil 4.4.) deneylerinden elde edilen sonuglara gore
10° M olmasma karar verilmistir. AVPR2 geninde goriilen mutasyonlar sonucu
fonksiyon kaybina neden olan R68W, V162A ve T273 mutasyonlarini iceren ifade
vektorleri COS-1 hiicrelerine transfekte edilmis ve daha sonra bu hiicrelere YMO087 ve
VPA985 farmakolojik saperonlar1 uygulanmistir. Mutant reseptorlerin  hiicre
yiizeyindeki ve hiicre igerisindeki toplam miktarlarina hiicre yiizey ELISA ve total
ELISA yontemleri kullanilarak bakilmistir. Ayrica bu mutant reseptorlerin hiicre

yiizeyindeki ifadeleri bir bagka deneysel yontem olan Flow sitometri ile incelenmistir.

T273M mutayonu treonin amino asitinin metiyonin amino asitine doniismesiyle ortaya
c¢ikan yanlis anlamli mutasyonlardan biridir. Treonin amino asiti hidrofilik R gruplarina
sahip polar amino asit sinifina dahildir. Metiyonin amino asiti ise hidrofobik polar
olmayan amino asit sinifina dahildir. Ozellikle proteinlerin sahip olduklar1 bu ézellikler
konformasyonel olarak iic boyutlu yapilarina katlanmalarinda 6nem arz etmektedir.
Polar amino asitin mutasyonlar sonucu polar olmayan bir yapiya doniismesinin protein
katlanmasinda ciddi bir etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. R68W mutasyonu ise
arjinin amino asitinin triptofan amino asitine doniismesiyle olusmus yanlis anlamli bir
mutasyondur. Arjinin amino asiti pozitif yiiklii polar bir amino asittir. Ancak triptofan
amino asiti tam tersi sekilde polar olmayan bir amino asittir. T273M ve R68W
mutantlarinda amino asit gruplarindaki belirgin bu grup farklilig1 proteinin ii¢ boyutlu
yapisini da etkileyecegi i¢in en fazla fonksiyon kaybinin olusmasinda etken olabilecegi
diisiiniilmektedir. V162A mutasyonunda valin amino asiti alanine doniismiistiir. Ancak
valin ve alanin amino asitlerinin her biri polar olmayan amino asit grubu igerisinde yer
almaktadir. Yanlis anlamli mutasyon sonucu amino asit gruplarinda herhangi bir
degisim gozlemlenmedigi icin VI62A mutantinin yabanil tipe yakin bir fonksiyonel
Ozellik gosterdigi gozlemlenir. Bu sebeple grubumuz tarafindan literatiire kazandirilan

mutantlar arasinda bu mutantlarin ¢alismaya dahil edilmesine karar verilmistir.
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Grubumuzun daha énce yaptigi TUBITAK SBAG 1128513 nolu proje ve Dr. Beril
Erdem Tung¢demir’in doktora tezi kapsaminda R68W, V162A ve T273M mutantlarinin
fonksiyon analiz c¢alismalari tamamlanmistir [148, 149]. Tez kapsaminda elde edilen

sonuglar ile yapilan dnceki ¢alismalar karsilagtirilmastir.

5.1. YMO087

AVPR2 geninde 68. kodonda ve 273. kodonda meydana gelen mutasyon sonucu olusan
R68W ile T273M, grubumuz tarafindan yapilan ¢aligmalarda en fazla fonksiyon kaybi
gosteren mutantlar olmustur [149]. 162. kodondaki mutasyon sonucu olusan V162A’nin
ise hiicrede en fazla ifade olan mutant protein oldugu saptanmistir [149]. Onceki
calismalardan elde edilen sonuglara gore, AVPR2’nin kendi agonisti olan AVP ile
uyarilan mutantlar iizerinde yiizey ve total ELISA testleri uygulanmistir [148, 149].
Yiizey ELISA sonuglarina goére mutant proteinlerinin hiicre yiizeyi ifadesi WT’a kiyasla
R68W %28,3’liik bir oranda ifade olmustur [149]. Mutant R68W reseptoriiniin hiicre
yiizeyindeki ifadesi YMO87 saperon uygulamasi sonrasi bir miktar artarak %35,3’e
(Cizelge 4.3.) yiikselmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli (p = 0,0187; Cizelge
4.6.) olmakla beraber saperonun mutant hiicre yilizeyindeki ifadesini arttirdigi
belirlenmistir. Mutant T273M reseptoriiniin hiicre yiizeyindeki ifadesi %27,3’likk bir
oranda ifade olmustur [149]. YMO087 saperon uygulamasi sonrasi hiicre yiizeyindeki
ifadesi artarak %58,3 (Cizelge 4.3.) olarak saptanmustir. Istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmamasina ragmen (p = 0,087; Cizelge 4.6.) yiizdelere gore saperon uygulamasi
sonrast mutant reseptoriin hiicre i¢inde tutuklu kalmasinin oniline gecerek bir miktar
hiicre yiizeyindeki ifadesini arttirdig1 goriilmiistiir. WT’a yakin bir karakteristik 6zellik
gosteren V162A %93,6’lik bir oranda ifade olmaktadir [149]. YMOS87 saperon
uygulamasi sonras1 mutantlarin hiicre yiizeyindeki ifadesi %71,5 (Cizelge 4.3.) olarak
bulunmustur. Istatistiksel olarak anlaml bir fark olmamasia ragmen (p = 0,5; Cizelge
4.6.) reseptdriin hiicre yiizeyi ifadesinde bir miktar diisiis gozlenmistir. Onceki
calismada yapilan analizler neticesinde en fazla fonksiyon kaybi gdsteren R68W ve
T273M mutant proteinlerin saperon uygulamasi sonrasi yiizey ifadesinde artis
gozlenmistir. R68W, T273M’e kiyasla ¢ok az miktarda ylizey ifadesini arttirmistir.
Buradan anladigimiz mutasyon sonucu ER kalite sistemlerinden gecemeyip hiicre

yiizeyine ulasamayan T273M mutant proteini YMO87 farmakolojik saperonu
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uygulamas1 sonrasi kalite kontrol sistemlerinden gecerek hiicre yiizey ifadesini
arttirabilmistir. WT’a yakin karakteristik 6zellik gosteren V162A’nin yiizeydeki ifadesi
dogal agonistine karsin YMO087 farmakolojik saperon uygulamasi sonrasi az bir miktar
azalmistir. Ancak hiicre ylizeyinde halihazirda halen WT’a yakin bir ifade
gostermektedir. Yiizey ELISA sonuglari ile flow sitometri sonuglarina baktigimiza

kendi iclerinde korelasyon gosterdigini gozlemlemekteyiz.

TUBITAK SBAG 1128513 no’lu proje ve Dr. Beril Erdem Tungdemir’in doktora tez
caligmalar1 kapsaminda proteinin kendi agonisti olan AVP ile uyarilan mutantlarin
hiicredeki total ifadeleri, total ELISA yontemi kullanilarak gézlenmistir. R68W mutant
reseptoriin hiicredeki ifadesi total ELISA sonucu R68W %85,6 olarak saptanmistir
[148, 149]. R68W mutant reseptorii lizerinde uygulanan YMO087 farmakolojik saperon
uygulamasi neticesinde hiicredeki total ifadesi R68W %43 (Cizelge 4.4. ve Sekil 4.7.)
olarak gozlenmistir. Onceki calismalarda fonksiyon analizi yapilmis olan R68W
mutantinin total ifadesi WT’a yakin bir karakteristik ozellik gostermistir [149]. Bu tez
kapsaminda uygulanan YMOS87 saperon uygulamasi neticesinde bu ifadenin azaldigini
gormekteyiz. Mutant reseptoriin hiicredeki total ifadesindeki bu diisiis baz1 farmakolojik
saperonlarin hiicre icerisinde toksik etkiye sebep olabilmesinden
kaynaklanabilmektedir. WT’a yakin bir fonksiyonel o6zellik gosteren V162A’nmn
hiicredeki total ifadesi %88,4 olarak gozlenmistir [149]. V162A mutant reseptoriine
uygulanan YMO087 farmakolojik saperon uygulamasi neticesinde hiicredeki total ifadesi
%78,7 (Cizelge 4.4. ve Sekil 4.7.) olarak bulunmustur. Saperon uygulamasi sonrast ¢ok
az da olsa diislis gostermesine ragmen halihazirda halen WT’a yakin bir karakteristik
ozellik gostermeye devam etmektedir. En fazla fonksiyon kaybi goriilen T273M mutant
reseptoriin hiicredeki total ifadesi yapilan fonksiyon analiz calismalar1 neticesinde
%91,6 olarak bulunmustur [149]. YMO87 saperon uygulamasi sonrasi hiicredeki total
ifadesi %54,3 (Cizelge 4.4. ve Sekil 4.7.) olarak bulunmustur. T273M mutant
reseptoriin hiicredeki total ifadesinde bir azalma goriilmektedir. Ozellikle bu mutasyona
sahip olan mutant reseptorlerin ER’un kalite kontrol sistemlerinden gecemeyerek hiicre
yiizeyine ulasmadigi ve ER igerisinde biriktigi diistiniilmektedir [151]. Normal
kosullarda WT’a yakin bir fonksiyon gdstermesini bekledigimizi R68W ve T273M

mutant reseptorleri yaklagik olarak yar1 yartya bir diisiis yasamistir. Biitiin sonuglart bir
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biitiin halinde karsilagtirdigimizda YMO087 farmakolojik saperonun ii¢ mutant reseptor

tizerinde kurtarici etkisi oldugunu sdyleyebiliriz.

Noriko Makita ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada COS-7 hiicrelerine transfekte
edilen T273M mutantlar1 agonist farmakolojik saperon olan OPCS5 ile calisilmistir
[151]. Ayrica hiicreler kendi dogal agonisti olan AVP ile de isleme tabi tutularak yiizey
ELISA yontemi kullanilarak yiizeydeki ifade diizeyleri ol¢iilmiistiir. Bu ¢alismada dogal
agonistine karst OPCS5 farmakolojik saperonu uygulamasi sonrast T273M mutantinin
kismen ifade edildigi bulunmustur. V2R-WT hiicrelerinde AVP ve OPCS
uygulanmasinin hiicre yiizeyindeki V2’nin ifade diizeyinde azalmaya neden oldugu
goriilmustiir. Agonist olarak calisan iki molekiiliin reseptor lizerinde desensitizasyona
yol a¢gmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu calismada OPCS5 agonist farmakolojik
saperonun T273M gibi giiclii bir mutant {izerinde reseptoriin duyarsizlagsmasina neden
oldugu gozlemlenmistir [151]. Bu c¢alismadan yola ¢ikarak &zellikle antagonist
farmakolojik saperonlarin agonistlere oranla reseptor stabilizasyonunu saglamasinda
kismen daha i1yi oldugunu soyleyebiliriz. Agonist saperonlarin reseptor iizerindeki giiglii
etkilesimlerle desensitizasyona neden olarak reseptoriin duyarsizlasmasina yol
acabilecegi ongoriilmektedir. Agonistlerin yapilan calismada daha zayif AVPR2 mutant
proteinleri iizerinde etkili olabildigi gézlenmistir. Bu tez kapsaminda giiglii bir mutant
ozellik gosteren T273M proteini iizerindeki etkisine bakilacak olursa agonistlerden daha

etkili olabildigi goriilmiistir.

Virginie Bernier ve arkadaslarinin X’e bagli NDI mutantlar1 iizerinde yaptiklart
caligmada in vitro olarak peptit olmayan V1a reseptdr antagonisti SR49059 ve V1a/V2
reseptor antagonisti YMO87’nin mutant V2 reseptorlerinin hiicre ylizeyi ifadesini ve
fonksiyonunu kurtarip kurtarmadiklarini incelemislerdir [127]. Yaptiklar1 ¢alismalarda
amino asit dizisindeki degisimlerden kaynakli missense mutasyonlar (L59P, L83Q,
Y128S, R137H, W164S, A165D, S167L, A294P, P322H), delesyon (185_193del) ve
nonsense (W284X) mutasyona sahip mutant V2 reseptorii iizerinde SR49059 ve YMO087
farmakolojik saperonlarin etkilerini degerlendirmislerdir. YMO87 ile tedavide test
edilen 10 yanlis anlamli mutant V2 reseptoriiniin hiicre yiizeyi ifadelerinin ve cAMP
olusumunun arttirdig1 gézlenmistir. Anlamsiz mutantlar tizerinde ise YMO087 herhangi

bir etki yaratmamistir [127].
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5.2. VPA985

AVPR?2 geninde 68. kodonda ve 273. kodonda meydana gelen mutasyon sonucu olusan
R68W ile T273M’nin en fazla fonksiyon kaybi gosteren, 162. kodondaki mutasyon
sonucu olusan V162A’nin ise hiicrede en fazla ifade olan mutant proteinler oldugu
TUBITAK SBAG 1125513 no’lu proje ve Dr. Beril Erdem Tungdemir’in doktora tez
calismalar1 kapsaminda raporlanmistir [148, 149]. Fonksiyon analizi yapilan R68W
mutant reseptdriinlin hiicre yiizeyindeki ifade seviyesi WT’a kiyasla %28,3’liik bir
oranda bulunmustur [148, 149]. Bu tez kapsaminda VPA985 farmakolojik saperon
uygulamasi sonrast R68W mutant reseptoriin hiicre yilizeyindeki ifadesi %36,6 (Cizelge
4.3. ve Sekil 4.5.) olarak gozlenmistir. R68W mutant reseptore uygulanan VPA985
farmakolojik saperon uygulamasi, mutant reseptdriin hiicre yiizeyindeki ifadesini az da
olsa arttirmistir. Istatistiksel olarak yapilan analiz neticesinde p degeri 0,0356 olarak
bulunmus (Cizelge 4.6.) ve anlamli bir fark goriilmiistiir. En fazla fonksiyon kaybi
goriilen T273M mutant reseptdriin fonksiyon analiz ¢aligmalari neticesinde ise hiicre
yiizey ifadesi %27,3’liik bir oranda gézlenmistir [148, 149]. T273M mutant reseptor
tizerinde VPA985 farmakolojik saperon uygulamasi sonrasi hiicre yiizeyinde %55°lik
(Cizelge 4.3. ve Sekil 4.5.) bir oranda ifade gostermistir. Istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmamasina ragmen (p = 0.1652, Cizelge 4.6.) hiicre ylizeyi ifadesini arttirdigini
gozlemekteyiz. WT’a en yakin karakteristik 6zellik gosteren V162A mutant reseptoriin
hiicre ylizeyindeki ifadesi Onceki yapilan ¢aligmalarda %93,6’lik bir oranda
bulunmustur [148, 149]. Bu tez kapsaminda V162A mutant reseptor iizerinde uygulanan
VPAO98S5 farmakolojik saperonu sonrasi hiicre yiizeyi ifadesinde %86,6’1ik (Cizelge 4.3.
ve Sekil 4.5.) bir oran gozlenmektedir. Istatistiksel olarak anlaml bir fark olmamasina
ragmen (p = 0.7112, Cizelge 4.6.) ¢ok az bir miktar hiice yiizeyi ifadesinde diisiis
gozlenmektedir. Sadece V162A mutant proteini YMO087°de oldugu gibi hiicre yiizeyi
ifadesinde azalma gostermistir. Ancak flow sitometri sonuglarina baktigimizda V162A
yine WT’a yakin bir fonksiyonel ozellik gostermektedir. Calismamiz kapsaminda
V162A mutant proteinin fonksiyonel 6zelliklerinin WT’a yakin olmasini bekliyorduk.
Mutant proteinler {izerinde uygulanan VPA985 farmakolojik saperonu, YMO087’ye gore
R68W ve V162A iizerinde benzer etkilere sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Ancak
VPAO98S ylizey ELISA sonuclarinda gordiigiimiiz iizere T273M mutant proteinin hiicre
yiizeyine tasimada YMO087’ye gore daha fazla etki etmistir. Flow sitometri sonuclari ile

bu etki desteklenmektedir.
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TUBITAK SBAG 1128513 no’lu proje ve Dr. Beril Erdem Tunc¢demir’in tez
caligmalar1 kapsaminda proteinin kendi agonisti olan AVP ile uyarilan mutant R68W
reseptoriiniin hiicredeki total ifadesi %85,6 olarak gozlenmistir [148, 149]. VPA985
farmakolojik saperonu uygulanan mutant R68W reseptoriiniin hiicredeki total ifadesi
%62,8 (Cizelge 4.4. ve Sekil 4.7.) olarak bulunmustur. Bu mutant reseptor iizerinde
uygulanan VPA98S5 farmakolojik saperon sonrasi hiicredeki total ifadesinde az da olsa
diisiis gozlemekteyiz. Bu etkinin uygulanan farmakolojik saperonun hiicrede az da olsa
toksik etki yapmis olabilecegini diisiinmekteyiz. WT’a yakin bir karakteristik 6zellik
gosteren V162A mutant reseptoriin hiicredeki total ifadesi %88,4 olarak bulunmustur
[148, 149]. VPA985 farmakolojik saperonu uygulamasi sonrasi bu mutant reseptor
hiicredeki total ifadesini arttirarak %102 (Cizelge 4.4. ve Sekil 4.7.) gibi bir oran
gozlenmistir. Yine aynm sekilde T273M mutant reseptoriiniin 6nceki yapilan fonksiyon
analiz ¢aligmalarinda hiicredeki total ifadesi %91,6 olarak gozlenmistir [148, 149].
V162A mutant reseptoriinde oldugu gibi VPA985 farmakolojik saperon uygulamasi
sonrast mutant T273M reseptoriiniin hiicredeki total ifadesinde ¢ok az da olsa artis
gozlenmis ve %94,5’e (Cizelge 4.4. ve Sekil 4.7.) ylikselmistir. VPA985 saperonu
uygulamasi sonrasi mutant reseptorlerin hiicredeki total ifade verilerine ve flow

sitometri sonuglarina gére mutant reseptdr islevlerini kurtardigini sdyleyebiliriz.

Jean-Pierre Morello ve arkadaglari birinci sitoplazmik dongiide 3 amino asit delesyonu
tastyan del 62-64 V2R niin fonksiyonel 6zelliklerini incelemislerdir [108]. WT’a aksine
del 62-64 mutant reseptoriin hiicre igerisinde ifade edildigi ancak reseptoriin hiicre
yiizeyinde ifadesinin olmadigi gozlenmistir [108]. Yapilan ¢alismadan del 62-64 mutant
reseptoriin  ER igerisinde tutuldugu ve reseptdr yiizeyinde AVP baglanmasinin
olmamast neticesinde hiicre icerisinde cAMP iretiminin  gerceklesmedigi
dogrulanmistir. Bu mutant reseptdr iizerinde SR121463A antagonisti ile fonksiyon
caligmalar1 yapilmistir ve analizler sonucunda mutant reseptdriin hiicre yiizeyi
ifadesinin destekledigi goriilmiistiir [108]. SR121463A antagonisti farkli 15 mutant
reseptOrii lizerinde yapilan fonksiyonel ¢alismada L59P, L83Q, Y128S, S167L, A294P,
P322H ve R337X mutantlarmin hiicre ifadelerinin arttif1 gézlenmistir. Arastirmacilar
ayni mutantlar iizerinde peptit olmayan bagska bir antagonist VPA985’in de etkilerini

gozlemisglerdir. VPA985 antagonist saperonun mutant hiicrelere uygulanmasi
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neticesinde ayni mutant reseptorlerin hiicre yiizeyindeki ifadelerinin artirdigini

gozlemislerdir [108].

YMO87 ve VPA98S5 farmakolojik saperonlarin etkilerini daha iyi anlamak i¢in bu tez
calismasmin finanse edildigi, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Biriminin Kapsamli projesi (Kapsamli FBA-2020-18843) dahilinde
cAMP deneyleri de yapilacaktir. cAMP deneyleri neticesinde s6z konusu saperonlarin
hiicre ici ikincil habercileri ne sekilde etkiledigi arastirilacaktir. Nihai sonuglar cAMP

deneyleri sonucunda elde edilerek yayina cevirilecektir.
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