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OZET

Hipotalamustan salinan ve bir ndropeptit olan bilylime hormonu salgilatici hormon
(GHRH) ile reseptoriiniin kolon, pankreas, prostat, yumurtalik, meme gibi pek ¢ok
kanser hiicrelerinde anlatimina bagh aktif sinyal iletimi oldugu bilinmektedir. GHRH
sinyalinin peptit antagonistleri kullanilarak bloke edilmesinin karsinojenik etkisinin
cesitli kanser hiicrelerinde in vitro ve in vivo ortamda gosterilmektedir. Bu durum
GHRH sinyalinin bloke edilmesinin terapdtik bir stratejisini ortaya koymaktadir.
Aptamerler, hedef molekiile yiiksek baglanma afinitesi olan kiigiik niikleik asit
molekiilleri olarak teshis, tedavi gibi amaglar ¢ergevesinde kullanilmaktadir. Yeni
jenerasyon modifiye aptamerlerin terapotik etkinliginin yiiksek olmasi sebebiyle

magnetik bead teknolojine dayali X-Aptamer tiretilmektedir.

Bu tez ile amacimiz GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerin iiretilmesi, karakterize edilmesi
ve anti-karsinojenik etkisinin GHRH anlatimi olan kanser hiicreleri tizerinde GHRH
sinyaline ket vurmasi g6z oniinde bulundurularak incelenmesidir. Biyolojik aktivitesi
ilk 29 amino asitte bulunan GHRH (1-29) peptidinin biotinlenmesini takiben,
magnetik beadlere tutturularak modifiye aptamer kiitiiphanesi ile muamele edilerek
cogaltilan, dizi analizi ile sekansi belirlenen olasi1 5 tane X-Aptamerden GHRH 1-29
peptidine baglanma afinitesi TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii potansiyel
X-Aptamerler i¢in 2 kat oldugu dot blot yontemi ile tespit edilmistir. Doza bagli olarak
TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerin GHRH (1-29) peptidine baglanma
afiniteleri (Kd) sigma plot programi aracili non-linear regreasyon yontemi ile
belirlenmistir. TKY.T2.08 i¢in 48,19 nM ve TKY.T2.09 igin 24,20 nM oldugu tespit
edilmistir. Her iki X-Aptamerin GHRH ligand ile hiicre yiizeyine baglandigi
immunofloresan (IF) yontemi ile belirlenmistir ve GHRH sinyali asagi yolagi
elemanlart olan GH ve GHRH-R anlatimina ket vurdugu IF boyalamalar ile MIA
PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde gosterilmistir. 72 saat boyunca 500 nM
TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin MIA PaCa-2 pankreas kanseri, HT29
kolon kanseri, PC3 prostat kanseri hiicrelerinde bagli Ca*? miktarin1 arttirsa da CAMP
miktar1 tlizerinde istatistiksel acidan belirgin bir baskilayict etki gostermemektedir.
Ayrica TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin en fazla HT29 kolon kanseri ve
MIA PaCa-2 pankreatik kanser hiicrelerinin hiicre canliligina istatistiksel agidan

belirgin ket vurma ve mitokondriyel membran potansiyelini diigiirme etkileri tespit
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edilmistir. Secili GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerlerinin hiicre dongiisii
tizerine etkisi irdelendiginde TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 o6zgii X-
Aptamerlerin hiicre dongiisiine ket vurmadan en fazla HT29 kolon kanseri ve MIA
PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde en az PC3 prostat kanseri hiicrelerinde SubG1
hiicre popiilasyonu birikimine neden oldugu PI hiicre akis sitometresi analiz ile
gosterilmistir. GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerin apoptotik 6lim {izerine etkisi
irdelendiginde floresan boyama ve PI sonuglari ile paralellik gostererek hem
TKY.T2.08 hem de TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin en yiiksek apoptotik etkisi yine
GHRH anlatimi yiiksek olan MIA PaCa-2 pankreatik kanseri ve HT29 kolon kanseri

hiicrelerinde oldugu Annexin V/PI hiicre akis sitometresi ile gosterilmistir.

Sonug olarak bu tez ile ilk defa GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer sentez edilmis, liganda
baglanma afiniteleri gosterilmis, GHRH sinyal yolaginda ket vurma potansiyeli GH
ve GHRH-R anlatimlarina ket vurma etkisi tizerinden belirlenmesinin yaninda, GHRH
anlatimi ve salgi profiline gore hiicre canliligina ket vurma, apoptotik 6limi
tetiklemesi en fazla MIA PaCa-2 pankreas kanseri ve HT29 kolon kanseri hiicrelerinde

en az PC3 prostat kanseri hiicrelerinde oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: GHRH 1-29, Prostat Kanseri, Pankreas Kanseri, Kolon Kanseri,

X-Aptamer
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SUMMARY

It is known that active signal transduction in many cancer cells such as colon, pancreas,
prostate, ovary, breast, is caused by the expression of hypothalamic neuropeptide
growth hormone releasing hormone (GHRH), and its receptor. Demonstration of the
carcinogenic effect of blocking the GHRH signal with peptide antagonists in various
cancer cells in vitro and in vivo provides a therapeutic strategy for blocking the GHRH
signal. Aptamers are used as a small nucleic acid molecule with high binding affinity
to the target molecule for purposes such as diagnosis and treatment. Due to high
therapeutic efficiency of the new generation X-Aptamer which is produced by
magnetic bead technology.

With this thesis, our aim is to produce and characterize X-Aptamers specific to GHRH
(1-29) and to examine the anti-carcinogenic effect by inhibiting the GHRH signal on
cancer cells with GHRH expression. Following biotinylation of GHRH (1-29) peptide,
which has the biological activity in the first 29 amino acids, new X-Aptamers are
produced by attaching to magnetic beads and applying modified aptamer library. Five
putative GHRH 1-29 specific X-Aptamers are determined by sequence analysis. The
binding affinity of two of five putative GHRH (1-29) specific X-Aptamers
(TKY.T2.08 and TKY.T2.09) have two-fold higher binding affinity (Kd) as compared
to non-aptamers by dot-blot analysis. The Kd levels of TKY.T2.08 and TKY.T2.09 X-
Aptamers were determined by the non-linear regression method in sigma plot. Kd
values for TKY.T2.08 and TKY.T2.09 were 48.19 nM and 24.20 nM, respectively. By
immunofluorescence staining, both X-Aptamers binds to GHRH-R via GHRH ligand
in MIA PaCa-2 pancreatic cancer cells and inhibits GHRH signaling downstream
elements expression such as GH and GHRH-R. 500 nM TKY.T2.08 and TKY.T2.09
aptamers were applied to MIA PaCa-2 pancreatic cancer, HT29 colon cancer, PC3
prostate cancer cells for 72 hours. Although each X-Aptamers increased the
intracellular Ca*? levels, they do not show a statistically significant suppressive effect
on the amount of CAMP concentrations. In addition, the effects of TKY.T2.08 and
TKY.T2.09 X-Aptamers on HT29 colon cancer and MIA PaCa-2 pancreatic cancer
cells were statistically significant in inhibiting cell viability and decreasing
mitochondrial membrane potential. The effect of selected GHRH 1-29 specific X-

Aptamers on cell cycle and SubG1 population were examined by PI staining FACS
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flow analysis. Although there was no effect of X-Aptamers on cell cycle phases, higher
SubG1 cell accumulation was determined highest in HT29 colon and MIA PaCa-2
pancreatic cancers cells but low in PC3 prostate cancer cells. The effect of GHRH 1-
29 specific X-Aptamers on apoptotic death is performed by Annexin V/PI cell flow
cytometry, it was shown that the apoptotic effect of both TKY.T2.08 and TKY.T2.09
X-Aptamers is highest in MIA PaCa-2 pancreatic cancer and HT29 colon cancer cells,
which has also high GHRH expression.

As a summary, with this thesis, for the first time GHRH 1-29 specific X-Aptamer was
synthesized, ligand binding affinities were shown, the potential inhibitive effect on
GHRH signaling via suppressive effect on GH and GHRH-R expressions, as well as
inhibit cell viability loss according to GHRH expression and secretion profile was
determined. In addition, two GHRH (1-29) specific X-Aptamers induced cell viability
and mitochondrial membrane potential loss and triggered apoptotic cell death higher
in MIA PaCa-2 pancreatic cancer and HT29 colon cancer cells, low in PC3 prostate

cancer cells.

Key words: GHRH 1-29, Prostate Cancer, Pancreatic Cancer, Colon Cancer, X-

Aptamers,
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BOLUM 1 GIRIS VE AMAC

1.1 GIRIS

Kanser diinya ¢apinda 6nde gelen oliim nedenlerinin arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Erkeklerde en fazla akciger, prostat ve kolon kanseri goriilmektedir.
Kadinlarda ise en fazla meme, akciger ve kolon kanseri tespit edilmektedir. Kanser,
hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz olarak ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikmaktadir [1]. Kanser
hiicrelerinin 10 6nemli 6zelligi bulunmaktadir. Bu 10 o6zellikten metastaz ve
anjiyogenez kanser hiicrelerinin viicudun farkli bolgelerine yayilabilmesine olanak
saglamaktadir. Kanser hiicrelerinin olusturdugu timorler iyi huylu ve kétii huylu
olarak ikiye ayrilmaktadir. Iyi huylu timérler bulunduklari ortamlarda kalirlar ve
metastaz Ozelligi gdstermezler, kotii huylu tiimoérler ise bulunduklar1 ortamlardan
ayrilarak metastaz yapabilen tiimorlerden olusmaktadir [2]. Kanser i¢in risk faktorleri
yasam sekillerine, yasa, cinsiyete ve aile dykiilerine bagli olarak degismektedir. Sigara
ve alkol kullanimi, obezite, diyet, fiziksel hareketsizlik ve hormonal faktorler gibi

yasam tarzi faktorleri kanserin temel nedenlerini olusturmaktadir [3].

Biiyltime faktorleri hiicresel biiyiime, ¢ogalma ve hiicresel farklilagmada uyarici
yetenege sahip proteinlerdir. Hiicrelerinde yiizeyinde bulunan reseptorlerle etkilesime
girerek hiicrelerinin biiyiimesini kontrol etmektedirler. Reseptorlerde meydana gelen
herhangi bir mutasyonda durumda reseptor siirekli aktif halde kalmaktadir ve hiicre
siirekli olarak biiylimeye, c¢ogalmaya baglamaktadir. Boylece kanser hiicreleri

olusmaktadir [4].

Biiyiime hormonu salgilatict hormon (GHRH), hipofiz bezinden biiylime hormonunun
(GH) salimin1 diizenleyen hipotalamik bir peptit nérohormonudur. Bir otokrin /
parakrin biiyiime faktorii olarak islev goren GHRH, GHRH reseptorlerinin (GHRH-
R'ler) aracilik ettigi ¢esitli ekstrapitiiiter hiicreler veya dokular iizerinde dogrudan
etkilemektedir [5]. GHRH, hipotalamik noéronlar tarafindan iretilen ve 6n hipofiz
bezinde GH sentezini ve salinmasini uyaran néro-salgilayici bir peptittir. GH saliminin
kontrol edilmesine ek olarak, GHRH dolayl1 olarak GHRH / GH / IGF-1 sinyal yoluyla

timor hiicreleri ve diger bir¢ok dokuda bulunan hiicrelerin proliferasyonunu



diizenlemektedir [6]. GHRH, peptit hormonlarinin ait oldugu sekretin ailesinin
tiyesileri arasinda yer almaktadir. GHRH 40-44 amino asitten olusmaktadir ve tam
biyolojik aktiviteye sahip olan GHRH sekansi, 29 N-terminal amino asitten [GHRH
(1-29) NH2] olusmaktadir. Bu GHRH dizisi, GHRH’nin agonistik ve antagonistik
analoglarinin gelistirilmesi i¢in ¢ekirdek peptidi olusturmaktadir [7].

GHRH ve reseptorii gesitli hipotalamik normal ve timor dokularinda, bagisiklik
hiicrelerinde ve kanser hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Normal veya neoplastik
dokularda, asirt miktarda GHRH firetilmesi hiicre proliferasyonunu uyarmaktadir ve

apoptotik hiicre 6limiinii 6nleyerek mitojenik bir rol oynamaktadir [8].

GHRH antagonistleri, gii¢lii antikanser ve antienflamatuar aktivitelere sahip peptit
analoglar1 olarak gorev almaktadir. GHRH antagonistleri, tiimor hiicrelerini hedef
aldiklarinda in vivo ve in vitro ¢alismalarda biiylime potansiyellerini neredeyse ortadan
kaldirdiklarindan dolay ¢esitli malignitelere kars1 en gelismis terapotik yaklasimlart
temsil etmektedirler. GHRH antagonistleri, GHRH-R’ye baglanma ve bdylece
GHRH-R aktivasyonunu bloke etme konusunda GHRH ile yarig¢1 olabilmektedirler

9]

Tek hedefli oligoniikleotitlerin ¢esitli hedef bilesikler i¢in afinite molekiilleri olarak
kullanilmas: fikri ilk olarak 1990'da ortaya ¢ikmaktadir. Fikir, hedef molekiiller ile
spesifik etkilesimlere izin veren benzersiz lgiinciil yapilar olusturan tek iplikli
oligoniikleotidlerin ~ karakteristigine  dayanmaktadir  [10]. Aptamerler, iistel
zenginlestirme ile ligandlarin sistematik evrimi (SELEX) olarak bilinen bir in vitro
molekiiler evrim yontemi ile iiretilmektedir. SELEX deneyleri, kiigiik bilesikler,
proteinler, nanopartikiiller veya canli hiicreler gibi ¢esitli hedef molekiillere veya
elementlere karsi gergeklestirilebilmektedir [11]. Dolayisiyla aptamerler, afinite
saflagtirmas1 i¢in reaktifler ve antikorlarin yerini almak i¢in biyosensorler olarak
kullanilabilmektedirler. Ayrica, Aralik 2004 yilinda yasa bagli makula
dejenerasyonunun tedavisi i¢in bir anti-vaskiiler endotelyal biiylime faktorii aptameri

(macugen) FDA tarafindan onay alarak kullanilmaktadir [12].



1.2 AMAC

Bu tez ile amacimiz, literatiirde pek ¢ok ¢alisma ile GHRH sinyalinin karsinojenik
etkisinin yaninda GHRH-R sinyalini bloke edici GHRH peptit antagonistlerinin anti-
karsinojenik etkisinin oldugunun belirlenmesine istinaden GHRH sinyalinin bloke
edilmesinin peptit antagonistlerine alternatif olarak hedef molekiile yiiksek baglanma
afinitesi gosteren aptamerlerin GHRH 1-29 6zgii sentez edilmesi ve baglanma
afinitesinin gosterilmesi ve GHRH anlatimi yiiksek kanser hiicreleri iizerinde

karsinojenik etkisinin irdelenmesi amaglanmaktadir.



BOLUM 2 GENEL BILGILER

2.1 KANSER

Kanser, hiicrelerin normal o6zelliklerini degistiren molekiiler degisikliklerin
birikmesinin sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu degisiklikler kontrol sisteminin
diizgiin calisamamasina yol agmaktadir. Diizgiin ¢alisabilen sistemlerde asir1 biiylime
ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi 6nlenmektedir [13]. Normal hiicreler siirekli olarak
hiicrenin boliinmesi, bagka bir hiicre tipine farklilagsmas1 veya Olmesi gerektigini
belirten sinyallere maruz kalmaktadir. Kanser hiicrelerinde onkogenleri aktive eden,
genetik dengesizlikleri tetikleyen veya timor baskilayici genlerin susmasina sebep
olan mutasyonlar siklikla meydana gelmektedir. Normal kosullar altinda hiicreler
DNA zincirlerindeki hasari tespit edebilmekte ve gesitli hasar tamir mekanizmalariyla
onarabilmektedir. DNA’da meydana gelen hasar orani yiiksek oldugunda yada tamir
edilemedigi durumlarda ise hiicre programlanmis hiicre Olim (apoptoz)
mekanizmasini aktif hale getirmektedir [14]. Kanser hiicrelerinde ortaya c¢ikan
mutasyonlar hiicre dongiisliniin durdurulmasinda gorevli kontrol mekanizmalarini
etkisiz hale getirebilmektedir veya hiicre dongiisiinii diizenleyicisini agir1 aktif hale
getiren yeni bir mutasyon gergeklestirmektedir. Kontrolsiiz biiylime, apoptozdan
kagma gibi 6zellikler kazanan hiicre bu sekilde kanser hiicresine doniismektedir [15].

Kanser hiicrelerinin olusum mekanizmasi Sekil 2.1°de gosterilmektedir [16].
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Sekil 2.1 Kanserin olusum mekanizmasi [16]
2000 yilinda yayinlanan Hannah ve Weinberg’e ait calismaya gore bir hiicrenin kanser
hiicresi olabilmesi i¢in 10 6zellige sahip olmasi gerekmektedir [17]. Bu 6zelliklerin
icinde kanser hiicrelerinin ¢esitli dokulara yayilma ve kendilerine yeni damar
sistemleri olusturmak gibi Ozellikleri de bulunmaktadir. Bir kanser hiicresinin
bulundugu ortamdan lenf sistemini veya damar sistemini kullanarak baska bir ortama
yayilmast metastaz olarak adlandirilmaktadir. Kanser hiicreleri normal hiicrelerden
cok daha hizli ¢ogaldigi i¢in fazla miktarda enerjiye ve atik maddelerin daha hizli
uzaklastirilmasina ihtiya¢g duymaktadir. Ayn1 zamanda kanser hiicresinin farkli doku
ve organlara yayilmasi i¢in damar olusumunu stimiile etmesi gerekmektedir. Kanser
hiicresinin, var olan damarlardan yeni damar uzantilari olusturmasi anjiyogenez olarak

adlandirilmaktadir [18]. Kanser hiicrelerinin 10 6zelligi Sekil 2.2°de 6zetlenmektedir.
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Sekil 2.2 Kanser hiicrelerinin 10 temel 6zelligi [17]
Kanser hiicreleri metastaz ve anjiyogenez oOzellikleri sayesinde bulunduklari
ortamlarda veya baska ortamlara yayilarak tiimorler olusturmaktadir. Tiiméorler benign
(iyi huylu) ve malign (kétii huylu) olarak siniflandirilmaktadir [13]. Benign tiimorler
kanser olmayan lokalize lezyonlardan olusmaktadir. Metastaz veya anjiyogenez
ozellikleri bulunmadig1 icin yayilma &zelligi gostermezler. Yine de klinik sorunlara
neden olabildikleri i¢in cerrahi operasyonlar ile alinmaktadirlar ve tekrar olugsma
ozellikleri bulunmamaktadir. Malign tiimorler ise kanserli lezyonlardan olusmaktadir.
Hizli biytdiikleri ve ¢evresindeki dokular istila edebildikleri i¢in kanser agisindan
onem arz etmektedirler. Malign tiimoérler insan viicudunda diger dokulara metastaz
yolu ile ulagabilmekte ve uzak organlarda kolonize olabilmektedir. Dort adet tiimor

tipi bulunmaktadir:

A Karsinomlar: Degistirilmis epitel hiicrelerinden kaynaklanmaktadir.
B. Sarkomlar: Kas, kemik, yag veya bag dokusundaki degisikliklerden
kaynaklanmaktadir.



C. Lenfoma: Kemik iliginden tiireyen lenfatik sistem hiicrelerinden olusmaktadir.
D. Miyelomlar: Antikor olusturan Ozellesmis beyaz kan hiicrelerinden
olusmaktadir [19].

Kanser hiicrelerinin olustuklari ortamlara gore isimler almaktadir ve gesitli kanser

tipleri bulunmaktadir. Bazi kanser tipleri Sekil 2.3 gosterilmektedir.
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Sekil 2.3 Kanser tiplerinin sematik olarak gosterimi
Kanser i¢in risk faktorleri yasam sekillerine, yasa, cinsiyete ve aile dykiilerine bagl
olarak degismektedir. Sigara ve alkol kullanimi, obezite, diyet, fiziksel hareketsizlik
ve hormonal faktorler gibi yasam tarzi faktorleri kanserin temel nedenlerini
olusturmaktadir. Kansere bagli 6limlerin %25-30 tiitin kullanimma ve %30-35’in
diyetle iligkili anormalliklere bagli oldugunu, %15-20°sinin insan papilloma viriisii
(HPV), Epstein-Barrviriis (EBV) vb. enfeksiyonlar ile alakali oldugunu ve kalan
yiizdelerinde, radyasyon, stres, fiziksel aktivite eksikligi, ¢evresel kirleticilere maruz

kalma vb. faktorleri icerdigini gostermektedir [20].

2.1.1 Kanser Epidemiyolojisi

Kanser, diinya ¢apinda en 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir. Kiiresel
olarak kanser, 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir [21]. Diinya saglik
orgiitii 2018 verilerine gore erkeklerde en fazla %14,5 oramiyla akciger, %13,5

orantyla prostat ve %10,9 oraniyla kolorektum kanserleri goriilmektedir. Kadinlarda



ise ilk siralarda %24,2 oraniyla meme, %9,5 oraniyla kolorektum ve %8,4 oraniyla

akciger kanseri ilk siralarda yer almaktadir [22].

Vaka Sayisi Erkek

Akciger 1368524 14.5% .
Prostat 1276105 13.5%
Kolorektum 1028215 10.9%
Mide 583754 7.2%
Karaciégr 595 574 6.3%
Mesane 424082 £.5%
Yemek Borusu 399699 42%
Lenfoma 284713 3%
Bobrek 254507 2.7%
Losemi 249 454 26%

iger Kanserler 597 790
Diger Kanserle 2892790 20.6%

Toplam Vaka 9 456 418 100%

7.
Vaka Sayis1 Kadn

Meme 2088849 242% ’
Kolorektum 823303 9.5%
Akciger 725352 8.4% [
Serviks Utert S69 847 6.6% (]
Tiroid L3544 51%
Corpus Uteri 382083 4.4%
Mide 349947 £1%
Yumurtalik 295 414 3.4%
Karaciger 244508 2.8%
Lenfoma 224877 26%
Diger Kanserler 2 287 031 28.8%

Toplam Vaka 8622 539 100%

Sekil 2.4 Diinya saghk orgiitii 2018 verilerine gore erkeklerde ve kadinlar ilk 10
sirada yer alan kanser tiirleri ve goriilme sikhig: [22]

2018 diinya saglik Orgiitii verilerine gore diinya ¢apinda 18,1 milyon kanser hastasi
bulunmaktadir ve ayni verilere gére 9,6 milyon insan kanser hastaligina bagli olarak
vefat etmektedir. Diinyada su anda %11,6 oraniyla en yaygin olarak goriilen kanser
tipi akciger kanseridir ve dliimlerinde %18,4’unu olusturmaktadir. ikinci sirada ise
meme kanseri yer almaktadir. Diinyada %11,6 oraninda goriilmektedir ve dliimlerin
sadece %6,6’sm1 olusturmaktadir. Ugiincii sirada ise %10,2 oraniyla kolorektum

kanseri yer almaktadir ve 6liimlerin %9,2’sin1 olusturmaktadir [22].
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Sekil 2.5 Diinya saghk orgiitii 2018 verilerine gore kanser tiirlerinde goriilen
hasta ve 6liim oranlar [22]

2.1.2 Kanser ve Bilyiime Faktorleri

Hiicrelerin yiizeyinde bulunan reseptorler genetik olarak degismektedir ve onkojenik
reseptorlere doniismektedirler. Onkojenik reseptorler sinirsiz hiicre boliinmesini
saglayan sinyaller gondermektedir. Bu sinyaller timér olusumuna ve kanserin
ilerlemesine yol agmaktadir. Bilylime faktorii sinyalizasyonunu kodlayan genlerde
metabolik aktiviteler sirasinda ya da ¢evresel mutajenler etkisiyle amplifikasyon veya
mutasyonlar olugsmaktadir. Bu durum cesitli kanser tiirlerinde en sik goriilen genetik
degisiklikler arasinda yer almaktadir. Amplifiye veya mutasyona ugramis biiyiime
faktorii reseptorleri iligkili mutasyona ugramis sinyal proteinleri, esas olarak plazma
membrani i¢inde bulunmaktadir ve tiimor hiicrelerinin biiylime kontrol noktalarindan

bagimsiz olarak ¢ogalmalarini saglamaktadir [23].

2.1.2.1 Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

EGF-R geni, kromozom 7’nin (7p11.2) kisa kolunda bulunmaktadir ve Tirosin kinaz
(TK) aktivitesi ile 170 kDa tip | transmembran biiyiime faktorii reseptoriinii
kodlamaktadir. EGF-R, HER1, HER2, HER3 ve HER4’ii igeren HER / erbB reseptor
ailesi i¢inde yer almaktadir. Bu reseptorler benzer molekiiler yapilar sergilemektedir
[24]. Farkl: tiplerde insan kanserlerinde siklikla mutasyona ugramaktadirlar ve asiri

eksprese edilmektedirler. Su anda klinik uygulamada benimsenen c¢oklu kanser



tedavilerinin hedefi haline gelmektedirler [25]. Hiicre i¢i sinyalizasyon esas olarak
RAS-RAF-MEK-MAPK yolu, PIBK-PTEN-AKT yolu ve transkripsiyon (STAT)
yolunun sinyal iletimi ve aktivatorii araciligiyla saglanmaktadir. EGF-R’nin fazla
miktarda {retilmesi asagi yonlii EGF-R sinyalinde, proliferasyon, anjiyogenez,

metastaz ve apoptozun engellenmesiyle iliskilendirilmektedir [24].
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Sekil 2.6 Kanserojenez ile ilgili kritik hiicresel fonksiyonlar: diizenleyen
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGF-R) kaynakl sinyallerinin sematik
olarak gosterimi [24]

EGF-R ailesinin reseptorleri, ligandlari ayrica tiimor hiicreleri ve timor mikro ortami
arasindaki karmasik etkilesimlere aracilik etmektedir. EGF-R’de TK’nin yanlis
aktivasyonu, tiimor hiicresinin apoptozunu inhibe etmektedir ve tiimoriin ilerlemesine
katkida bulunmaktadir. EGF-R ayrica integrin yolagiyla da etkilesime girebilmektedir.
Hiicre motilitesini ve istilasin1 diizenleyerek metastaz1 tesvik edebilmektedir. Bu
bulgular EGF-R’yi terapotik miidahale igin akilcr bir hedef haline getirmektedir ve
EGF-R’yi hedefleyen ajanlarin gelisimini desteklemektedir [24].

2.1.2.2 Insiilin Benzeri Biiyiime Faktirii (IGF)

PI3K / AKT / mTORCI sinyal yolaginda yer alan IGF-1 sinyali, hiicre biiyiimesinde,
onkojenik transformasyon ve kanserde 6nemli roller oynamaktadir [26]. IGF sinyali,
hiicre proliferasyonu ve sag kalimi gibi kritik hiicresel siirecleri diizenleyen bir

mekanizmada yer almaktadir. IGF nin IGF-1 ve IGF-2 olmak iizere iki tane ligandi
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bulunmaktadir. Ligandlarin hedef tirozin kinaz reseptorleri, IGF-1 reseptorii (IGF1-
IGF-2 reseptorii (IGF2-R) ve |IGF-baglayici

R), insiilin reseptori (INS-R),

proteinlerden olusmaktadir [27].
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Sekil 2.7 IGF sinyalinin sematik gosterimi [28]
IGF’lerin IGF1-R’ye giiclii bir sekilde baglanma ve hiicresel proliferasyon ile iliskili
yollar1 aktive etme kabiliyetinden dolayr IGF ve IGF1-R etkilesimi, kanser
hiicrelerinde biiylime ve metastazda rol aldiklar1 bilinmektedir. IGF-R’ler normal
fizyolojik kosullar altinda IGF sinyali diizenlenmektedir. Bununla birlikte, genetik
anormallikler veya kromozomal degisiklikler IGF ligandlarinin ve IGF1-R’nin
diizensiz ekspresyonu ile sonuclanabilmektedir. Ornekler arasinda meme kanserinde
saptanan IGF genlerinde IGF1-R gen amplifikasyonu ve mutasyonu, gastrointestinal
stromal tiimor (GIST) ve osteosarkom olusturmaktadir. IGF1-R’nin kendisinde aktive
edici nokta mutasyonlar1 bildirilmemektedir ancak prostat kanseri ve uveal
melanomda  anti-proliferatif IGF2-R’nin  mutasyonel inaktivasyonu veya
heterozigotluk kaybi raporlar1 bulunmaktadir. IGF2 baskis1 kaybinin fare modellerinde
malignite gelisimini artirdign gosterilmektedir ve klinik olarak kolorektal kanser,

Wilms tiimorii ve hepatoseliiler karsinom ile iligkilendirilmektedir [29].
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2.1.2.3 Tiimor Biiyiime Faktorii-Beta (TGF-f)

TGF-B sinyali transdiiksiyonu, proliferasyon, gog, farklilasma, embriyonik gelisim,
bagisiklik yaniti, yara iyilesmesi, anjiyogenez gibi temel biyolojik siireglerin dahil
oldugu ¢ok sayida hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. TGF-f3
ailesi lyeleri, serin / treonin kinaz aktivitesi tasiyan hiicre ylizeyi reseptor
komplekslerinin olusumunu indiikleyerek biyolojik siiregleri diizenlemektedir. TGF-
B-R ailesi ise, gesitli hiicre tiplerinde eksprese edilen ve TGF-1 ligand baglanmasi
tizerine iletilen sinyallerle farkli hiicresel gorevleri diizenleyen {i¢ membran
reseptorlinii (TRI, TRII ve TRIII) icermektedir. Hem TRI hem de TRII hiicre i¢i kinaz
alanlart bulunmaktadir [30]. Bu ailenin iiyelerin sinyalizasyonunda gerceklesen
bozukluklar sonucu hem tiimdrlerin gelismesinde hem de metastazda dnemli artiglar
meydana gelmektedir. Etkileri kanser hiicrelerinin 6tesinde, tiimér mikrogevresine ve
tim organizmay1 etkilemektedir. TGF-p yolu, tiim karsinogenez asamalar1 boyunca
tiimdr bilylimesi ve metastazi i¢in elverisli bir mikro ortam olusturulmasina katkida

bulunmaktadir [31].

2.1.2.4 Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGF protein ailesi VEGF (veya VEGF-A), VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-D, VEGF-
F, plasental biiyltime faktorii (PIGF) ve bunlarin VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3
reseptorlerini igermektedir. VEGF-A, normal ve anormal durumlarda birgok
anjiyojenik siire¢ i¢in gerekli olan ve tiim VEGF ailesi iiyeleri arasinda en belirgin
anjiyojenik faktor olan bir dimerik glikoproteini olusturmaktadir. VEGF-A, vaskiiler
endotel hiicre ¢ogalmasini uyarma kapasitesine ve vaskiiler gecirgenligi artirma
yetenegine sahiptir. Ayrica endotelyal hiicrelerin hayatta kalmasini ve gog¢ etmesini
desteklemektedir. VEGF-A, embriyonik gelisim, yara iyilesmesi, kadin iireme
dongiisti, kanser, kardiyovaskiiler hastalik gibi fizyolojik ve patolojik siireglerde
onemli rolleri bulunmaktadir. VEGF-B, yetiskin miyokard, iskelet kas1 ve pankreasta
eksprese edilmektedir. Yetiskin dokularda VEGF-C en ¢ok kalp, plasenta, yumurtalik,
ince bagirsak ve tiroid bezinde belirgin olarak ifade edilmektedir. VEGF-D ise yetiskin
dokularinda, 06zellikle akciger, kalp, iskelet kasi, kolon ve ince bagirsakta
bulunmaktadir [32]. 3 adet VEGF tirozin kinaz reseptorii tanimlanmistir: VEGFR-1,
VEGFR-2 ve VEGFR-3. VEGFR-1 ve VEGFR-2 baskin olarak vaskiiler endotelyal
hiicreler tarafindan eksprese edilmektedir. VEGFR-3 genellikle lenfatik endotelyal

hiicrelerde bulunmaktadir. Tiimorlerin neovaskiilarizasyonu, besin akis1 saglayarak
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biiylimelerini ve metastazlarint kolaylastirmaktadir. Yeni kan damarlari, tiimor
yatagini c¢esitli ¢oziiniir aracilarin ve ayni kokenli reseptorlerinin diizenlenmis
etkilesimini iceren karmasik bir islemde besleyen mevcut vaskiilatiirden endotelyal
hiicrelerin ¢ogalmasi ve yer degistirmesi sonucu olusmaktadir. VEGF ¢ogu tiimorde
eksprese edilir ve ekspresyonu tiimor ilerlemesi ile iliskilendirilmektedir [33].
VEGF nin ¢esitli hiicreler ve dokularda fizyolojik vaskiiler homeostaz i¢in gerekli
olmasi, tiimor biiyiimesi ve metastazinin molekiiler patogenezinde 6nemli oldugu
gostermektedir. Tiimor hiicreleri ve onlar1 ¢evreleyen stromalar tarafindan salgilanan
VEGF, yapisal olarak anormal ve yeni kan damarlarinin olusumuna yol agan
endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu ve hayatta kalmasini uyarmaktadir. VEGF
mRNA’s1, insan tiimoérlerinin ¢ogunda asir1 eksprese edilmektedir ve invazivlik,

vaskiiler yogunluk, metastaz, rekiirrens ve prognoz ile iliskilendirilmektedir [34].

2.1.2.5 Trombosit Tiirevi Biiyiime Faktorii (PDGF)

Trombosit tiirevli biiytime faktorii (PDGF), mezenkimal kdkenli hiicrelerin normal
gelisimi i¢in 6nemli bir sinyal yoludur. PDGF sinyalleme agi iki tirozin kinaz
reseptori, PDGF-R alfa (PDGF-Ra) ve PDGF-R beta (PDGF-Rp) ve bes ligand
PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB, PDGF-CC ve PDGF-DD’den olusmaktadir. Sinyal
yolunun otokrin uyarimi, gliomalar, gastro-intestinal stromal tiimérler (GIST’ler) ve
kronik miyelomonositik 16semi gibi ¢esitli neoplazmalarda siklikla goriilmektedirler.
Ek olarak, parakrin PDGF-R sinyallesmesinin diizensizligi, gog, istila, anjiyogenez ve
lenf anjiyogenezini kolaylastirmak icin tiimor destekleyici bir sekilde hiicre dis1 matris

yeniden sekillenmesine neden olabilmektedir [35].

2.1.2.6 Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Fibroblast Biiyiime Faktorii reseptorii (FGF-R) ailesi dort tiyeden olusmaktadir. FGF-
R1, FGF-R2, FGF-R3, FGF-R4, bunlar hiicre dis1 ligandlar tarafindan uyarilabilen ve
aktive edilebilen immiinoglobulin (Ig) sliper familyasina ait tirozin kinaz aktivitesine
sahip transmembran reseptorleridir. FGF-R ailesi iiyeleri, liyeler arasinda ve evrim
boyunca yiiksek oranda korunmus bir amino asit sekansina sahiptirler. Yine de ligand
baglanma kapasitelerinde ve dokuya 6zgii dagiliminda farkliliklar bulunmaktadir.
Yapisal olarak, FGF-R, biiylik bir hiicre dis1 ligand baglanma alani, tek bir zardan
sarmal ve iki boliinmiis tirozin kinaz alani igeren hiicre i¢i bir kisstmdan olusmaktadir.
Hiicre dis1 kisim, asit kutusu ad1 verilen yiiksek derecede korunmus glutamat, aspartat

ve serin bakimidan zengin bir dizi igeren birinci ve ikinci 1g dongiisii arasinda bir
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baglayici bolge ile iic immiinoglobulin benzeri alan icermektedir. ikinci ve iigiincii Ig
alanlart FGF baglanmasinda rol oynamaktadir [36]. FGF / FGFR tirozin kinaz sinyal
yolu, embriyogenez sirasinda ¢oklu biyolojik olaylar1 diizenleyerek ve yetiskin
dokularin bakim ve onariminda islev gormektedir. Bu yol ayn1 zamanda hem tiimér
olusumunda hem de ¢esitli kanser tiirlerinde kemorezistans gelisiminde rol
oynamaktadir. FGF-R sinyal yolunun bir veya daha fazla bileseninin bloke edilmesi
baz1 klinik ¢alismalarda ve klinik oncesi c¢alismalarda incelenmektedir. Bununla
birlikte, erken bulgular, FGF-R genindeki degisikliklerin, ¢esitli kanser tiirleri arasinda
esit sekilde meydana gelmedigini ve kanser tiirleri arasinda degisen karmasik
etkilesimlerin varligin1 diisiindiirmektedir [37]. Son zamanlarda, artan calismalar,
cesitli kanser tiirlerinde FGF / FGF-R sinyallemesinin onkoterapiye direng ile yakin
baglantisin1 gostermektedir. Bu calismalar FGF / FGF-R’yi kanserlerde oldukga
potansiyel bir tedavi hedefi haline getirmektedir ve FGF / FGF-R’yi hedefleyen ilaglar
anti-timor tedavisi ¢alismasinda anlamli ve umutlu bir alan olmustur. Giiniimiizde
onkologlar ve bilim adamlar1 kanser tedavisinde FGR/FGF-R inhibitorlerine kars1
direnci tedavi hedefi olarak gormekte ve bu alanda c¢okca c¢alisma

gerceklestirilmektedir. [38].

2.2 BUYUME HORMONU SALGILATICI HORMON (GHRH)

Hipofiz bezinin 6n kismindaki somatotroplar tarafindan salgilanan biiyiime hormonu
(GH), biiyiimeyi diizenleyici bir hormon olarak islev gormektedir. Uretimi ve
salgilanmasi, somatostatin, GH ve insiilin biiylime faktorii 1 (IGF-1) asagi yonli
faktorlerle birlikte GHRH tarafindan kontrol edilmektedir [39]. GHRH, hipotalamik
noronlar tarafindan iretilerek ve 6n hipofiz bezinde GH sentezini ve salinmasini
uyaran noro-salgilayici bir peptittir [40]. GHRH ve reseptorleri sadece hipotalamus ve
hipofizde eksprese edilmemektedir, ayn1 zamanda periferik dokularda da eksprese
edilmektedir. GHRH, sadece biiyiime hormonu salgilanmasinin degil, ayn1 zamanda
bir¢ok hiicre ve dokulardaki cesitli hiicresel fonksiyonlarin 6nemli bir diizenleyicisidir
[41]. GH salimimin kontrol edilmesine ek olarak, GHRH dolayli olarak GHRH / GH /
IGF-1 sinyal yoluyla tiimor hiicreleri ve diger birgok dokuda bulunan hiicrelerin
proliferasyonunu diizenlemekte goérevlidir. GHRH ayrica hedef hiicreler {izerindeki
GHRH reseptoriine baglanip parakrin / endokrin mekanizmalarini kullanarak hiicre
biiylimesini dogrudan diizenleyebilmektedir [42]. GHRH G-proteinine bagli reseptorii
(GHRH-R), farkli periferik dokularda ve hiicre tiplerinde eksprese edilmektedir [43].
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Bununla birlikte, néroendokrin tiimérler disindaki dokularda ekstra GHRH iiretimi
tanimlanmaktadir [44]. Son birkag yilda GHRH’nin hipofiz disindaki dokular tizerinde
etkili oldugunu gosteren ve aslinda GHRH’nin bilinenden daha genis bir role sahip
oldugunu gosteren arastirmalar bulunmaktadir [41]. Hipofizde ve periferik dokularda
GHRH, adenil siklaz, cAMP ve protein kinaz A (PKA) kaskadin1 uyaran bir G
proteinine bagli reseptore baglanmaktadir [45]. Reseptor ile baglandiktan sonra
GHRH, GH ekspresyonunu ve salimini diizenlemek i¢in gerekli olan diger hiicre igi
habercilerin Ca*® seviyeleri ve CAMP response element-binding (CREB) gibi

transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu aktive veya inhibe etmektedir [46].

GHRH, glukagon, sekretin, hipofiz adenilat-siklaz aktive edici polipeptidi (PACAP),
vazoaktif bagirsak polipeptidi (VIP) ve digerlerini de iginde barindiran peptit
hormonlarinin ait oldugu sekretin ailesinin bir tyesidir [47]. GHRH 40-44 amino
asitten olusmaktadir ve tam biyolojik aktiviteye sahip olan GHRH sekansi, 29 N-
terminal amino asitten [GHRH (1-29) NH2] olusmaktadir. Bu GHRH dizisi,
GHRH’nin agonistik ve antagonistik analoglarinin gelistirilmesi i¢in ¢ekirdek peptidi
olusturmaktadir [48]. Cesitli formlardaki GHRH peptidlerinin amino asit (aa) dizileri
sematik olarak asagida verilmektedir siyah ¢izgi ile temsil edilen pre-pro GHRH 1-
108 aa dizilerini, yesil ¢izgi ise GHRH 1-44 aa dizilerini, kirmizi ¢izgi GHRH 1-40 aa
dizilerine karsilik gelen biyolojik olarak aktif formlardir. Mavi ¢izgi ile temsil edilen
bolge ise GHRH 1-29 olarak bilinen tam olarak biyolojik aktiviteye sahip olan
peptiddin aa dizilimidir. (Sekil 2.8).

1-29
1-40

t 1-108

MPLWVFFFVILTLSNSSHCSPPPPLTLRMRR - YADAIFTNSYRKVLGQLSARKLLQDIMSR QQGESNQERGA RARL GRQVDSMWAEQKQMELESILVALLQKHSRNSQG

Sekil 2.8 GHRH’nin cesitli formlarinin amino asit dizilerinin sematik olarak
gosterimi [41]

Hipofizde GHRH’nin etki gosterebilmesi icin GHRH reseptorleri (GHRH-R) aracilik
etmektedir. GHRH-R, smif II G protein bagl bir reseptordiir ve yedi transmembran
domeni i¢cermektedir. GHRH reseptorii, VIP ve PACAP reseptorleri ile homologdur.
Tam uzunlukta GHRH-R, periferik dokularda genis bir sekilde eksprese
edilmemektedir, fakat GHRH-R varyantlar1 bulunmaktadir [41]. GHRH reseptdriiniin
Splice variant 1 (SV-1), sadece N-terminal hiicre dis1 alanlarinda GHRH-R’den farkli
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olan fonksiyonel bir reseptordiir. GHRH-R’nin ilk 89 amino asidi, SV-1 reseptoriinde
farkli 25 amino asit sekansi ile degistirilmektedir [49]. Ligand bagimli aktivitesinin
yani1 sira SV-1 liganddan bagimsiz olarak aktivite gostermektedir [50]. Bu aktivite ile
ligand baglanmasi olmasa bile sinyal yolaginda asagi yonli sinyalleri iletmektedir.
SV-1 liganddan bagimsiz olarak aktivite gdstermesine ragmen maksimum aktivite

gostermesi icin GHRH tarafindan diizenlemeler gerekmektedir [41].

2.2.1 GHRH Sinyali

GHRH / GH / IGF-1 kaskad, fiziksel ve metabolik homeostaza katkida bulunan temel
bir endokrin diizenleyici yolak ozelligi tasimaktadir. GHRH, hipotalamusta
sentezlenmektedir ve depolanmaktadir. Ihtiya¢ duyuldugu zaman hipofiz bezine
tasinmaktadir; burada hipofizdeki GHRH’ye 6zgii reseptore baglanarak sinyali aktive
etmektedir. GH, GHRH tarafindan uyarildiginda hipofizin 6n kisminda bulunan
somatotroplar tarafindan salgilanmaktadir. Dolagimdaki GH, etkisini GH
reseptorleriyle  baglanarak veya IGF-1 ile dolayli etkilesim yoluyla
gerceklestirmektedir  [42]. IGF-1 ¢ogunlukla karaciger ve kas tarafindan
tiretilmektedir. Kemik, kikirdak, iskelet kasi, adiposit ve kardiyomiyosit gibi ¢oklu
dokularda  hiicre  proliferasyonunu,  farklilagmasin1  ve  olgunlagsmasini
diizenlemektedir. IGF-1 sinyal yolagi ile GHRH-GH metabolizmaya, epidermise, bag
dokusuna, biiyiimeye, glukoz ve lipit kontrolii dahil kan homeostazina katkida
bulunmaktadir [51]. Dolasimdaki GH seviyeleri, GHRH / GH / IGF-1 yolu uzun dongii
geri beslemesi ve kisa dongii geri besleme mekanizmalar ile diizenlenmektedir.
GHRH, hem GHRH / GH / IGF-1 kaskad lizerinden hem de ¢evre hiicreler tizerindeki
GHRH-R’ye dogrudan baglanma yoluyla iletisim kurmaktadir, GHRH / GH salgisinin
herhangi bir dengesizligi ile iliskili olabilecek hastaliklarin tedavi edilmesi i¢in hem

agonistler hem de antagonistler araciliyla terapotik potansiyel bulunmaktadir [52].
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Sekil 2.9 GHRH/GH/IGF1 Sinyal yolaginin sematik olarak gosterimi [53]

2.2.2 GHRH ve Kanser

GHRH ve reseptorii c¢esitli hipotalamik normal ve habis dokularda, bagisiklik
hiicrelerinde ve kanser hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Normal ve neoplastik
dokularda, asir1 miktarda GHRH diretilmesi hiicre proliferasyonunu uyararak ve
apoptotik hiicre oliimiinii 6nleyerek mitojenik bir rol oynamaktadir. Bu etkiler,
GHRH-R’nin 4 farkli varyanti ile saglanmaktadir. SV1, GHRH-R ile en yiiksek
yapisal homolojiye sahiptir [54]. GHRH ve GHRH reseptorleri, ekstrapituiter
dokularda ve g¢esitli tiimorlerde eksprese edilmektedir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar SV1 reseptoriiniin liganddan bagimsiz bir aktiviteye sahip oldugunu ve
ayrica ERK1 / 2 yolunu GHRH-R dogrultusunda aktive edebildigini géstermektedir.
Ayrica, akciger, gogiis ve prostat kanseri hiicre hatlarinda GHRH gen ekspresyonunun
disiiriilmesi, GHRH’nin kanserlerde bir biiylime faktorii oldugu kavramim
destekleyerek cogalma oranlarmi onemli dlgiide azalmaktadir. Ilging bir sekilde,
GHRH, LNCaP prostat kanseri hiicre hattinin indirgeme / oksidasyon (redoks)
tepkimeleri durumunu etkileyerek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini arttira
bilmektedir [55]. Yumurtalik, testis ve sindirim sistemi dahil olmak tizere gesitli
dokularda GHRH ve reseptorlerinin varligi, GHRH'nin bu dokularda diizenleyici bir
rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Daha oOnce belirtildigi gibi, biyolojik veya
immiinolojik olarak aktif GHRH ve GHRH’yi kodlayan mRNA, meme, endometriyum
ve yumurtalik kanserleri dahil olmak iizere bir¢ok malign tiimdriinde bulunmaktadir.

GHRH ayrica kiiclik hiicreli akciger kanseri (SCLC) hiicre hatlar1 tarafindan
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tiretilmektedir ve glioma kiiltiir hiicrelerinde GHRH’yi kodlayan mRNA tespit
edilmektedir. Bu tiimorlerde GHRH’nin, reseptorleri yoluyla IGF-1 veya IGF-2
salgilanmasinin diizenlenmesinde rol oynayan bir otokrin / parakrin biiytime faktorii

olarak islev gostermektedir [56].

2.2.3 GHRH Agonistleri

GHRH agonistleri, kimyasal olarak modifiye edilmis amino asit sekanslarina sahip
dogal GHRH’nin analoglaridir. Agonistler dogal GHRH’ye kiyasla daha yiiksek
aktivite ve daha iyi stabilite sergilemektedirler bundan dolayi klinik uygulamalar icin
daha uygun bulunmaktadirlar [45]. GHRH agonistleri, dogrudan reseptor baglanmasi
ve hiicre proliferasyonunu uyararak periferik dokular etkileyebilmektedirler. Birden
fazla hiicre tipi etkilenebilir; 6rnegin, GHRH agonisti JI-38’in, dogal GHRH
reseptoriiniin bir fibroblast ekleme varyanti yoluyla fibroblastlar1 aktive ederek yara
iyilesmesini arttirdigi bilinmektedir [57]. Son zamanlarda klinik uygulamalar igin
yapilan arastirmalarla gelistirilmekte olan bir dizi yeni secici ve daha gii¢cli GHRH
agonistik analoglar1 {iretilmektedir. Bunlar MR-356, MR-361 ve MR-367’yi
icermektedir [58]. GHRH analoglarinin ve bunlarin ayirt edici rollerinin timor
hiicrelerine karsi normal hiicreler lizerindeki etkileri Sekil 2.10°de 6zetlenmektedir
[42].
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Sekil 2.10 GHRH agonistlerinin hiicreler iizerindeki etkilerinin sematik olarak
gosterilmesi [42]

GHRH agonisti MR409’un ¢esitli insan kanser hiicreleri {izerindeki etkileri
arastirilmaktadir. Arastirmalar sonucunda kii¢iik hiicreli akciger kanseri hiicrelerinde
hiicre canliligint arttirdigi, hiicresel cAMP {iretimini indiikledigi ve apoptoza tesvik
ettigi goriilmektedir. /n vitro olarak MR409, GHRH agonistlerinin aksine akciger
kanseri hiicreleri lizerinde antagonistik etki gostermektedir. Bununla birlikte, in vivo
olarak gerceklestirilen caligmalarda MR409, farelerde akciger kanserlerinin

biiylimesini inhibe ettigi ortaya ¢ikmaktadir [5].

2.2.4 GHRH Antagonistleri

GHRH antagonistleri, giiclii antikanser ve antienflamatuar aktivitelere sahip peptit
analoglaridirlar. GHRH antagonistleri, timor hiicrelerini hedefledikleri ve hem in vivo
hem de in vitro biiylime potansiyellerini yiiksek miktarda ortadan kaldirdiklarindan,
cesitli malignitelere karsi en gelismis terapotik yaklagimi temsil etmektedirler [41].
GHRH ve GHRH-R’nin iiretimi, meme ve yumurtalik kanserleri dahil olmak iizere
gesitli timor hiicrelerinde gergeklesmektedir [29]. Tiimor hiicrelerinde bu gibi lokal
olarak iiretilen GHRH, tiimdr hiicresi gogalmasini ve metastazini dogrudan etkileyen
biyoaktif bagisiklik tepkilerini tetiklemektedir. Bununla birlikte, GHRH
antagonistleri, timor mikrogevresinde aktif olan GHRH / GHRH-R’nin lokalize

cevaplarina karst koyarak timor ilerlemesini  baskilayabilmektedir. GHRH
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antagonistleri, GHRH-R’ye baglanma ve boylece GHRH-R aktivasyonunu bloke etme
konusunda GHRH ile yarigsmaktadir [59]. Son 25 yildir, GHRH antagonistlerinin
antitimor Ozellikleri meme, prostat, pankreas, kolon, akciger, yumurtalik, beyin ve
lenfosit kanser hiicreleri lizerinde c¢alisilmaktadir. GHRH’nin MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerinde Ras ve Raf’in fosforilasyonu yoluyla MAPK aktivasyonuna
neden olmaktadir. GHRH antagonistleri MZ-J-7-138 ve JV-1-92’nin bu yolu bloke
ettigi ve akciger karsinomunu baskiladigi bilinmektedir [60]. Ayrica GHRH
antagonisti JMR-132’nin Akt ve ERK yollarin1 baskilayarak prostat kanseri hiicre
biliyiimesini inhibe ettigi de yapilan calismalarda gosterilmektedir [61]. Tim bu
calismalar, GHRH ve antagonistleri i¢in ¢oklu potansiyel hedefleri ortaya ¢ikaran
timor hiicrelerinde biliylime regiilasyonu ile sinyal yollarimin karmasikligini
dogrulamaktadir. Anjiyogenez, GHRH antagonistlerinin antitiimdr etkileri i¢in birincil
hedef olarak kullanilan tiimorlerin biiyiimesini, genigslemesini ve metastazini kontrol
eden merkezi bir aktivitedir [62]. GHRH antagonisti MZ-J-7-114’tin vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)’nin aktivitelerini bloke etmekle kalmayip
epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve VEGF reseptorlerinin ekspresyonunu asagi yonde
regiile ederek anjiyogenezi ve tiimor biiylimesini etkili bir sekilde azaltmaktadir [63].
GHRH antagonistleri olan, JIMR-132 ve JV-1-38, PC3 prostat kanseri hiicre hattinda
hiicre proliferasyonunu baskilamaktadir ve proliferasyon markeri olan PCNA
seviyelerini diisiirmektedir. Ayn1 zamanda hiicre dongiisiinin S-fazinda biriken
hiicrelerin artmasina, G1 ve G2 / M fazlarinda ise bir azalmaya yol agmaktadir. S-fazi
durdurmaya ve apoptotik hiicrelerin artmasimna neden olmaktadir [64]. GHRH
antagonistleri, prostat [65], meme [66], yumurtalik [67], bobrek hiicresi karsinomlari
[68] , akciger karsinomlar1 [63] ve gesitli deneysel kanserlerin in vivo olarak
biiylimesini baskilamaktadir. GHRH’nin antagonistik analoglariin inhibe edici etkisi,
kismen hipofizden GHRH uyarilmis GH saliniminin baskilanmasi yoluyla endokrin
mekanizmalari ile uygulanmaktadir, bu durumda IGF-1 iretiminin azalmasina ve
serum IGF-1 miktarinda bir azalmaya neden olmaktadir. GHRH antagonistlerinin anti-
timor etkilerine dogrudan mekanizmalar araciligiyla da aracilik edebilmektedir. Bu
mekanizmalardan biri, otokrin / parakrin IGF-1 veya IGF-2’nin tiimdorlerden
salgilanmasinin inhibisyonuna dayanirken, en o6nemli yol, otokrin GHRH’nin
timorlerde etkisinin bloke edilmesini igermektedir. GHRH antagonistleri anti-timor
aktivitesi, cesitli kanserlerde igsel GHRH, GHRH-R ve GHRH-R SV’lerinin genis

ekspresyonundan dolay1 onkolojik agidan 6nemlidir [45].
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2.3 APTAMER

Aptamerler, ilk olarak 1990’larin basinda tanimlandigindan beri ¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir [69]. “Aptamer” kelimesi, “takim elbise” anlamina gelen Latince
“aptus” kelimesinden ve aptamerlerin 6zellikle istenen hedeflerle etkilesime girme
potansiyeline sahip oldugunu gosteren “boliim” anlamina gelen “meros” yunanca son
ekinden gelmektedir. Aptamerler, molekiiler agirligr yaklagik 10 ila 30 kDa arasinda
degisen ve antikorlardan daha kiigiik olan kisa tek sarmalli DNA veya RNA’lardan
olugsmaktadir [70]. RNA ile karsilastirildiginda, DNA in vitro ortamda daha kararlidir
bundan dolay1 DNA aptemerleri daha ¢ok tercih edilmektedir [71]. Aptamerler, biiyiik
ozgiilliik, yiiksek afinite, diisiik immiinojenisite, nano 6l¢ekli boyut (¢aplar1 yaklasik
1-2 nm’dir) dahil olmak iizere bol avantajlara sahiptir ve ayrica kimyasal bilesik ile
modifiye edilmeleri kolaydir [72]. Aptamerler, hidrojen baglanmasi, aromatik
halkalarin istiflenmesi, tuz kopriileri, Van der Waals etkilesim kuvvetleri ve diger
elektrostatik etkilesimlerin yani sira sekil tamamlayiciligi gibi baglanma kuvvetleri ile

ti¢ boyutlu yapida olmalar1 nedeniyle hedeflere kolaylikla baglanabilmektedir [73].
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Sekil 2.11 Aptamerlerin yapisi, 6zellikleri ve biyomedikal uygulamalar i¢in
fonksiyonel olarak gosterimi [74]

Aptamerler, dogal olarak olusan ligandlardan farkli olarak laboratuvar ortaminda
tasarlanmis oligoniikleotid dizilerinden olusmaktadir [75]. Van der Waals kuvvetleri,
hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler, diiz parcalarin istiflenmesi ve sekil
tamamlayicilig1 yoluyla reseptorler, antijenler ve biyobelirtecler gibi cesitli hedefleri
spesifik olarak taniyabilmektedir ve bunlarla etkilesime girebilmektedir [76].
Hedeflere baglandiginda, aptamerler antagonizm, agonizm, baskilama ve yikim gibi

bir dizi biyokimyasal etkiyi indiiklemektedir [77]. Son yillarda aptamerlerin
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biyomedikal amagclar i¢in kullanim potansiyeli ¢esitli alanlarda degerlendirilmistir.
Aptamerler molekiiler tedavi, tani, biyolojik tarama, biyomedikal goriintiileme, ilag
giiclendirme ve hedeflenen ilag dagitiminda kullanilmak igin degerlendirilmektedir.
Aptamerler, iyi yapilandirilmis teknikler kullanilarak spesifik molekiilleri
hedefleyecek sekilde ozellestirilebilmektedir [78]. Aptamerler, Ustel Zenginlestirme
ile Ligandlarin Sistematik Evrimi (SELEX) teknigi ile sistematik bir sekilde

sentezlenmektedir [74].

2.3.1 Ustel Zenginlestirme ile Ligandlarin Sistematik Evrimi (SELEX)

Aptamerler, Tuerk ve Ellington gruplar1 tarafindan ayr1 ayr gelistirilen “Ligandlarin
Ustel Zenginlestirme ile Sistematik Evrimi” (SELEX) yontemi olarak adlandirilan
evrensel bir siirecle elde edilmektedirler [79]. SELEX, tekrarlayan baglama, ayirma
ve cogalma asamalar1 dongiilerini igeren yinelemeli bir siiregtir. SELEX islemi, primer
baglanmasini kolaylastirmak i¢in her biri bilinen iki dizi bolgesi tarafindan rastgele bir
bolge iceren 1016 diziden olusan sentetik oligoniikleotidin birlesik kiitliiphanesiyle
baglamaktadir. Kiitiiphane bir hedef molekiille beraber inkiibe edilmektedir. Ayirma
adimi, hedefe baglanan aptamer sekanslarinin spesifik olmayan sekanslardan
ayrilmasini igermektedir. Ayirma SELEX siirecinde kritik bir adim oldugundan, adimi
basitlestirmek veya ayirma verimliligini artirmak i¢in farkl stratejiler bulunmaktadir.
Hedefe baglh oligoniikleotitler, PCR (DNA-SELEX) veya ters transkripsiyon (RT) -
PCR (RNA-SELEX) ile ayrilmaktadir ve ¢ogaltilmaktadir. Sonucta elde edilen ¢ift
sarmalli DNA, yiiksek baglanma ile birden fazla se¢im dongiisii ve amplifikasyon

stireci iireten sekanslar geciren yeni oligoniikleotit kiitliphanesine doniistiiriilmektedir
[80].
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SELEX, yiiksek afiniteli aptamerlerin hedefe karsi secilmesinde koklii ve yaygin

olarak kullanilan bir tekniktir. SELEX ile aptamerler pratik olarak kii¢iik molekiiller,

proteinler, bakteriler, virtisler ve hatta biitiin hiicreler dahil olmak {izere herhangi bir

hedefe karsi segilebilmektedir. Farkli SELEX yontemleri arastirmacilar tarafindan

ithtiyaclarma uygun olarak ve tiim secim siirecini daha verimli hale getirmek i¢in

gelistirilmektedir [82].

2.3.1.1 SELEX Tipleri

SELEX, tekrarlanan ayrilma ve amplifikasyon turlari ile belirli bir hedef igin yiiksek
bir afiniteye sahip niikleik asit ligandlarmin birlesik kiitiiphanesinden agamali
saflastirmay1 iceren bir islemdir. Son yillarda aptamer teknolojisinin gelismesiyle
birlikte, cesitli aptamerlerin ¢ok ¢esitli molekiillere karsi gelistirilmesine izin veren
cesitli modifiye SELEX islemleri ortaya g¢ikmaktadir [83]. Geleneksel SELEX
yontemi kullanarak aptamer iiretimi birkag haftadan bir aya kadar siirmektedir. Istenen
aptamerin tipine bagl olarak geleneksel SELEX sirasinda cesitli se¢im asamalari
uygulanmaktadir. DNA aptamerleri s6z konusu oldugunda, kimyasal olarak
sentezlenmis bir DNA kiitiiphanesi hedef molekiiller ile inkiibe edilmektedir. RNA
aptamer se¢iminde, in vitro transkripsiyon ve ters transkripsiyonun ek asamalari
eklenmektedir. Aptamerleri zenginlestirmek i¢in genellikle 20 tur se¢im yapilmasi
gerekmektedir. Geleneksel SELEX koklii ve etkili bir yontemdir fakat bityiik zaman

ve isgiicli tilketimi nedeniyle alternatif yontemler tercih edilmektedir [84]. Hiicre-
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SELEX, dogal konformasyonlarinda hiicre yiizeyi iizerindeki proteinler, reseptorler ve
molekiiler biyobelirtecler gibi biyomolekiiler hedefler i¢in aptamerlerin tanimlanmast,
hastaliklar i¢in spesifik etkili problarin gelistirilmesi i¢in potansiyel bir ara¢ olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Canli hiicreler kullanarak aptamerleri tanimlamak i¢in kullanilan
yontem yaygin olarak hiicre-SELEX olarak bilinmektedir [82]. Bead SELEX, hedefin
sabitlenmesi i¢in manyetik boncuklar kullanilmaktadir. Manyetik boncuk esash
SELEX adi verilen bu yontemde, hedef protein manyetik boncuklar iizerinde
hareketsizlestirilmektedir ve bir oligoniikleotid kiitiiphanesi ile inkiibe edilmektedir.
Manyetik ayirict ile baglanmamis oligoniikleotitlerden ayrilan bir hedef aptamer

kompleksiyle sonuglanmaktadir [85].

2.3.2 Aptamerlerin Uygulama Alanlari

Aptamerler, biyomimetik yapilart ve sentetik prosediirleri nedeniyle "kimyasal
antikorlar" olarak kabul edilmektedir. Aptamerler, akilli sistemlerin gelistirilmesinde
yiiksek kullanim potansiyeli olan pleiotropik ligandlardir [86]. Bugiine kadar,
aptamerler molekiiler biyogdriintiileme, in vitro ve in vivo hastalik teshisi, hedefe
yonelik tedaviden hedefe yonelik ilag verilmesine kadar ¢esitli biyomedikal
uygulamalarda kullanilmaktadir. Bir tiir niikleik asit ilac1 olarak aptamerler, kanser
hiicrelerinin biiyiimesini engellemek ve apoptozu tesvik etmek, hedef molekiillerine
baglanma, sinyal iletim yoluna miidahale etme ve hiicre sinyallemesini diizenleme
mekanizmalarini kullanarak islev gostermektedir [73]. Aptamerler molekiiler hedefleri
spesifik olarak taniyabilir ve biyolojik aktivitelerini modiile edebilmektedir, bu da

aptamerlerin terapdotik ve teshis amagli kullanilmasina izin vermektedir [74].

2.3.2.1 Aptamerlerin Terapdtik Olarak Kullanimi

Aptamerler, patolojik siireclere miidahale ederek biyolojik yollarin diizenlenmesinde
gorev almaktadir [87]. Aptamerler teshis amagh biyobelirtegleri hedeflemek igin de
kullanilabilmektedir. Su anda, sadece bir aptamer ilac1 (Macugen) FDA tarafindan
onaylanmuistir, ancak digerleri de klinik ¢aligmalarda degerlendirilmektedir. Ek olarak,
aptamerler yaslanma ile ilgili bozukluklari, obezite ve diyabetes mellitus,
kardiyovaskiiler hastaliklar, bulasict hastaliklar, kan pihtilagsmasi, kemik hastaliklari,
immiinolojik hastaliklar ve kanserleri tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir [74]. Teshis
amaciyla kullanilan aptamerler, teshisi saglamak i¢in tipik olarak uygun
nanopargaciklara konjiige edilmektedir. Son zamanlarda, aptamerler hastalik dnleme

ve tedavi igin potansiyel ajanlar olarak dikkat ¢ekmektedir. Aptamerler, geleneksel
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yaklasimlara daha hassas alternatif tedaviler saglayabilmektedir. Aptamer esash
terapotik yaklasimlarin geleneksel tani ve ilag tedavisine kiyasla 6nemli avantajlari
bulunmaktadir. Bu avantajlar, aptamerlerin tedavi sirasinda hedeflenen hastaliga

spesifikligi ve hedef molekiile 6zgli olarak diizenlenmesinden kaynaklanmaktadir
[88].

2.3.2.2 Aptamer Tabanl: Biyosensairler

Aptamerler, biyosensor bileseni olarak kullanim i¢in ideal olan yiiksek afiniteli ve
Ozgullige sahip hedef molekiillere baglanabilmektedir. Aptasensorler olarak da
bilinen aptamer baglantili biyosensorler, floresans, kemiliiminesans, elektrokimya
veya immiinoliiminesans teknikleri kullanilarak tespit edilebilmektedirler. Aptamer
bazli biyosensdrler, hastalik markerleri, patojenler, antibiyotikler, toksinler, kirlilikler
ile diger kimyasallar veya biyomolekiillerin dogru ve hizli bir sekilde saptanmasi igin
kullanilmaktadir. Biyosensorler, aptamerlerin hastalik hedeflerine 6zgiilliglini ve
biyolojik yanitlarini saptanabilir bir sinyale doniistirmek i¢in kullanilmaktadir [74].

Biyosensorler, bir doniistiiriicii ve biyolojik bir yaniti tantyan biyolojik bir elementten

olusmaktadir.
*x ® ,¢ N
el ~
Zgo
’* Ornek YBiyosensér Elementleri

Sekil 2.13 Biyosensorlerin ¢alisma prensibinin sematik olarak gosterimi [89]
Sekil 2.13’de verildigi gibi biyosensorler, ii¢ ana boliimden olusmaktadir. Biyolojik
element, enzim, antikor veya niikleik asitten olugsmaktadir. Doniistiiriicii, bir tanilama
gostergesi saglamak icin sinyali doniistiirmektedir ve son olarak algilama sonuglarinin
oncelikli olarak alinan sinyalin goriintiilenmesini saglayan ilgili elektronik veya veri

analiz sistemi bulunmaktadir [89].
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2.3.2.3 Biyomedikal Goriintiileme icin Aptamerler

Aptamer ile modifiye edilmis problar kullanilarak ¢esitli hastalik belirteglerinin
invazif olmayan goriintiilenmesinin, geleneksel goriintiileme tekniklerine gore bir¢ok
avantaji bulunmaktadir. Ligand aracili invaziv olmayan goriintiileme, hiicresel ve
molekiiler diizeylerde hastaliklarin gorsel olarak gézlemlenmesini saglamaktadir [90].
Bu teknik, erken tan1 ve tedavi i¢in yiiksek dogruluk ve 6ngoriilebilirlik saglamaktadir.
Taninin erken safthada gerceklesmesi hastaligin iyilesme sansini artirmaktadir.
Aptamer destekli biyomedikal goriintiileme, bir aptameri bir fliloresan molekiile veya
bir fliioresan araci veya manyetik rezonans goriintileme (MRI), ultrason ve pozitron
emisyon tomografisi (PET) gibi diger tomografik tekniklere baglayarak dogrudan veya
aktiflestirilebilir optik gériintiileme yoluyla elde edilebilmektedir. Optik goriintiileme,
aptamer baglantili sinyal transdiiserlerinin floresan veya biyoliiminesansini tespit
etmek icin kullanilabilmektedir. Optik goriintileme, aptamerleri kullanarak
hastaliklarin gorsellestirilmesi i¢in basit ve diisitk maliyetli bir ¢6ziim sunmaktadir
[91]. Aptamerler hedeflerine karsi yiiksek bir afiniteye sahip olmalarina ragmen, kisa
yarilanma omiirleri nedeniyle in vivo olarak belirli dokularda hedefe ulasmakta zorluk
yasamaktadir. Doku hedeflemesini iyilestirmek icin, aptamerler genellikle altin /
gilimiis gibi nanopartikiillerle, silika nanopartikiiller ve kuantum noktalar1 dahil olmak
tizere cesitli nanovektorlerle konjiige edilmektedir. Aptamer aracili tomografik
goriintiileme, aptamer uygulamasiin her gecen giin daha 6nemli bir alan1 haline
gelmektedir. Aptamerler, hedeflenmis MRI, ultrason ve PET goriintileme i¢in
kullanilan sinyal arttiricilara da konjuge edilebilmektedir. Aptamer bazli MRI kontrast
maddeleri genellikle bir aptamerin sliper paramanyetik demir oksit (SPIO)

nanopartikiiller ile baglanmasiyla tiretilmektedir [92].

2.3.2.4 Aptamer Modifikasyonu ve Aptamer ile Hedefe Yonelik Ilac

Aptamerler dogrudan terapdtik RNA’lara hibridize edilmekte ve terapotik RNA’y1
hedef bolgeye yonlendirmek i¢in aktif hedefleme ligandlar1 olarak hizmet etmektedir.
Hiicre veya reseptore oOzgii kimerik RNA’larin prototip RNA’larin in vivo
farmakokinetik dagilimlarin iyilestirdigi ve reseptor aracili endositoz ile hiicrelere
tasinmasint  kolaylagtirdigi gosterilmektedir [93]. Aptamer-ilag konjugatlarinin
tasarim1 yenilik¢i bir ilag modifikasyon teknigidir ve bu konjiigatlarda aptamer,
farmakolojik etkiler gostermez veya ana bilesigin aktivitesini modiile etmemektedir,

ancak terapotik molekiilii ilgili dokuya hedeflemektedir. Giinlimiizde antibiyotik
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direnci klinik tedavilerde sinirlayici etki gdsteren onemli bir etmendir. Lijuan ve
arkadaglari, antibiyotik direncinin iistesinden gelmeye yardimci olan bakteriyel
biyofilmlere niifuz etmek igin aptamer-ampisilin konjugatlar1 gelistirmektedir [94]. Bu
konjiigatlar, tek basina her iki bilesenden daha fazla belirgin sinerjistik antibakteriyel
aktivite uygulamaktadir. Lokal ve metastatik timor lezyonlarini tedavi etmek i¢in bir
aptamerin sitotoksik bir ilaca baglanmasi bir baska 6nemli aptamer uygulamasi olarak

kullanilmaktadir.

Aptamerler, sinerjistik etkilesim, spesifik ila¢ iletimine ilham vererek ve diisiik
performans gosteren varliklara afinite saglayarak ilaclar1 veya aktif maddeleri

giiclendirmek i¢in kullanilmaktadir [95].

2.4 X-APTAMER

X-Aptamer teknolojisi, kiitle spektrometrik teknikleri ile klinik tan1 ve aragtirmalarda
yiiksek duyarlilik analizleri i¢in yeni bir proteomik yaklasim olarak kullanilmaktadir.
X-Aptamerlerde, amino asit benzeri yan zincirler, fosforoditioatlar ve kiigiik
molekiiller gibi ¢ok ¢esitli kimyasal modifikasyonlar kullanilmaktadir. X-Aptamerler,
yiiksek 6zgiilliik ve afiniteye sahip hedef proteinlere baglanmasina izin veren kimyasal
olarak modifikasyonlara ugramaktadir. X-Aptamerler, diisiik molekiil agirlikli
substratlara veya makromolekiillere karsi spesifik tanima 6zelliklerine sahiptirler [96].
X-Aptamer teknolojisi, aptamerlerin hiicre tipleri arasindaki fenotipik olarak
farkliliklar1 tanimlayabilmektedir. Bu sebepten kanser biyolojisi alaninda basarili bir
sekilde kullanilmaktadirlar [97]. SELEX yontemi kullanilarak gelistirilen birgok
aptamer, terapotik kullanim icin gerekli olan baglanma afinitesine ve ozgiilliigiine
sahip degillerdir [98]. Hedeflenen proteinlerle daha giiglii etkilesime giren daha
islevsel olan ¢esitli X-Aptamerler, geleneksel aptamerlerin performansini iyilestirmek
icin 6nem olusturmaktadir [99]. X-Aptamerler geleneksel SELEX aptamerlerine bir
alternatif olarak gelistirilerek kullanilmaktadir. X-Aptamerler, boncuk esash
kiittiphaneler kullanilarak bir turun sonunda segile bilmektedirler. Bu tiir
kiitiiphanelerde, degisikliklerin cesitliligi ve kombinasyonu enzimatik yontemlerle
gerceklestirilebilecek olanlardan ¢ok daha verimlidir [100]. Bu se¢im i¢in kullanilan
kiitiphaneye dahil edilen modifikasyonlar 5-pozisyon degistirilmis deoksiiirdinlerden

(5-amino-, 5-fenol- ve 5-indol-) olugmaktadir [101].
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BOLUM 3 MATERYAL VE METHOD

3.1 KULLANILAN MATERYALLER

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar ekler boliimiinde Tablo 5.1 verilmistir.

3.1.2 Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar ekler boliimiinde Tablo 5.2 verilmistir.

3.1.3 Kullanilan Kimyasallar

Deneyler sirasinda kullanilan kimyasal maddeler ekler béliimiinde Tablo 5.3 verilmistir.

3.1.4 Kullanilan Tamponlar
Deneyler sirasinda kullanilan tamponlarin igerigi ekler boliimiinde Tablo 5.4

verilmigtir.

3.2 KULLANILAN YONTEMLER

3.2.1 GHRH 1-29 Peptidinin Biotinlenmesi

GHRH 1-29 peptidinin biotinlemesi i¢in Thermo Scientific™ EZ-Link™ NHS-SS-
PEG4-Biotin (katalog numarasi: 21442) kiti kullanilmistir ve kitin onerdigi sekilde
protokol uygulanmustir. Kit kullanilmadan 6nce ilk olarak oda sicakligina getirilmistir.
GHRH 1-29 peptidi asetik asitte ¢oziildigii i¢in pH degeri kitin 6nerdigi sekilde 7,2-
8,0 araligina getirilmistir. 10 mM olacak sekilde biotin DMSO ile hazirlanmistir ve
kitin protokoliinde bulunan hesaplama islemlerine gére uygun miktarda protein ve
biotin bir araya getirilmistir. 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

isleminden sonra biotinlenmis protein -20°C’de saklanmustir.

3.2.2 X-Aptamer Secilimi

GHRH 1-29 proteinine 6zgii X-Aptamerlerin se¢ilimi, AM Biotechnologies firmasinin
satin alinan X-Aptamer secilim Kiti (seri numaras1:2018-OPR3-TT-du-ISTNBL) ile
yapilmistir.

3.2.2.1 X-Aptamer Kiitiiphanesinin Hazirlanmasi
[k olarak segilim i¢in kullanilacak olan A ve B tamponu hazirlanmistir. X-Aptamer
kiitiiphanesinin hazirlanmasi i¢in, 10 ml Se¢ilim Tamponu B ile resiispanse edilerek

3000 g’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij yapilmistir. Silipernatant, geriye
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yaklagik 100 pl kalacak sekilde uzaklastirilmistir ve pellet 3 ml Secilim Tamponu B
ile resiispanse hale getirilmistir. 95°C su banyosunda 5 dakika inkiibasyon sonrasi
yavas yavas oda sicakligina inmesi beklenmistir. 7 ml Se¢ilim Tamponu A eklendikten
sonra 3000 g’de 10 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Siipernatant, geriye yaklasik
100 pl kalacak sekilde uzaklastirilmis ve pellet total hacim 1,8 ml olacak sekilde

Secilim Tamponu A ile resiispanse edilerek 2 ml’lik santrifiij tiipline alinmistir.

3.2.2.2 Negatif Segilim

Manyetik boncuklar (Invitrogen™ Dynabeads™ M-280 Streptavidin katalog
numarast: 11205D) resiispanse edilmistir. 62,5 pul manyetik boncuk 1,5 ml santrifiij
tiipiine aktarilmistir. Tiip manyetik standa yerlestirilerek silipernatant atilmis ve
toplamda 3 defa 500 pl Seg¢ilim Tamponu A ile yikanmistir. Yikama sonrasi manyetik
boncuklar 50 pl Secilim Tamponu A ile resiispanse edilmis ve hazirlanan X-Aptamer
kiitiiphanesine karistirilarak oda sicakliginda 1 saat dondiiriilerek inkiibe edilmistir.
Tiip manyetik standa yerlestirilerek siipernatant (manyetik boncuklara baglanmayan
kiitiiphane boncuklar1) 15 ml falkon tiipiine aktarilmistir. Kiitiiphane boncuklar1 3 defa
10 ml Secilim Tamponu A ile yikandiktan sonra 1,8 ml Secilim Tamponu A ile

reslispanse edilerek 2 ml’lik santrifiij tlipline aktarilmistir.

3.2.2.3 Hedef Proteinin Manyetik Boncuklarla Birlestirilmesi

0,5 mg manyetik boncuk 1,5 ml santrifiij tlipiine alinmistir, manyetik stantta
stipernatant uzaklastirilmistir. 250 pl Secilim Tamponu B toplamda 3 defa yikanmustir.
10 pg hedef protein toplam hacim 100 pl olacak sekilde Secilim Tamponu B iginde
oda sicakliginda 30 dakika dondiiriilerek inkiibe edilmistir. Tiip manyetik standa
alinmistir ve siipernatant uzaklastirilmis 3 defa 200 pl Secilim Tamponu B ile

yikandiktan sonra 100 pl Se¢ilim Tamponu A ile resiispanse edilmistir.

3.2.2.4 Pozitif Birincil Se¢ilim

Negatif secilim sonrasi elde edilen kiitliphane ile manyetik boncuklarla birlestirilen
proteinler bir araya getirilmis ve oda sicakliginda 90 dakika dondiiriilerek inkiibe
edilmistir. Elde edilen karisimin yarist 1,5 ml’lik santrifiyj tiiptine aktarilmis, manyetik
standa alinmis, siipernatant atilmistir. Kalan karisim da pelletin tizerine eklenerek
standa alinmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Manyetik partikiiller 500 pl Secilim

Tamponu A ile baglanmayan kiitiiphane boncuklar1 kalmayana kadar yikanmistir. Son
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iki yikamada Se¢ilim Tamponu B kullanilmistir. Pellet 50 pl Secilim Tamponu B ile

resiispanse edilmistir.

3.2.2.5 Putatif Aptamerlerin Kesilmesi

Pozitif birincil se¢ilim sonucunda elde edilen 50 pul manyetik boncuga 50 ul 1 N NaOH
eklenmis ve 65°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyon 40 pl 2 M Tris-HCI
ile notralize edilmistir. Tiip standa alinmis ve siipernatant temiz bir santrifiij tiipiine

aktarilmastir.

3.2.2.6 Spin Kolon Tampon Degisimi

Kolonun alt kapagi kirilmistir, 1,5 ml toplama tiipiine yerlestirilmis ve 1500 g’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Kolonun igerisindeki resinin iizerine 300 pl Se¢ilim
Tamponu B eklenmis ve 1500 g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Bu islem 3 kez
tekrarlanmigtir. Kolon yeni bir 1,5 ml toplama tiiptine alinmistir. Bir 6nceki asamada
elde edilen kesilen aptamerler resinin iizerine eklenmistir. 1500 g’de 2 dakika santrifiij
edilmistir. Kolon atilmis, toplama tiipiinde kalan ¢ozelti “Kesilmis oligoniikleotid

havuzu” olarak adlandirilmistir.

3.2.2.7 Ikincil Segilim

2 tane 1,5 ml santrifiij tiipii alinarak Tiip 1 ve Tiip 2 olarak etiketlenmistir. Biitlin
tiiplere 15 pl kesilmis oligoniikleotid havuzu eklenmistir. Ikinci tiipe 30 pl 500 nM
isaretli hedef protein (Biotinli GHRH 1-29) ve 105 ul Segilim Tamponu B eklenmistir.
Birinci tipe 135 pl Secilim Tamponu B eklenmis ve oda sicakliginda 1 saat
dondiiriilerek inkiibe edilmistir. 15 pl manyetik boncuk 3 defa 500 pl Secilim
Tamponu B ile yikanmis ve 15 pl Secilim Tamponu B ile resiispanse edilmistir. 5 pl
yikanmis manyetik boncuk ikinci tiipe eklenerek oda sicakliginda 30 dakika
dondiiriilerek inkiibe edilmistir. Tiip manyetik standa alinarak 3 defa 150 pl Segilim

Tamponu B ile yikanmis ve 100 pl Secilim Tamponu B ile resiispanse edilmistir.

3.2.2.8 PCR ve Jel Analizi

Ikincil se¢ilim sonrasi elde edilen tiiplerden 10 ul kalip olarak kullanilarak PCR
yapilmustir. Her bir tiip i¢in uygun revers primer kullanilmistir (Tip 1 i¢in revers
primer 1; Tiip 2 icin revers primer 2). Toplam 100 pl reaksiyon hacmi ve final
konsantrasyonlar1 1X PCR Tamponu, 2,5 mM MgCI2, 0,2 mM dNTP, 0,4 uM forward
primer, 0,4 uM uygun revers primer, 1 U Taq polimeraz olacak sekilde reaksiyon
tiipleri hazirlanmigtir. 94°C’de 1 dakika ilk denatiirasyon; dongiiler 94°C’de 30 saniye,
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50°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika; 72°C’de 3 dakika son uzama kosullariyla PCR
yapilmustir. Her bir tiip i¢in 14 dongii, 18 dongii ve 22 dongii PCR yapilmistir. Elde
edilen PCR iirtinleri agaroz jelde yiiriitiillerek UV Goriintiileme Cihazinda goriintiiler

elde edilmistir.

3.2.2.9 flave Baslangic Havuzu PCR

Biotinli yakalama oligosu 20 pl niikleaz i¢ermeyen distile su ile hazirlanmistir. 50 pl
InvitrogenTM DynabeadsTM M-280 Streptavidin manyetik boncuklar1 1,5 ml
santrifiij tiipiine alinmis, 3 defa 100 pl Se¢ilim Tamponu B ile yikandiktan sonra 25 pl
PBS ile resiispanse edilmis ve 5 ul biotinli yikama oligosu eklenerek oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edilmistir. 3 defa 100 pul 1X PBS ile yikanmis ve 100 pl PBS ile
resiispanse edilmistir. Ikincil secilim sonunda elde edilen Tiip 1°den 10 pl alarak
biotinli yakalama oligosu ve manyetik boncuk iceren ¢ozeltiye ilave edilmis ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. 3 defa 200 pl 1X PBS ile yikanmis ve 100 pl
PBS ile resilispanse edilmistir. Bu 6rnekten 10 pl alimarak PCR i¢in kalip olarak
kullanilmistir. 22 dongii PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir.

3.2.2.10 GHRH’ye ozgii X-Aptamer adaylarinin dizilerinin belirlenmesi ve
sentezlenmesi

Tiip 1 ve Tiip 2 igindeki 6rnekler tek bir tiipte bir araya getirilerek Yeni Nesil Dizileme
icin kitin satin alindigr firmaya gonderilmistir. Yeni Nesil Dizileme ve aday X-
Aptamerlerin 5’ biotin  isaretiyle sentezlenmesi ilgili firma tarafindan

gerceklestirilmistir.

3.2.3 Dot Blot

Aptamerler 95°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir ve yavasca oda sicakligina
sogutulmustur. Aptamerlerin sicakligi oda sicakligma indikten sonra aptamer ile
GHRH 1-29 proteini temiz eppendorfa koyularak +4° C’de 1 gece calkalayicida inkiibe
edilmistir. Thermo Scientific™ Nitrocellulose Membrane 0.45 um (Katalog numarast:
88018) uygun boyutlarda kesilmistir ve tizerine yuvarlaklar ¢izilmistir. Her bir
yuvarlakta toplam hacim 10 pl olacak sekilde GHRH 1-29 baglanma tamponu (15mM
tris,200 mM NaCl, 1 mM MgCl») ile hazirlanmis olan aptamer-protein birlesimi
emdirilmistir. Oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Membranin {istiine Thermo
Scientific™ HRP/streptavidin (1:10000 TBS-T ile hazirlanan) eklenmistir ve 3 saat

boyunca oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda
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HRP/streptavidin tekrar kullanilmak icin temiz falcona alinmustir ve +4°C’de
saklanmigtir. Membran 4 defa TBS-T ile yikanmistir. Membranda her dot {istiine 10

ul TMB-H20; eklenmistir ve CCD kamera ile ¢ekim alinmustir.

3.2.4 ELISA

Hiicrelerin GHRH anlatim miktarinin tespit edilmesi i¢in Elabscience human GHRH
ELISA (katalog numarasi: e-el-h1146) kiti kullanilmistir. Kuyulara 100 pl
standartlardan ve Orneklerden eklenmistir. 37°C’de 90 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda iist s1v1 uzaklastirilmistir ve 100 pl biotinylated
detection ab eklenmistir. 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ust faz atilmistir ve 3 defa
350 pl yikama tamponu ile yikama islemi yapilmistir. 100 pl HRP konjugat
eklenmistir ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Ust s1v1 uzaklastirilmistir ve 5 kez
300 pl yikama tamponu ile yikama islemi yapilmistir. Her kuyuya 90 pl substrat
reaktifi eklenmistir ve 37°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. 50 pl stop soliisyonu
eklenmistir. Bio-Rad Mikroplaka okuyucuda 450 nm absorbans degerinde 6lgiim
alimmistir.  Standartlarin  konsantrasyonu ve absorbans degerleri kullanilarak
konsantrasyon-absorbans degerleri grafigi olusturulmustur. Standart egrinin

denkleminden yararlanilarak 6rneklerin konsantrasyonlari: hesaplanmaistir.

3.2.5 Hiicre Kiiltiiri

3.2.5.1 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi
Deneyler sirasinda kullanilan PC-3 (ATCC® CRL-1435™), MIA PaCa-2 (ATCC®

CRL-1420™), PNT1A ve HT29 (ATCC® HTB-38™), LNCaP (ATCC® CRL-1740)
hiicre hatlari American Tissue Culture Collection’dan (ATCC) temin edilmistir.
Hiicreler %10 Fetal Sigir Serumu (FBS), 10U/ml penisilin ve 100pg/ml streptomisin
eklenen RPMI (roswell park memorial institute), DMEM (dulbecco’s modified eagle’s

medium), McCoy’s 5A besiyerlerinde %5 CO- igeren 37°C’de etiivde biiyiitiilmiistiir.

3.2.5.2 Hiicrerlerin Kaldirimasi, Sayimi ve Pasajlanmast

Petri kabinda bulunan medya uzaklastirilmistir. 1 ml 1X PBS ile yikama islemi
yapilmistir. 1 ml Tripsin-EDTA eklenmistir ve 37°C’de %5 CO: iceren etiivde 5
dakika inkiibe edilmistir. 5 dakika sonrasinda Tripsin-EDTA’nin etkinliginin
durdurmak igin Tripsin-EDTA miktar1 ile esit miktarda medya ortama eklenerek
hiicreler falkona aktarilmistir. +4°C’de 2000 g’de 5 dakika santrifiij islemi yapilmistir

ve slipernatant uzaklastirilmistir. Hiicrelerin iizerine 1 ml medya eklenerek pipetaj
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yapilmustir ve hiicreler homojenize edilmistir. Hiicre siispansiyonunda 10 pl alinmustir,
Neubauer hemositometresi kullanilarak hiicre sayimi gergeklestirilmistir. 1ml’deki
hiicre sayisinin hesaplanabilmesi i¢in ¢ikan deger 10* ile ¢arpilmistir. Petri kabina

uygun miktarda hiicre eklenerek pasajlama islemi yapilmuistir.

3.2.5.3 Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Bu islem i¢in hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirildiktan sonra, +4°C’de 2000g°de 5
dakika santrifiij islemi yapilmistir ve siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicrelerin tizerine
dondurma islemi i¢in Fetal Sigir Serumu (FBS) iginde hazirlanmis %10’luk DMSO
(Dimetil siilfoksit) kullanilmistir. 1 ml dondurma tamponu pellet {izerine eklenir ve
pellet homojen hale getirilir. Hiicreler Thermo Scientific™ Mr. Frosty™ Freezing
Container igine koyularak -80°C’de saklanmustir. Hiicrelere ¢ozdiiriilme islemi
uygulanirken -80°C’den veya sivi azottan ¢ikartildiktan sonra, hizli bir sekilde
onceden 37 °C’ye 1sitilmis 1 ml besiyeri ile ¢ozdiiriilmiistiir. 1 ml hiicre slispansiyonu
uygun petri kaplarina ekilmistir. Geriye kalan 1 ml hiicre slispansiyonu +4°C’de
2000g°de 5 dakika santrifiij islemi yapilmistir ve siipernatant uzaklastirilmistir boylece
DMSO’de uzaklastirilmis olur. Hiicrelerin tizerine 1 ml medya eklenerek pipetaj
yapilmustir ve hiicreler homojenize edilerek uygun petri kaplarina ekilmistir. Hiicreler
¢ozdiiriilme isleminden 4 saat sonra kontrol edilmistir. Yapigsma miktarma gore
petrinin i¢inde bulunan medya yeni bir petriye alinmistir ve {izerine yeni medya

eklenmistir.

3.2.6 Protein izolasyonu

PC3, HT29, MIA PaCa-2, LNCaP ve PNT1A hiicre hatlari Tripsin-EDTA ile
kaldirilarak homositometre yardimiyla sayilmistir. 100 mm’lik petrilere 2x10° hiicre
olacak sekilde uygun besiyerleri ile ekimi gergeklestirilmistir. Hiicreler morfoloji
almas1 amaciyla 1 gece 37 °C %5 CO2’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
GHRH anlatim profilini incelemek i¢in besiyerleri yeni besiyeri ile degistirilmistir ve
48 saat boyunca 37 °C %5 CO;’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 besiyerleri
ortamdan uzaklastirilarak 1X PBS ile kaziyic1 yardimiyla kazima islemi yapilmistir.
Bu islemden sonra i¢inde hiicre bulanan 1X PBS eppendorflara alinarak 2 dakika 1000
g’de santrifiiyj islemi gerceklestirilerek pellet olugsmasi saglanmistir. Bu islem tiim
hiicrelerin toplanmasi amaciyla 2 defa tekrar edilmistir. Santrifiij ile pellet olusturmasi
saglanan hiicrelere hiicre lizis tamponu (CLB) ilave edilmistir. Orneklerin oda

sicakliginda calkalayicida 20 dakika boyunca inkiibasyonu gerceklestirildikten sonra
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20 dakika 16000 g’de +4 °C’de santrifij islemi uygulanmistir, iist faz yeni
eppendorflara alinarak -20 °C’de saklanmustir.

3.2.7 Bradford ile Protein Miktar Tayini Yontemi

Izole edilen proteinlerin miktarlarmin belirlenmesi i¢in Bovine Serum Albumin
kullanilarak standartlar olusturulmustur ve standartlar temel alinarak izole edilen
proteinlerin miktarlar1 tespit edilmistir. Artan miktarlarda (1,5 pg, 3 ng, 4,5 nug, 6 ug,
7,5 ng) Bovine Serum Albumin ve 6rneklerden 1 ul alinarak 96-kuyucuklu plakaya 2
tekrarlt olacak sekilde eklenmistir. Bovine Serum Albumin ve drneklerin eklendigi
kuyucuklara 200 pl Bradford Soliisyonu ilave edilmistir ve 5 dakika oda sicakliginda
karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi Bio-Rad mikroplaka
okuyucuda 595 nm absorbans degerinde Ol¢iim yapilmistir. BSA 6rneklerinin
konsantrasyon ve absorbans degerleri kullanilarak konsantrasyon-absorbans degerleri
grafigi cizilmistir ve standart egri olusturulmustur. Bu egrinin denklemine gore,

orneklerin konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

3.2.8 immunoblotlama

3.2.8.1 Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Proteinlerin biiytikliik miktarlarina bagli olarak birbirinden ayrilmas: i¢in SDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi uygulanmistir. Hazirlanan %12 ve %4’liik jelin igerigi
Ekler boliimiinde Tablo 5.7°de verilmistir. Ik olarak %12’lik yiiriitme jeli igerigi
beherde hazirlanmistir, 1 mm bosluk bulunan camlar arasina dokiilmiis ve tizerine
izopropanol alkol eklenmistir. Jel dokiildiikten sonra polimerlesme reaksiyonunun
gerceklesmesi igin bir siire beklenmistir. Izopropanol alkol distile su yardimyla
uzaklastirilmis ve fazla izopropanol alkol filtre kagidi ile temizlenmistir. Daha sonra
%4’liik yiikleme jeli beherde hazirlanmistir ve yiiriitme jelinin tizerine iki camin arasi
tamamen dolana kadar dokiilmiistiir. Camlara uygun tarak camlar arasina
yerlestirilerek yiikleme jeli polimerlesme reaksiyonu icin belli bir siire oda

sicakliginda bekletilmistir.

3.2.8.2 Proteinlerin Hazirlanmast

Bradford yontemi ile protein miktarlart tespit edildikten sonra immnoblotlama
yontemi i¢in 4X Laemmli tamponu (igerigi Tablo 5.5’de verilmistir) ve belirlenen pg
miktarinda protein 6rnekleri 1:3 oraninda karistirilmistir. 95°C°de 5 dakika inkiibe

edilmistir ve 10000 g 30 saniye santrifiij yapilmistir. Bu sekilde proteinler
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Poliakrilamid jel sistemine yiiklenmeye hazir hale getirilmis olur. 80 V yiiriitme
tamponu i¢inde marker ve Ornekler poliakrilamid jelin son kismina gelene kadar

yluriitme islemi yapilmistir.

3.2.8.3 Islak Transfer ve Bloklama

Yiriitme isleminden sonra kalin cam ve ince cam spatula yardimiyla birbirinden
ayrilarak yiiritme tamponunun igeriginde bulanan SDS’i uzaklastirmak icin distile
suyla yikanmistir. Yiikleme jeli spatulayla kesilerek uzaklastirilmistir ve transfer
tamponu i¢ine alinmistir. Poliviniliden fluorid (PVDF) membran methanol i¢inde aktif
hale getirilerek Once methanoldan uzaklastirmak icin distile suya daha sonra da
transfer tamponu i¢ine alinmistir. Filtre kagidi ve siingerler transfer tamponu ile
islatilmustir. Kasetin seffaf yiizeyinden baslayarak dnce siinger-filtre kagidi-membran-
SDS-Poliakrilamid jel-filtre kagidi-siinger seklinde sandvi¢ olusturulmustur ve kaset
kapatilmistir. Tankin i¢ine transfer tampon eklenmistir ve hazirlanan kaset siyah taraf
siyah yone bakacak sekilde yerlestirilerek 220 mA transferi gergeklestirilecek
proteinin biiyiikliigline gore dakikasi ayarlanarak transfer islemi gerceklestirilmistir.
Transfer isleminden sonra %5’lik yagsiz siit tozu (%0,1 Tween-20 igeren 1X TBS) ile

hazirlanan bloklama soliisyonunda 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

3.2.8.4 Primer ve Sekonder Antikor

Primer ve sekonder antikor %5’lik yagsiz siit tozu (%0,1 Tween-20 igeren 1X TBS)
icinde hazirlanmistir. Primer antikor 1:1000 diliisyon ile, Sekonder antikor ise 1:3000
diliisyon ile hazirlanmustir. Inkiibasyon sonras1, primer antikor ile 2 giin boyunca +4°C
sicaklikta rollerda inkiibe edilmistir. Primer antikorun inkiibasyon siiresi dolduktan
sonra membran 10 dakika 3 kez TBS-Tween-20 ile yikanmist1 ve yikama igleminden
sonra, membranlar sekonder antikora alinmistir ve 2 giin boyunca +4°C sicaklikta

rollerda inkiibe edilmistir.

3.2.8.5 Goriintii Alinmasi

Sekonder antikor uygulamasi sonrast membranlar 2 defa 10 dakika TBS-Tween-20 ve
1 defa 5 dakika TBS ile yikanmistir. Goriintiilerin ¢ekilebilmesi i¢in kemiluminesans
tamponlar1 hazirlanmasi gerekmektedir. Hazirlanan kemiluminesans tamponlar1 Ekler
boliimiinde Tablo 5.6 verilmistir. A ve B tamponu olarak isimlendirilen bu ¢ozeltiler
1:1 oraninda kanistiritlip 5 dakika karanlikta reaksiyonlarin gerceklesmesi icin inkiibe

edilmistir. Inkiibe edildikten sonra membranlar bu ¢ozeltiye aktarilir ve 2-3 dakika
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inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra kemiluminesans gériintiileme
sisteminde Bio-rad ChemiDoc™ MP cihazi kullanilarak CCD kamera ile ¢ekim

alinmustir.

3.2.9 Doza ve Zamana Bagh Hiicre Canlilik Testi (MTT)

Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekilmistir ve bir gece %5 CO> igeren 37°C’lik etiivde morfoloji almalar1 i¢in inkiibe
edilmistir. Daha sonra hiicrelerin medyalar1 alinarak hiicrelere 95°C’de 10 dk inkiibe
edilerek oda sicakligina yavagca sogutulmus aptamerler (Ana Stok:100 uM) 0,1 uM,
0,25 uM, 0,5 uM aptamer dozlar1 medya ile hazirlanarak uygulanmistir. Aptamer
uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra hiicrelerin besiyerine her kuyuya 10 pl 3-(4,5-
dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) tuzu eklenmistir. Hiicrelerin
4 saat 37°C’de %5 CO; inkiibasyonu sonrasinda sadece canli hiicreler hidrojenaz
enzimi vasitastyla mitokondrilerinde metabolize ettigi MTT tuzunu formazan
kristallerine déniistiirmiistiir. Inkiibasyon sonras1 iginde MTT tuzu bulunan besiyeri
uzaklastirilmistir ve 100 ul DMSO (Dimethyl sulfoxide) eklenmistir. 10 dakika
karanlikta inkiibe edildikten sonra Formazan Kristallerinin DMSO’da ¢oziinmesiyle
Bio Rad Mikroplaka okuyucuda 570-655 nm absorbans degerlerinde 6l¢iim yapilarak

hiicre canlilig1 hesaplanmustur.

3.2.10 cAMP Miktarmin Tespit Edilmesi

Hiicrelere 72 saat boyunca 0,5 uM aptamer uygulandiktan sonra hiicrelerdeki CAMP
miktarinin tespit edilebilmesi i¢in Cell Signaling Technology Cyclic AMP XP® Assay
Kit (katalog numaras1:4339) kullanilmistir. Kitin protokolii degisiklik yapilmadan
uygulanmistir. ilk olarak hiicreler 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 2x10* hiicre
olacak sekilde FBS bulunmayan medya ile ekilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin
yapigmast icin 37°C’de %5 CO inkiibe edildikten sonra 0,5 puM aptamer
uygulanmistir ve 72 saat inkiibe edilmistir. 10X hiicre lizis tamponu i¢inde 1mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) bulunacak sekilde 1X hiicre lizis tamponuna
cevrilmistir. Hiicreler 2 defa soguk 1X PBS ile yikanmustir ve petrilerin igine 100 pl
1X hiicre lizis tamponu eklenerek 10 dakika boyunca buz iistiinde inkiibe edilmistir.
Kitin i¢inde bulunan standartlar 1X hiicre lizis tamponu kullanilarak hazirlanmistir.
Orneklerden ve standartlardan 50 pl alinarak 50 pl HRP-linked cCAMP tamponu ile
karnigtirllmistir. Karigim kitin 96 kuyucuklu plakasina aktarilmistir ve 3 saat boyunca

oda sicakliginda orbital galkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda her kuyu
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300 pul 1X yikama tamponu ile 4 defa yikanmistir. 100 ul TMB soliisyonu eklenerek 5
dakika karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra Bio-Rad mikroplaka okuyucuda 450
nm absorbans degerinde 6l¢iim yapilmistir. Standartlarin konsantrasyonu ve absorbans
degerleri kullanilarak konsantrasyon-absorbans degerleri grafigi olusturulmustur.
Standart egrinin denkleminden yararlanilarak 6rneklerin CAMP konsantrasyonlari

hesaplanmustir.

3.2.11 Floresan Boyama

3.2.11.1 Diheksilokarbosiyanin Iyodiir (DiOCs) Boyama

Hiicre hatlarinda mitokondri membran potansiyelindeki degisikleri gostermek
amactyla DiOCgs boyama islemi yapilmistir. Bu amacla 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
petrisine her bir kuyuda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. Bir gece boyunca
hiicrelerin yapismasi i¢in 37°C’de %5 CO; inkiibe edildikten sonra 500 nM aptamer
uygulanmustir ve 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuga
1nM DiOCs (ana stok: 4mM) boyas1 uygulanarak 15 dakika boyunca 37°C’de %5 CO>

etlivde bekletilip floresan mikroskobunda mavi filtre altinda ¢ekim alinmistir.

3.2.11.2 Propidyum Iyodiir (PI) Boyama

PI, canli hiicrelerin membranlarindan ge¢emeyen ancak Olii hiicrelerde membran
potansiyellerinin bozulmasindan kaynakli olarak hiicre icine girerek DNA’ya
baglanabilen bir boyadir. Bu 6zelliginden dolay1 fluoresan mikroskobu altinda canli
ve Oli hiicrelerin birbirinden ayirt edilmesinde kullanilmaktadir. Bu amagla 96
kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine her kuyuda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmustir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismas1 37°C’de %5 CO, beklendikten
sonra hiicrelere 500 NnM aptamer uygulanarak 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga 2 pg/ml PI (ana stok: 50 mg/ml) boyasi
uygulanarak 30 dakika etiivde bekletildikten sonra fluoresan mikroskobunda yesil

filtrede 6lii hiicreler kirmizi renk olarak goriintiilenmistir.

3.2.11.3 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

Hiicre hatlarinda DNA kiriklarinin gosterilmesinde DAPI boyasi kullanilmaktadir.
DAPI boyasi fluoresan mikroskobunda agik mavi renk (aqua) dalga boyundaki 15131
absorbe ederek mavi renkte bir 151k yaymaktadir. Bu amagla 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii petrisine her bir kuyucukta 5x10 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir

gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hiicrelere 500 nM aptamer
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uygulanmistir. 72 saat sonra her bir kuyucuga 1pg/ml DAPI (ana stok: ImM) boyasi
uygulanarak 10 dakika etiivde bekletildikten sonra fluoresan mikroskobu altinda mavi

filtrede DNA gozlemlenmistir.

3.2.11.4 Immiinofloresan (IF)

Hiicrelerdeki GHRH ve GH anlatimimi gdstermek amaciyla Immiinofléresan (IF)
yontemi kullanilmistir. Kullanilan kimyasallarin igerikleri Ekler boliimiinde Tablo
5.8‘de verilmistir. Hiicreler coversliplerin iizerine 2x10* hiicre olacak sekilde
ekilmistir. 1 gece 37 °C’de %5 COy, ile etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
medyalar uzaklastirilmistir ve 3 defa 1X PBS ile yikama islemi uygulanmistir.
Coversliplerin iistiine 15 dakika boyunca -80°C’de sogutulmus %100 methanol yavas
bir sekilde eklenmistir ve 10 dakika inkiibe edilmistir. Methanol uzaklastirilmistir ve
coverslipler kurumaya birakilmigtir. 3 kere 1X PBS ile yikma islemi
gerceklestirilmistir. 1 ml %0,1 Triton X-100 (1X PBS i¢inde) eklenmistir ve 15 dakika
inkiibe edilmistir. 3 kere 1X PBS ile, 3 kere 500 ul PBB soliisyonu ile yikama islemi
uygulanmistir. 1 ml bloklama soliisyonu ile oda sicakliginda orbital karistiricida (10-
15 g) de 60 dakika inkiibe edilmistir. 3 kere 500 ul PBB soliisyonu ile yikanmustir.
Hazirlanan primer coverslipin iizerini kaplayacak sekilde yerlestirilmistir. Daha sonra
kuyularin {izerine gergin bir sekilde 1slak filtre kagidi ile kapatilmigtir ve {izeri folyo
ile kaplanmistir ve +4°C’de orbital calkalayicida (10-15 g) gece boyu inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra 3 kere 500 ul PBB soliisyonu ile yikanmustir.
Hazirlanan sekonder coverslipin iizerine koyulmustur. Daha sonra kuyularin {izerine
gergin bir sekilde 1slak filtre kagidi koyulmustur ve +4°C calkalayicida (10-15 g) 60
dakika inkiibe edilmistir. 3 kere 500ul PBB soliisyonu ile yikanmustir. Eger ikili
boyama islemi yapilacaksa tekrar bloklama soliisyonu eklenmistir ve 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edilme asamasindan protokol diger boyama islemi igin
tekrarlanmistir. Son islem yapildiktan sonra 1 ul DAPI (ana stok: 1 mM) boyasi (1X
PBS ile 1:1000 diliisyon) coverslipin iizerine koyulmustur ve 10 dakika orbital
calkalayicida karanlikta inkiibe edilmistir. Lam {izerine 1 damla 1X PBS
damlatilmistir ve coverslip hiicreler altta kalacak sekilde lam tizerine kapatilmistir ve
floresan mikroskobu ile ¢ekim alinmistir. Cekim sonrasi coverslip tekrar petrilere

alinmustir izerine 1ml 1X PBS icinde +4°C’de saklanmustir.
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3.2.11.5 Biotin isaretli X-Aptamerlerin MIA PaCa-2 hiicre yiizeyine baglandiginin
immunofloresan boyama ile gésterilmesi

MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicreleri doza bagli aptamerlerin (0-500 nM) hiicrelere
baglandigin1 gostermek iizere her kondiisyon icin coversliplere 2x10° hiicre olacak
sekilde ekilmistir. Ekimi takiben 72 saat 0, 50, 100, 250, 500 nM aptamer uygulamasi
bitiminde metanol ile hiicreler fikse edilmis ve permeabilizasyon islemini takiben
hiicrelere 1 pl Streptavidin ¢ozeltisi ile 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmis, 1 ul Biotin
cozeltisi eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edilip, 3 defa PBB ile yikanarak
immunofloresan bloklama ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 1 saat bloklanmistir
(Invitrogen™ Endogenous Biotin-Blocking Kit Katalog Numarasi: E21390).
Bloklama sonrasi hiicreler 3 defa 1X PBS ile yikandiktan sonra 1X PBS ile 1:1000
oraninda hazirlanan Streptavidin-Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific katalog
numarast: S11223) ile oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. 3 defa PBS ile
yikama sonrasinda 1ml PBS icinde 1 pg/ml DAPI uygulanarak 10 dakika inkiibe
edilmistir. Hiicrelerin fikse halde bulundugu lameller temiz bir lam {izerine ters

kapatilarak floresan mikroskopta goriintiiler alinarak fotograflar ¢cekilmistir.

3.2.11.6 Ca*? Green Boyamast

Hiicreler 12 kuyucuklu petrilere 2x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler
yapismast icin 1 gece 37°C’de %5 CO; etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
0,5uM aptamer uygulanmistir ve 72 saat inkiibasyondan sonra her kuyuya 1 uM Ca*?
Green (Thermo Fisher Scientific katalog numarasi: C3011MP) eklenerek 45 dakika

37°C inkiibe edilmis ve floresan mikroskobu altinda mavi filtrede ¢ekim alinmustir.

3.2.12 Hiicre Akis Sitometresi

3.2.12.1 PI Analizi

Aptamer uygulamasina bagl olarak hiicre popiilasyonunun hiicre devri fazlarindaki
dagilimim1 DNA igerigine gore analiz etmek i¢in PI boyasi kullanilmaktadir. Bu
amagla 6 kuyucuklu petriye her bir kuyuda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hiicrelere
0,5uM dozunda aptamer 72 saat boyunca uygulanmstir. Inkiibasyon sonrasinda
hiicreler Tripsin-EDTA yardimiyla kaldirilmistir. +4°C’de 2000 g’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre pelletleri 1X PBS ile 2 defa yikandiktan sonra
500 ul %70°lik soguk etanol ile fiksasyon islemi yapilmistir. 1 hafta boyunca -20°C’de
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler +4°C’de 2000 g’de 5 dakika
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santrifiij edilerek etanol uzaklagtirilmistir. Ardindan 1X PBS ile yikanan hiicre
pelletine santrifiijleme islemi yapilmistir ve 1X PBS uzaklagtirilmistir. Daha sonra
pelletler 6nce 245 ul 1X PBS’de ¢6ziiliip sonrasinda ise 25 pg RNaz (10 mg/ml) ve 25
ug PI boyast (10 mg/ml) ile muamele edilmistir. 37°C’de karanlikta 30 dakika inkiibe
edilerek hiicreler FL-2A filtresi (585/400 nm) kullanilarak 10* hiicrenin (BD Accuri™

C6) hiicre akis sitometresi cihazinda analizi yapilmistir.

3.2.12.2 Annexin V/PI analizi

Hiicreler 3x10° olacak sekilde 6 kuyucukluk petrilere ekilmistir ve yapistiktan sonra
500 nM X-Aptamer uygulanmistir. 72 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildikten sonra
Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 2 defa soguk PBS ile yitkanmigtir. Yikama igleminden
sonra BD biosciences FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit (Katalog Numarast:
556547) i¢inde bulunan 10X baglanma tamponu 1X baglanma tamponuna gevrilmistir
ve 100ul eklenerek pellet resiispanse hale getirilmistir. Annexin V ve Pl boyasindan
3ul eklenerek 15 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildikten sonra hiicre
akis sitometresi cihazinda FL-3A ve FL-2A filtrelerinde 1x10? hiicre okutularak (BD

Accuri™ C6) analizi yapilmaistir.

3.2.13 Istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglar en az ii¢ deney tekrarinin ortalamasidir. Deneylerden elde edilen
tiim sayisal sonuglar GraphPad Prism 8.0. kullanilarak grafik haline doniistiiriilmiis ve
istatistiksel olarak analizleri bu program sayesinde gerceklestirilmistir. Anlamlh
degisimler i¢in p degeri sirasiyla ns > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
**** p < 0,0001 olarak verilmistir. GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerlerinin
olas1 iki boyutlu yapilar1 ve potansiyel serbest enerji diizeyleri mfold web (tool)
programi (http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold)  kullanilarak  g¢izilmistir.
TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 06zgii potansiyel X-Aptamerlerinin Kd
degerlerinin hesaplana bilmesi i¢in Sigma Plot 14.0 programi non-lineer regrasyon

analizi kullanilmistir.
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BOLUM 4 SONUCLAR

41GHRH 1-29 OZGU X-APTAMERLERIN SENTEZ EDILMESI VE
DIiZILERININ BELIRLENMESI

Potansiyel yiiksek afiniteli GHRH 1-29 6zgii aptamer sentez edebilmek amaci ile AM
Biotechnologies firmasindan satin alinan aptamer sentez kiti kullanilmistir. GHRH 1-
29 6zgii aptamerler kitin iiretici firmasinin 6nerdigi sekilde yapilan deneyler ile elde
edilmistir. 1 numarali tiipiin i¢ine DNA havuzu, 2 numarali tiip i¢ine biotinlemis
GHRH 1-29, magnetik partikiiller ve¢ DNA havuzu eklenmistir. Deneysel prosediir
uygulandiktan sonra %2,5 agaroz jel goriintiilerine gore yaklasik olarak 80 b¢ GHRH
1-29 6zgii X-Aptamerler elde edilmistir (Sekil 4.1).

A. 1 2 3 4 5 6 7

100 be
50 be

100 be
50 be

Sekil 4.1 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer sentez kiti kullanilarak elde edilen
potansiyel X-Aptamerlerin PCR sonuclarimin agaroz jelde gosterilmesi

Tiip 1: DNA kiitliphanesi, Tiip 2: DNA kiitiiphanesi+ Biotinli GHRH 1-29+ magnetik partikiil
A. 1. 50 bp marker 2. Tiip 1 14 dongii 3. Tip 1 18 dongii 4. Tiip 1 22 dongii 5. Tiip 2 14 dongii 6. Tiip
2 18 dongii 7. Tiip 2 22 dongii B. 1. 50bp Marker, 2. Tiip 1 22 dongii, 3. Tiip 2 22 dongii
X-Aptamerler, AM Biotechnologies firmasindan satin alinan GHRH 6zgii X-Aptamer sentez Kiti
kullanilarak elde edilmistir. Kitin 6nerdigi protokol degistirilmeden uygulanmistir. GHRH 1-29
peptidi biotinlemistir ve DNA havuzu ile inkiibe edilerek GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerler segilmistir.
Segilen X-Aptamerler PCR y6ntemi kullanilarak 14-18-22 dongii olacak sekilde gogaltilmistir. PCR

irtinleri %2,5’liik agaroz jelde goriintiilenmistir.
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PCR firiinleri yeni nesil sekanslama islemi icin AM Biotechnologies firmasina
gonderilmistir. Yeni nesil sekanslama islemi firma tarafindan gergeklestirilmistir.
Firmadan gelen yeni nesil dizileme sonuglarina gore GHRH 1-29 peptidi i¢in 5 adet
potansiyel X-Aptamer sentezlenmistir. Sentezlenen X-Aptamerlerin niikleotid dizileri

Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 GHRH 1-29 ézgii X-Aptamer sentez Kiti ile elde edilen potansiyel
X-Aptamerlerin niikleotid dizileri

GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerler AM Biotechnologies firmasi tarafindan yeni nesil sekanslama iglemi
ile sentez edilmis ve sentez edilen X-Aptamerlerin niikleotid dizileri firma tarafindan bildirilmistir.

Sentez islemi firma tarafindan yapilarak elimize ulastirilmistir.

APTAMER iSIMLERI GHRH 1-29 OZGU APTAMERLERIN NUKLEOTID DiZiLERI
TKY.T2.02 TTTTTTTCACGACCYAWGWYCGWGCAGCACAGTAAWGGGACGTGGGCCCATG
TKY.T2.06 TTTTTTTGCCCACCYCCGWYCGCWGGCCACAGAYAWGCAGTGXCGYGCCATG
TKY.T2.07 TTTTTTTCACGACGYACGWYCGCWGGACGAACCCAWTCACCGTGGGCCCATG
TKY.T2.08 TTTTTTTGCCCACAYWWGWYCGGGGGACGAACCACAAGGGCGTGGGCCCATG
TKY.T2.09 TTTTTTTCACGACAYGCCYGTGGGCAACGAACCGCACGCCCGTGGGCCCATG

GHRH 1-29 6zgii elde edilen potansiyel X-Aptamerlerin niikleotid dizilerine gore
potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerin olasi iki boyutlu yapilari mfold web
(tool) programi kullanilarak belirlenmistir (http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold).
Bazi X-Aptamerlerin potansiyel serbest enerji diizenegine gore alternatif olarak birden
cok olast iki boyutlu yapist ¢izilmistir. Mfold programinda DNA folding form
secilmistir. Katlanma sicakligi olarak 37°C olarak ayarlanmistir. Iyon konsantrasyonu
1 M Na"ve 0 M Mg** olarak belirlenmistir ve DNA dizisi ise linear olarak se¢ilmistir.

Bu tercihler kullanilarak olasi iki boyutlu yapilar olusturulmustur.

TKY.T2.02 potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri i¢in 2 fakli iki boyutlu yapisi
bulunmustur. Bu iki boyutlu yapilar i¢in ilk potansiyel serbest enerji degeri 3,82 ¢ikmis

ve diger deger 2,92 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 TKY.T2.02 potansiyel GHRH 1-29 ozgii X-Aptamer i¢in serbest enerji
degerleri ve olasi iki boyutlu yapilarimin gosterilmesi

TKY.T2.02 potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer i¢in potansiyel serbest enerji degerleri ve olasi
iki boyutlu yapilart Mfold programi kullanilarak belirlenmistir.
TKY.T2.06 potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri i¢in Mfold programi1 2 fakl iki
boyutlu yapi ¢izilmistir. Bu iki boyutlu yapilar i¢in ilkinde potansiyel serbest enerji
degeri 4,07 belirlenmis diger olas1 2D yapi i¢in serbest enerji degeri 3,68 olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 TKY.T2.06 potansiyel GHRH 1-29 ozgii X-Aptamer icin serbest enerji
degerleri ve olasi iki boyutlu yapilarimin gosterilmesi

TKY.T2.06 potansiyel GHRH 1-29 6zgti X-Aptamer i¢in potansiyel serbest enerji degerleri ve olasi
iki boyutlu yapilar1 Mfold programi kullanilarak belirlenmistir.

TKY.T2.07 potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri i¢in 1 tane iki boyutlu yap1

cizilmistir. Bu iki boyutlu yap1 i¢in potansiyel serbest enerji degeri 5,78 ¢ikmigtir
(Sekil 4.4).

50 T T

Sekil 4.4 TKY.T2.07 potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer icin serbest enerji
degerleri ve olasi iki boyutlu yapilarimin gosterilmesi

TKY.T2.07 potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer i¢in potansiyel serbest enerji degerleri ve olasi
iki boyutlu yapilar1 Mfold programi kullanilarak belirlenmistir.
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TKY.T2.08 potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri i¢in mfold programi 2 fakli iki
boyutlu yap1 olusturulmustur. Bu iki boyutlu yapilar i¢in ilkinde potansiyel serbest
enerji degeri 6,44 ¢ikmistir. Digeri igin bu deger 5,84 tiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 TKY.T2.08 potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer icin serbest enerji
degerleri ve olasi iki boyutlu yapilarimin gosterilmesi

TKY.T2.08 potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer i¢in potansiyel serbest enerji degerleri ve olast
iki boyutlu yapilar1 Mfold programi kullanilarak belirlenmistir.

TKY.T2.09 potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri igin 1 tane iki boyutlu yapi
cizilmistir. Bu iki boyutlu yap1 i¢in potansiyel serbest enerji degeri 7,57 ¢ikmustir
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 TKY.T2.09 potansiyel GHRH 1-29 ozgii X-Aptamer icin serbest enerji
degerleri ve olasi iki boyutlu yapilarimin gosterilmesi

TKY.T2.09 potansiyel GHRH 1-29 6zgti X-Aptamer i¢in potansiyel serbest enerji degerleri ve olasi
iki boyutlu yapilar1 Mfold programi kullanilarak belirlenmistir.

4.2 GHRH 1-29 OZGU X-APTAMERLERIN BAGLANMA AFINITELERININ
GOSTERILMESI

GHRH 1-29 ile X-Aptamerlerin baglanma afinitelerinin tespit edilmesi i¢in dot blot
yontemi kullanilmigtir. AM Biotechnologies firmasi tarafindan sentezlenen potansiyel
GHRH 1-29 X-Aptamerlerinin 5’ ucu biotinli olarak sentezlenmistir. Dot blot
yonteminde HRP/Streptavidin  ve  TMB-H,O, reaksiyonu ile renk degisimi
olusmaktadir. Renk degisim miktarin1 belirlemek amaciyla Image J programi
kullanilmigtir. Aptamer (-) spotunun yogunluk degeri diger X-Aptamerlerin
spotlarinin yogunluk degerleri ile normalize edilerek baglanma profili orantisal olarak
grafik haline getirilmistir. Elde edilen grafige gore biitiin aptamerlerin baglanma
afiniteleri aptamer olmayan gruba gore yiiksek ¢ikmistir. TKY.T2.02, TKY.T2.06,
TKY.T2.07, TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerleri kat sayisal olarak
incelendiginde aptamer olmayan olan dota kiyasla TKY.T2.02 i¢in 1,9 Kkat,
TKY.T2.06 i¢in 1,6 kat, TKY.T2.07 i¢in 1,9 kat, TKY.T2.08 i¢in 2 kat, TKY.T2.09
i¢in 1,8 kat spot yogunlugunda artma tespit edilmistir. Istatistiksel analizlere gore tiim
X-Aptamerlerin aptamer uygulanmayan spota kiyasla anlamli artisinin oldugu
belirlenmistir (**** P < 0.0001) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 GHRH 1-29 peptidi ile GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerlerin
baglanma afinitelerinin dot blot yontemi ile gosterilmesi

GHRH 1-29 peptidi ile GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerin baglanma afinitelerinin tespit edilmesi igin
500 nM X-Aptamer ile 500nM GHRH 1-29 peptidi inkiibe edilmistir ve membrana emdirilmistir.
HRP/Streptavidin uygulanmistir ve TMB-H,0; reaksiyonu ile renk degisimi olusturulmustur (**** p
<0,0001).

Sentez edilen X-Aptamerlerden sirasi ile 2 kat ve 1,8 kat spot analizinde yiiksek ¢ikan
TKY.T2.08, TKY.T2.09 doza bagli GHRH 1-29 peptide baglanma afiniteleri tespit
edilmistir. Bunun igin ilk olarak 500 nM GHRH 1-29 peptidi sabit tutularak 0 ile 1000
nM arasinda degisen X-Aptamer miktarlar1 kullanilarak baglanma afinitelerine gore
secilen TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 potansiyel GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlere dot
blot uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore 500 nM GHRH 1-29 peptidi i¢in X-
Aptamer miktar1 arttik¢a orantili olarak baglanma afiniteside artmaktadir. Image J
programi kullanilarak elde edilen degerler kullanilarak sigma plot programi ile non-
lineer regrasyon analizi iizerinden grafik ¢izilmistir. Olusturulan grafikler kullanilarak
her iki X-Aptamer i¢inde Kd degerleri hesaplanmistir. Sigma plot programi aracili
analize gore TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri i¢in Kd degeri 48.19 nM
belirlenmistir. TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri i¢in Kd degeri 24.20 nM

olarak belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 GHRH 1-29 6zgii potansiyel TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-
Aptamerlerinin X-Aptamer dozuna bagh (0-1000 nM) olarak baglanma
afinitelerinin dot blot yontemi ile gosterilmesi

0-1000 nM dozlarinda GHRH 1-29 6zgii TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerleri 500 nM GHRH 1-
29 peptidi ile inkiibe edilmistir ve membrana emdirilmistir. HRP/Streptavidin uygulanmistir ve TMB-

H,0; reaksiyonu ile renk degisimi olusturulmustur.
Secili olasi GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerin doza bagli GHRH 1-29 peptidine
baglanma afiniteleri dot blot analizi ile tespit edilmeye calisilmistir. 500 nM X-
Aptamer miktar1 sabit alinarak 0 ile 1000 nM arasinda GHRH 1-29 peptiti i¢in
yapilmustir. Her iki X-Aptamer i¢inde 750 nM GHRH 1-29 miktarina kadar azalma ve
1000 nM GHRH 1-29 proteininde ise TKY.T2.08 X-Aptameri i¢in 1,4 kat, TKY.T2.09
X-Aptameri igin 1,6 kat artis goriilmustiir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 GHRH 1-29 6zgii potansiyel TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-
Aptamerlerinin GHRH 1-29 peptit dozuna bagh (0-1000 nM) olarak baglanma
afinitelerinin dot blot yontemi ile gosterilmesi

500 nM GHRH 1-29 6zgii TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerleri 0-1000 nM GHRH 1-29 peptidi
ile inkiibe edilmistir ve membrana emdirilmistir. HRP/Streptavidin uygulanmistir ve TMB-H20-

reaksiyonu ile renk degisimi olusturulmustur.

4.3 FARKLI HUCRE HATLARINDA GHRH ANLATIM PROFILLERININ
GOSTERILMESI

GHRH 1-29 peptidine 6zgi secili X-Aptamerlerin GHRH anlatimi olan ve aktif
GHRH-R sinyaline sahip kanser hiicreleri {izerindeki anti-proliferatif etkisinin
gosterilmesi icin laboratuvarimizda hali hazirda mevcut olan kanser hiicrelerinde
GHRH sentez ve salinimi immunoblotlama, immunofloresan ve ELISA yontemleri ile
gosterilmigtir. Prostat Kanseri hiicre hatt1 PC3, pankreas kanseri hiicre hatti MIA
PaCa-2, normal epitel hiicre hattt PNT1A, kolon kanseri hiicre hatt1 HT29 ve prostat
kanseri hiicre hatt1 LNCaP hiicrelerinde GHRH protein anlatimin gosterilebilmesi igin
immunoblotlama yontemi kullanilmistir. MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde
GHRH 12 kDa GHRH protein izoformunun anlatiminin yiiksek oldugu tespit
edilmistir. HT29 kolon kanseri hiicrelerinde 17 kDa GHRH protein izoformunun
anlatimmin oldugu tespit edilmistir. LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde 17 kDa

GHRH anlatiminin HT29 kolon kanseri hiicresine kiyasla daha diisiik oldugu tespit
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edilmistir. PNT1A normal epitel prostat hiicrelerinde 12 kDa GHRH anlatimin oldugu
belirlenmistir. PC3 prostat kanseri hiicrelerinde ise 17 kDa GHRH anlatiminin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir ve daha az oranda 12 kDa anlatimi tespit edilmistir
(Sekil 4.10). immunoblotlama sonuglarina gére MIA Paca-2 pankreatik kanser, HT-
29 kolon kanseri ve PC3 prostat kanseri hiicrelerinden yiiksek GHRH anlatiminin
oldugu, LNCaP prostat kanseri hiicreleri ve PNT1A prostat epitel hiicresinde GHRH

anlatiminin diisiik oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.10 MIA PaCa-2, HT29, LNCaP, PNT1A, PC3 hiicre hatlarinda GHRH
anlatim profillerinin immnoblotlama yontemi ile gosterilmesi

1. MIA PaCa-2 2. HT 29 3. LNCaP 4. PNT1A 5. PC3

Hiicreler 100 mm’lik petrilere ekilmistir, morfoloji aldiktan sonra medyalar1 degistirilmistir. 48 saat
sonra protein izolasyonu uygulanmigtir. 80 pg protein hazirlanarak %12’lik SDS-PAGE jelde
yiiriitiilmiistiir ve PVDF membrana aktarilmistir. Bio-Rad ChemiDoc™ MP cihazi kullanilarak CCD

kamera ile ¢ekim alinmistir.

Elde edilen immnoblotlama sonuglarinda GHRH proteinin 12 kDa ve 17 kDa olan iki
varyanti belirlenmistir. GHRH proteini anlatim profilleri tespit edilen kanser hiicre
hatlarinda immunofloresan boyama yontemi uygulanmustir. Immunoblotlama
sonugclari ile paralellik gosterecek sekilde pankreas kanseri hiicre hatt1 olan MIA PaCa-
2, kolon kanseri hiicre hattt HT29 ve prostat kanseri hiicre hatt1 olan PC3 hiicrelerinde
ylksek miktarda GHRH anlatimi oldugu immunofloresan yontemi ile tespit edilmistir

(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 MIA PaCa-2, HT29, PC3, PNT1A, LNCaP hiicre hatlarinda GHRH
anlatim profillerinin immunofloresan (IF) yontemi ile gosterilmesi

Hiicreler lamlarin tizerine ekilmistir ve morfoloji aldiktan sonra medyalar1 yeni medya ile
degistirilmistir. 48 saat sonra hiicreler fikse edilmistir. GHRH antikoru uygulanmistir ve floresan

mikroskobu altinda ¢ekim alinmistir (Bilytitme orani: 20X).

Immunofloresan ve immunoblotlamadan elde edilen sonuglarla MIA PaCa-2, HT29,
PC3 ve PNT1A hiicrelerinde GHRH anlatimi tespit edildikten sonra hiicrelerin
medyaya saliman GHRH miktarini belirlemek i¢in ELISA yontemi kullanilmagtir.
Standart proteinlerin konsantrasyonlarina gore farkli hiicre hatlarinda medyada
bulunan GHRH konsantrasyonu hesaplanmistir ve grafik cizilmistir. Elde edilen
sonuclar degerlendirildiginde pankreas kanseri hiicre hatti olan MIA PaCa-2 1518
pg/ml, HT29 kolon kanseri hiicre hatt1 i¢in 1556 pg/ml, prostat kanseri hiicre hatti
LNCaP i¢in 832 pg/ml, normal epitel prostat hiicre hattt PNT1A i¢in 668 pg/ml ve
prostat kanseri hiicre hatt1 olan PC3 igin 1453 pg/ml GHRH proteinin medyaya
salindig1 tespit edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 MIA PaCa-2, HT29, LNCaP, PNT1A, PC3 hiicre hatlarinda medyaya
salman GHRH miktarinin GHRH ELISA yéntemi ile gosterilmesi

Hiicreler ekildikten 48 sonra medyalari alinmistir ve filtreden gegirilmistir. Elabscience human GHRH

ELISA kiti kullanilarak deney gergeklestirilmistir.

Immnofloresan, immunoblotlama ve ELISA deneylerinden elde edilen veriler
degerlendirildiginde pankreas kanseri hiicre hatti olan MIA PaCa-2 ve kolon kanseri
hiicre hatt1 olan HT29 hiicrelerinde en yiiksek GHRH anlatim profilinin oldugu tespit
edilmistir. MIA PaCa-2 ve HT29 hiicrelerine kiyasla prostat kanseri hiicre hatt1 olan
PC3 ve LNCaP daha az GHRH anlatiminin oldugu tespit edilmistir. PNT1A hiicre

hattinda normal epitel hiicrelerinde daha az GHRH anlatimi tespit edilmistir.

4.4 GHRH 1-29 OZGU POTANSIYEL X-APTAMERLERIN GHRH SINYALI
UZERINE KET VURUCU ETKIiSININ GOSTERILMESI

GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerlerin GHRH sinyali iizerine ket vurucu
etkisini gosterebilmek amaciyla GHRH’in asagi yolak elemanlart GH ve GHRH-R
anlatim profilleri IF yontemiyle en yiiksek GHRH anlatimi bulunan pankreas kanseri
hiicre hatt1 olan MIA PaCa-2 hiicrelerinde gosterilmistir. Hiicrelere 72 saat boyunca
500 nM GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerler uygulanmistir ve MIA PaCa-2
hiicre hattinda GHRH anlatimin arttirilmas1 amaciyla hiicrelere disaridan ilave olarak
500 nM GHRH 1-29 peptidi uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gére kontrol grubu
hiicrelerine kiyasla TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin GH ve GHRH-R
anlatimina bliyiik oranda ket vurdugu goriilmiistiir. TKY.T2.07 X-Aptamerin ise diger

aptamerlere gore daha az ket vurucu etkisinin oldugu tespit edilmistir. Pozitif kontrol
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olarak GHRH 1-29 peptidi her hiicreye verilerek yiikksek GH ve GHRH-R anlatim
profilleri gosterilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 X-Aptamerlerin GHRH sinyali asagi yolak elemanlar1 olan GH ve
GHRH-R anlatimlari iizerine etkisinin immunofloresan (IF) yontemi ile
gosterilmesi

Hiicreler lamlarin tizerine ekilmistir ve morfoloji aldiktan sonra 500 nM GHRH 1-29 6zgii
TKY.T2.07, TKY.T2.08, TKY.T2.09 X-Aptamerleri 72 saat boyunca hiicrelere uygulanmustir. 72
saatin sonunda hiicreler fikse edilmistir. GH ve GHRH-R antikorlar1 uygulanmstir ve floresan

mikroskobu altinda ¢ekim alinmistir (Biiyiitme orani: 20x).

MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde GHRH sinyaline ket vurdugu GH ve
GHRH-R incelenerek immunofloresan yontemiyle tespit edildikten sonra GHRH
sinyalinin en ¢ok etki ettigi cAMP aktivitesi kontrol edilmek istenmistir. Boylece
GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerlerin GHRH sinyaline ket vurucu etkisinin
hiicre i¢i cAMP aktivitesine bagli olarak pankreas kanseri hiicre hattt MIA PaCa-2 ve
kolon kanseri hiicre hatti HT29 belirlenmistir. MIA PaCa-2 hiicre hatt1 igin kontrol
grubunda 198 nM, TKY.T2.07 i¢in 184 nM, TKY.T2.08 i¢in 232 nM, TKY.T2.09 i¢in
205 nM cAMP aktivitesi belirlenmistir. HT29 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubunda 202
nM, TKY.T2.08 i¢in 244 nM, TKY.T2.09 i¢in 243 nM cAMP aktivitesi belirlenmistir.
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Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde GHRH 1-29 o6zgii potansiyel X-
Aptamerlerin kontrol grubuna goére CAMP hiicre i¢i konsantrasyonunu iizerinde
istatiksel olarak herhangi bir farkliliga neden olmadig1 ve MIA PaCa-2 hiicre hattinda
TKY.T2.08 istatiksel olarak anlamli olmadan cAMP konsantrasyonu arttig1 tespit
edilmistir. Bu nedenden dolay1 iki segili X-Aptamer TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GH
ve GHRH-R’nin baskiladigini gosterdigimiz igin tekrar cAMP konsantrasyonu
gosterilmeye calisilmistir. HT29°da GHRH anlatimi yiiksek oldugu i¢in MIA PaCa2
hiicrelerindeki sonuglar X-Aptamerlerin cAMP konsantrasyonu iizerindeki etkinligi
irdelenmistir. Sonuclar degerlendirildiginde istatiksel olarak kontrole kiyasla belirgin
bir farklilik tespit edilememis olsa da her iki X-Aptamerde cCAMP konsantrasyonunun

arttig1 gosterilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerlerin GHRH sinyaline ket
vurucu etkisinin hiicre i¢ci cAMP aktivitesine bagh olarak gosterilmesi

Hiicreler i¢inde FBS bulunmayan medya ile ekilmistir. Morfolojileri olustuktan sonra 500 nM GHRH
1-29 6zgii TKY.T2.07, TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerleri 72 saat boyunca uygulanmistir.
Uygulama sonunda Cell Signaling Technology Cyclic AMP XP® Assay Kit kullanilarak deney
gergeklestirilmistir (ns > 0,05).

MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde bagli olan Ca*? miktar1 incelendiginde
TKY.T2.09’un TKY.T2.08 kiyasla daha fazla Ca*? 1s1mas1 yaptig1 tespit edilmistir.
HT29 bir baska GHRH anlatimi1 olan kolon kanseri hiicrelerinde ise her iki X-Aptamer
icinde Ca*2131mast tespit edilmistir. Fakat TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-
Aptamerinin daha fazla Ca*? 1simasma neden oldugu belirlenmistir. PC3 prostat
kanseri hiicre hattinda MIA PaCa-2 ve HT29 hiicre hatlarina kiyasla daha az GHRH
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anlatim1 olsa da bu hiicrelerde TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin Ca*?
lizerine etkisi Ca*? green boyamasi ile belirlenmistir. PNT1A normal epitel prostat
hiicrelerinde az miktarda GHRH anlatimi1 olsa da her iki X-Aptamerinde Ca*? iizerine
etkisi Ca'™? green boyamasinda tespit edilememistir. Pozitif kontrol olarak biitiin
hiicrelerde 10 pM tunikamisin uygulanmstir ve hiicrelerde bulunan bagli Ca*? miktar1
belirlenmistir (Sekil 4.15).
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Kontrol TKY.T2.08 TKY.T2.09 () Kontrol

Isik
Mikroskobu

MIA PaCa-2

Ca*2 Green
Boyamasi

Isik 3
Mikroskobu |

HT29

Ca*2 Green
Boyamasi

Isik
Mikroskobu |

PC3

Ca*2 Green
Boyamasi

Isik
Mikroskobu

PNTIA

Ca*? Green

Boyamasi

Sekil 4.15 TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-
Aptamerlerin MIA PaCa-2, HT29, PC3 ve PNT1A hiicre hatlarindan GHRH
sinyaline ket vurucu etkisinin Ca*? green boyamasi ile gosterilmesi

Hiicreler morfoloji aldiktan sonra 500 nM TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerler

72 saat boyunca uygulanmigtir. Pozitif kontrol olarak 10pM tunikamisin kullanilmistir. Uygulamadan

sonra 1 uM Ca*? green boyasi eklenmistir ve floresan mikroskobu altinda ¢ekim alinmustir (Biiyiitme
Orani: 20X).

GHRH 1-29 6zgii sentez edilen X-Aptamerlerin en yiikksek GHRH anlatim1 olan MIA
PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde baglanma afinetileri immunofloresan boyama
ile 5° ucu biotinle isaretli olan olas1 X-Aptamerlere Streptavidin-Alexa Fluor 488

uygulamasi ile tespit edilmistir. MIA PaCa-2 hiicrelerine doza bagli X-Aptamer
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miktar1 arttiginda reseptdre baglanma miktarinin arttig1 tespit edilmistir. TKY.T2.08
ve TKY.T2.09’un ligandla beraber hiicre yiizeyine baglandigi immunofloresan

yontemiyle belirlenmistir (Sekil 4.16).
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50 nM

TKY.T2.08
100 nM
TKY.T2.09
100 nM

TKY.T2.08
250 nM
250 nM

TKY.T2.09

TKY.T2.08
500 nM
TKY.T2.09
500 nM

MIA PaCa-2 MIA PaCa-2

Sekil 4.16 GHRH 1-29 6zgii potansiyel TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-
Aptamerlerin hiicrelerde baglanma bélgelerinin X-Aptamer dozuna bagh (0-
500 nM) olarak immunofloresan (IF) yontemi ile gosterilmesi

Hiicrelerin ekimi gergeklestirildikten sonra morfoloji almalar1 beklenmistir. Morfoloji alan hiicrelere
0-500 nM TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerleri 72 saat boyunca
uygulanmistir. Uygulamadan sonra hiicreler fikse edilmis, Endojen Biotin Bloklama Kiti

uygulanmasini takiben, Streptavidin Alexa Fluor 488 ile muamele edilerek floresan mikroskobunda

baglanma afiniteleri gosterilmistir (Biiyiitme Orani: 20X).

4.5 GHRH 1-29 OZGU X-APTAMERLERIN MIA PACA-2, HT29, PC3 VE
PNT1A HUCRE HATLARINDA HUCRE CANLILIGI VE MiTOKONDRIYEL
MEMBRAN POTANSIYELI UZERINE ETKIiLERININ GOSTERILMESI

X-Aptamerlerin GHRH 1-29 baglanma afiniteleri tespit edildikten sonra GHRH
anlatim profillerine gore secilen HT29 kolon kanseri, MIA PaCa-2 pankreas kanseri,
PC3 prostat kanseri ve PNT1A normal epitel prostat hiicre hatlarinda X-Aptamerlerin
hiicre canlilig1 lizerine etkisinin tespit edilebilmesi i¢in zamana ve doza bagli olarak
hiicre canlilig1 testi (MTT) uygulanmistir. Hiicrelere 24 saat, 48 saat, 72 saat olmak

tizere 0-500 NnM arasinda degisen X-Aptamer miktarlar1 uygulanmstir.

57



TKY.T2.02 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptameri i¢in elde edilen MTT
sonuclarina gore MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda 24 saat igin
degerlendirildiginde 100 nM igin hiicre canliligi %98, 250 nM i¢in hiicre canlilig
%91, 500 nM i¢in hiicre canliligi %97 olarak tespit edilmistir. 48 saat igin
degerlendirildiginde 100 nM i¢in %99, 250 nM i¢in %95, 500 nM icin %95 hiicre
canlilig1 goriilmiistiir. 72 saat i¢in degerlendirildiginde hiicre canlilik degerlerinin 100
nM i¢in %87, 250 nM i¢in %85, 500 nM ig¢in %93’e diistligii tespit edilmistir. HT29
kolon kanseri hiicre hattinda 24 saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM igin hiicre
canlili1 %82, 250 nM i¢in hiicre canlilig1 %90, 500 nM i¢in hiicre canlilig1 %82 olarak
tespit edilmistir. 48 saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM i¢in %88, 250 nM i¢in %87,
500 nM i¢in %97 hiicre canlilig1 goriilmiistiir. 72 saat i¢in degerlendirildiginde hiicre
canlilik degerlerinin 100 nM i¢in %86, 250 nM i¢in %88, 500 nM i¢in %71 oldugu
tespit edilmistir. PC3 prostat kanseri hiicre hattinda 24 saat i¢in degerlendirildiginde
100 nM i¢in hiicre canlilig1 %78, 250 nM ig¢in hiicre canlilig1 %79, 500 nM i¢in hiicre
canlilif1 %84 olarak tespit edilmistir. 48 saat icin degerlendirildiginde 100 nM igin
%98, 250 nM i¢in %97, 500 nM i¢in %98 hiicre canlilig1 goriilmiistiir. 72 saat icin
degerlendirildiginde hiicre canlilik degerlerinin 100 nM i¢in %99, 250 nM i¢in %90,
500 nM i¢in %94 olarak elde edilmistir. PNT1A normal epitel prostat hiicre hattinda
24 saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM ig¢in hiicre canlilig1 %96, 250 nM ig¢in hiicre
canlilig1 %95, 500 nM i¢in hiicre canlilif1 %97 olarak tespit edilmistir. 48 saat i¢in
degerlendirildiginde 100 nM i¢in %99 ,250 nM i¢in %98, 500 nM igin %95 hiicre
canlilig1 goriilmistiir. 72 saat i¢in degerlendirildiginde hiicre canlilik degerlerinin 100

nM i¢in %93, 250 nM igin %90, 500 nM igin %99 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 TKY.T2.02 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerin MIA PaCa-2,
HT29, PC3 ve PNT1A hiicrelerinde doza ve zamana bagh olarak hiicre canlhihg:
uizerine etkisinin MTT yontemiyle gosterilmesi

Hiicreler 24 s, 48 s ve 72 s boyunca 0-500 nM GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer ile inkiibe edildikten
sonra MTT ydntemiyle analiz edilmistir. MIA PaCa-2, HT29, PC3 deney gruplari 4 tekrarli 1 deneyin
ortalamast alinarak hesaplanmistir. PNT1A deney grubu 4 tekrarl 2 deneyin ortalamast alinarak
hesaplanmustir (Ns > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01).

TKY.T2.06 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptameri i¢in elde edilen MTT
sonuclarina gore MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda 24 saat igin
degerlendirildiginde 100 nM i¢in hiicre canlilif1 %90, 250 nM i¢in hiicre canlilig
%80, 500 nM igin hiicre canliligi %85 olarak tespit edilmistir. 48 saat igin
degerlendirildiginde 100 nM i¢in %98, 250 nM i¢in %97, 500 nM icin %98 hiicre
canlilig1 goriilmistiir. 72 saat i¢in degerlendirildiginde hiicre canlilik degerlerinin 100
nM i¢in %93, 250 nM i¢in %88, 500 nM i¢in %97 e diistiigii goriilmiistiir. HT29 hiicre
hattinda 24 saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM ig¢in hiicre canlilifi %91, 250 nM
i¢in hiicre canliligi %93, 500 nM ic¢in hiicre canlilig1 %98 olarak tespit edilmistir. 48
saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM i¢in %94, 250 nM igin %97, 500 nM ig¢in %93
hiicre canliligi goriilmiistiir. 72 saat i¢in degerlendirildiginde hiicre canlilik

degerlerinin 100 nM i¢in %89, 250 nM icin %97, 500 nM i¢in %85’e diistiigii
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goriilmiistiir. PC3 prostat kanseri hiicre hattinda 24 saat i¢in degerlendirildiginde 100
nM ic¢in hiicre canlilifi %98, 250 nM i¢in hiicre canliligi %97, 500 nM i¢in hiicre
canlilig1 %98 olarak tespit edilmistir. 48 saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM i¢in
%98, 250 nM igin %98, 500 nM icin %89 hiicre canlilig1 goriilmiistiir. 72 saat i¢in
degerlendirildiginde hiicre canlilik degerlerinin 100 nM i¢in %89, 250 nM i¢in %91,
500 nM igin %96’e diistiigli goriilmiistiir. PNT1A normal epitel prostat hiicre hattinda
24 saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM ig¢in hiicre canlilig1 %89, 250 nM ig¢in hiicre
canlilig1 %73, 500 nM i¢in hiicre canlilif1 %84 olarak tespit edilmistir. 48 saat i¢in
degerlendirildiginde 100 nM i¢in %81 ,250 nM i¢in %81, 500 nM icin %80 hiicre
canlilig1 goriilmiistiir. 72 saat i¢in degerlendirildiginde hiicre canlilik degerlerinin 100

nM i¢in %83, 250 nM igin %82, 500 nM i¢in %89’e distiigli gorilmiistiir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 TKY.T2.06 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerin MIA PaCa-2,
HT29, PC3 ve PNT1A hiicrelerinde doza ve zamana bagh olarak hiicre canlhihg:
iizerine etkisinin MTT yontemiyle gosterilmesi

Hiicreler 24 s, 48 s ve 72 s boyunca 0-500 nM GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer ile inkiibe edildikten
sonra MTT yontemiyle analiz edilmistir. MIA PaCa-2, HT29, PC3 deney gruplar 4 tekrarli 1 deneyin
ortalamasi alinarak hesaplanmigtir. PNT1A deney grubu 4 tekrarli 2 deneyin ortalamasi alinarak

hesaplanmugtir (ns > 0,05, * p < 0,05, ** p <0,01).
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TKY.T2.07 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptameri igin elde edilen MTT verilerine
gore MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda 24 saatin ardindan
degerlendirildiginde 100 nM igin hiicre canliligi %98, 250 nM i¢in hiicre canlilig
%90, 500 nM icin hiicre canlilig1 %90 olarak tespit edilmistir. 48 saatin ardindan
degerlendirildiginde 100 nM igin %99, 250 nM igin %97, 500 nM igin %94’e kadar
gerilemistir. 72 saatin ardindan degerlendirildiginde ise hiicre canlilik degerleri 100
nM i¢in %98, 250 nM i¢in %98, 500 nM i¢in %98 olarak karsimiza ¢ikmistir. HT29
kolon kanseri hiicre hattinda 24 saatlik uygulama sonucunda 100 nM i¢in hiicre
canlili1 %92, 250 nM i¢in hiicre canlilig1 %99, 500 nM i¢in hiicre canlilig1 %93 olarak
tespit edilmistir. 48 saatlik uygulama sonucunda 100 nM i¢in %95, 250 nM ig¢in %91,
500 nM i¢in %99 hiicre canliligi goriilmiistiir. 72 saatlik uygulama sonucunda
karsilasilan hiicre canlilik degerleri 100 nM i¢in %90, 250 nM i¢in %91, 500 nM i¢in
%99 olarak tespit edilmistir. PC3 prostat kanseri hiicre hattinda 24 saat i¢in aptamer
uygulamasinin sonuglart degerlendirildiginde 100 nM ig¢in hiicre canlilig1 %99, 250
nM i¢in hiicre canlilig1 %99, 500 nM i¢in hiicre canlilig1 %99 olarak tespit edilmistir.
48 saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM i¢in %99, 250 nM i¢in %98, 500 nM i¢in
%98 hiicre canliligr goriilmistiir. 72 saat i¢in degerlendirildiginde hiicre canlilik
degerlerinin 100 nM ig¢in %97, 250 nM i¢in %98, 500 nM icin %90’a diistigi
goriilmiistir. PNTIA normal epitel prostat hiicre hattinda 24 saat igin
degerlendirildiginde 100 nM uygulama sonucunda hiicre canliligi %99, 250 nM
uygulama sonucunda hiicre canlilifi %87, 500 nM uygulama sonucunda hiicre
canlilig1 %93 olarak tespit edilmistir. 48 saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM igin
%84, 250 nM i¢in %73, 500 nM i¢in %63 hiicre canlilig1 goriilmiistiir. 72 saat icin
degerlendirildiginde ise hiicre canlilik degerleri 100 nM i¢in %87, 250 nM i¢in %99,
500 nM i¢in %94 olarak belirlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 TKY.T2.07 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerin MIA PaCa-2,
HT29, PC3 ve PNT1A hiicrelerinde doza ve zamana bagh olarak hiicre canlihgi
iizerine etkisinin MTT yontemiyle gosterilmesi

Hiicreler 24 s, 48 s ve 72 s boyunca 0-500 nM GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer ile inkiibe edildikten
sonra MTT yontemiyle analiz edilmistir. MIA PaCa-2, HT29, PNT1A deney gruplar1 4 tekrarli 2
deneyin ortalamasi alinarak hesaplanmigtir. PC3 deney grubu 4 tekrarli 1 deneyin ortalamasi alinarak

hesaplanmistir (ns > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001).

TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptameri uygulamasinin ardindan elde
edilen MTT sonuglarina gére MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda 24 saatlik
aptamer uygulamasi degerlendirildiginde 100 nM dozu i¢in hiicre canliligt %83, 250
nM dozu igin hiicre canlilig1 %71, 500 nM dozu igin hiicre canlilig1 %81 olarak tespit
edilmistir. 48 saatin ardindan degerlendirildiginde 100 nM i¢in %84, 250 nM i¢in %81,
500 nM igin %77 hiicre canlilig1 goriilmiistiir. 72 saat i¢in degerlendirildiginde hiicre
canlilik degerlerinin 100 nM i¢in %87, 250 nM i¢in %82, 500 nM i¢in %77’ e geriledigi
saptanmigtir.  HT29 kolon kanseri hiicre hattinda 24 saatin ardindan
degerlendirildiginde 100 nM igin hiicre canliligi %72, 250 nM igin hiicre canliligi
%66, 500 nM i¢in hiicre canliligit %62 olarak tespit edilmistir. 48 saat igin
degerlendirildiginde 100 nM i¢in %75, 250 nM igin %60, 500 nM ig¢in hiicre canlilig

%56°a kadar gerilemistir. 72 saat i¢in degerlendirildiginde hiicre canlilik degerlerinin
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100 nM i¢in %59, 250 nM i¢in %57, 500 nM i¢in %60 olarak saptanmistir. PC3 prostat
kanseri hiicre hattinda 24 saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM i¢in hiicre canlilig1
%84, 250 nM igin hiicre canliligi %76, 500 nM i¢in hiicre canliligi %58’ya kadar
geriledigi tespit edilmistir. 48 saatin ardindan degerlendirildiginde 100 nM ig¢in %96,
250 nM i¢in %99, 500 nM icin %85 hiicre canlilig1 goriilmistiir. 72 saat igin
degerlendirildiginde ise hiicre canlilik degerleri 100 nM i¢in %88, 250 nM i¢in %100,
500 nM i¢in %82 olarak tespit edilmistir. PNT1A normal epitel prostat hiicre hattinda
24 saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM ig¢in hiicre canlilig1 %92, 250 nM i¢in hiicre
canliligr %94, 500 nM i¢in hiicre canlilifi %90 olarak tespit edilmistir. 48 saat i¢in
degerlendirildiginde 100 nM i¢in %99, 250 nM i¢in %95, 500 nM icin %96 hiicre
canliligr goriilmiistiir. 72 saat icin degerlendirildiginde degerler 100 nM dozu i¢in
%93, 250 nM dozu icin %99, 500 nM dozu i¢in %90 hiicre canlilig1 tespit edilmistir
(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerin MIA PaCa-2,
HT29, PC3 ve PNT1A hiicrelerinde doza ve zamana bagh olarak hiicre canlihg:
iizerine etkisinin MTT yontemiyle gosterilmesi

Hiicreler 24 s, 48 s ve 72 s boyunca 0-500 nM GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer ile inkiibe edildikten
sonra MTT yontemiyle analiz edilmistir. MIA PaCa-2, HT29, PC3, PNT1A deney gruplari 4 tekrarli 2

deneyin ortalamasi almarak hesaplanmistir (ns > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001).
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TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptameri i¢in MTT sonucunda elde edilen
verilere gore MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda 24 saat saat 100 nM
aptamer uygulamasi icin hiicre canlilig1 %82, 250 nM aptamer uygulamasi i¢in hiicre
canliligr %80, 500 nM aptamer uygulamasi igin hiicre canliligi %88 olarak tespit
edilmistir. 48 saat i¢in degerlendirildiginde 100 nM i¢in %82, 250 nM i¢in %88, 500
nM icin %89 hiicre canlilig1 goriilmiistiir. 72 saat i¢cin degerlendirildiginde hiicre
canlilik degerlerinin 100 nM i¢in %78, 250 nM i¢in %75, 500 nM i¢in %69’e geriledigi
goriilmiistiir. HT29 kolon kanseri hiicre hattinda 24 saat degerleri 100 nM i¢in hiicre
canlilig1 %82, 250 nM igin hiicre canliligi %80, 500 nM ig¢in hiicre canliligi %76 olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. 48 saat i¢cin degerlendirildiginde 100 nM i¢in %76, 250 nM
icin %74, 500 nM i¢in %72 hiicre canliligi goriilmiistiir. 72 saat icin
degerlendirildiginde hiicre canlilik degerlerinin 100 nM i¢in %72, 250 nM i¢in %70,
500 nM i¢in %73 olarak saptanmistir. PC3 prostat kanseri hiicre hatt1 24 saat aptamer
uygulamasi i¢in degerlendirildiginde, 100 nM’da hiicre canliligi %94, 250 nM’da
hiicre canliligt %91, 500 nM’da hiicre canlilig1 %86°ye kadar geriledigi saptanmistir.
48 saat aptamer uygulamasi i¢in degerlendirildiginde, 100 nM’da %90, 250 nM’da
%87, 500 nM’da %96 hiicre canlilig1 saptanmistir. 72 saat aptamer uygulamasi igin
degerlendirildiginde hiicre canlilik degerlerinin 100 nM ig¢in %92, 250 nM i¢in %86,
500 nM icin %89’ye diistiigli goriilmiistiir. PNT1A normal epitel prostat hiicre
hattindaki sonuglara baktigimizda ise 24 saat i¢in 100 nM i¢in hiicre canlilig1 %99,
250 nM i¢in hiicre canliligr %99, 500 nM i¢in hiicre canliligi %93 olarak tespit
edilmistir. 48 saat i¢in 100 nM i¢in %100, 250 nM i¢in %98, 500 nM i¢in %95 hiicre
canlilif1 goriilmiistiir. 72 saat i¢in hiicre canlilik degerleri 100 nM uygulamada %95,
250 nM uygulamada %93, 500 nM uygulamada %98’olarak belirlenmistir (Sekil
4.21).
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Sekil 4.21 TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerin MIA PaCa-2,
HT29, PC3 ve PNT1A hiicrelerinde doza ve zamana bagh olarak hiicre canlihg:
iizerine etkisinin MTT yontemiyle gosterilmesi

Hiicreler 24 s, 48 s ve 72 s boyunca 0-500 nM GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer ile inkiibe edildikten
sonra MTT yontemiyle analiz edilmistir. MIA PaCa-2, HT29, PC3, PNT1A deney gruplar 4 tekrarli 2

deneyin ortalamasi alinarak hesaplanmigtir (ns > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001).

Biitiin X-Aptamerler i¢cin MTT sonuglart degerlendirildiginde bagil hiicre canliligina
gore X-Aptamerler i¢in 72 saat ve 500 nM aptamer miktar1 se¢ilmistir. Se¢ilen zaman
ve doz kullanilarak DAPI, PI ve DIOCs floresan boyamalar gergeklestirilmistir. DAPI
boyasi canli ve 6li hiicre membranlarindan gegebilir. DNA’da timin ve adenin
bakimindan zengin olan boélgelere baglanarak DNA’da meydana kiriklarin tespit
edilmesinde veya hiicre i¢indeki cekirdegin gosterilmesinde kullanilmaktadir. Pl
boyamasi ile hiicre dliimiinii gdstermektedir. Olii hiicrelerin membran potansiyelleri
bozulmaktadir ve PI boyasi membrandan gegerek DNA’ya baglanmaktadir. Bu sekilde
olii hiicreler ve canli hiicreler birbirinden ayrilmaktadir. DIOCg boyasi mitokondri

membran potansiyel etkisinin gosterilmesi i¢in kullanilmaktadir.

TKY.T2.02 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerinin GHRH anlatim profilinin
yiiksek oldugu MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde DAPI boyamasinda kontrol
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grubuna kiyasla DNA kondenzasyonunda artis oldugu tespit edilmistir. PI boyamasi
sonuclarina gore kontrol grubuna kiyasla 6lii hiicre sayisinda artis oldugu goriilmiistiir.
DIOCs boyamasi sonuglarma gére kontrol grubuna kiyasla mitokondri membran
potansiyelin artis olmadigi goriilmiistir. GHRH anlatim profilinin yiiksek oldugu
bilinen diger kanser hiicresi HT29 kolon kanseri hiicrelerinde DAPI boyamasinda
kontrol grubuna kiyasla DNA kondenzasyonunda degisiklik goriilmemistir. PI
boyamasi sonuglarina gore kontrol grubuna kiyasla 6lii hiicre sayisinda artis oldugu
goriilmiistiir. DIOCs boyamas1 sonuglarina gére kontrol grubuna kiyasla mitokondri
membran potansiyelin artis olmadig1 goriilmistiir. Prostat kanseri hiicre hatt1 olan PC3
hiicrelerinde elde edilen sonuglar degerlendirildigin kontrol grubuna kiyasla DNA
kondenzasyonunda, 6lii hiicre sayisinda ve mitokondri membran potansiyelinde artis
oldugu tespit edilmistir. PNTIA normal epitel prostat hiicrelerinde DNA
kondenzasyonunda ve mitokondri membran potansiyelinde artis oldugu tespit
edilmistir fakat PI boyamasi sonuglarina gore 6lii hiicre sayisinda artig goriilmemistir

(Sekil 4.22).

Isik DAPI PI DiOC; Isik DAPI DIiOC;
Mikroskobu Boyamasi Boyamas: Boyamasi Mikroskobu Boyamas: Bow amasi Boyamas:

TKY.T2.02 ()
TKY.T2.02 ()

TKY.T2.02 (+)
TKY.T2.02 (+)

PC3

Isik DAPI PI DIOC, Ink DAPI DIOC,
Mikroskobu Boyamasi Boyamas: Boyamas: Mikroskobu Boyamas: Bm amasi Boyamasi

PNT1A

MIA PaCa-2

TKY.T2.02 ()

TKY.T2.02 ()

TKY.T2.02 (+)
TKY.T2.02 (+)

Sekil 4.22 TKY.T2.02 GHRH 1-29 ozgii potansiyel X-Aptamerinin DNA
kondenzasyonu, hiicre dliimii ve mitokondri membran potansiyeli iizerine
etkisinin floresan boyama yontemiyle gosterilmesi

Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* olacak sekilde ekilmistir. 72 saat boyunca 500
nM TKYT2.02 GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri uygulanmistir. Uygulamanin sonunda 1 nM DiOCs, 2
pg/ml Pl, 1 pg/ml DAPI boyasi uygulanmistir ve floresan mikroskobu altinda ¢ekim alinmigtir

(Biiyiitme orant: 20x).
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TKY.T2.06 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamer icin MIA PaCa-2 pankreas
kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna kiyasla DNA kondenzasyonunda, 6lii hiicre
sayisinda ve mitokondri membran potansiyelinde artis oldugu tespit edilmistir. HT29
kolon kanseri hiicre hattinin sonuglar1 incelendiginde kontrol grubuna kiyasla DNA
kondenzasyonunda ve mitokondri membran potansiyelinde azalis oldugu ve PI boyasi
incelendigi zaman Olii hiicre sayisinda artis oldugu tespit edilmistir. PC3 prostat
kanseri hiicre hattinin sonuglar1 incelediginde kontrol grubuna kiyasla DNA
kondenzasyonunda artis oldugu gorilmiistiir. PI boyamasi sonuglarmna gore az
miktarda 6lii hiicre sayisinda artis oldugu gériilmiistiir. DIOCs boyamasi sonuclarina
gbre mitokondri membran potansiyelinde degisiklik olmadigi goriilmiistiir. PNT1A
hiicrelerinde elde edilen sonuglar degerlendirildiginde kontrol grubuna gére DNA
kondenzasyonunda artis oldugu fakat 6lii hiicre sayisi ve mitokondri membran

potansiyelinde herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir (Sekil 4.23).

Isik DAPI PI DiOC, Isik DAPI DiOC,
Mikroskobu Boyamasi Boyamasi Boyamasi

Mikroskobu Boyamasi Bm amasi Boyamasi

PC3

TKY.T2.06 ()
TKY.T2.06 (-)

TKY.T2.06 (+)

TKY.T2.06 (+)

MIA PaCa-2

Ik DAPI PI DIOC, Ik DAPI DiOC,
Mikroskobu Boyamasi Boyamasi Boyamas1

Mikroskobu Boyamasi BO\ amasi Boyamasi

. ...

TKY.T2.06 ()
TKY.T2.06 (-)

TKY.T2.06 (+)
TKY.T2.06 (+)

PNT1A

Sekil 4.23 TKY.T2.06 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerinin DNA
kondenzasyonu, hiicre 6liimii ve mitokondri membran potansiyeli iizerine
etkisinin floresan boyama yontemiyle gosterilmesi

Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* olacak sekilde ekilmistir. 72 saat boyunca 500
nM TKYT2.06 GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri uygulanmistir. Uygulamanin sonunda 1 nM DiOCs, 2
pg/ml Pl, 1 ng/ml DAPI boyas1 uygulanmistir ve floresan mikroskobu altinda ¢ekim alinmistir

(Biiytlitme orani: 20x).

TKY.T2.07 GHRH 1-29 o6zgii potansiyel X-Aptamerinin DAPI, Pl ve DIOCs

boyamasinin sonuglart degerlendirildigin GHRH anlatiminin fazla oldugunu
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bildigimiz MIA PaCa-2 pankreas hiicre hattinda kontrol grubuna kiyasla DNA
kondenzasyonunda ve mitokondri membran potansiyelinde herhangi bir degisiklik
goriilmemistir. PI boyamasi sonuglarina gore kontrol grubuna kiyasla O6li hiicre
sayisinda artis oldugu goriilmiistiir. GHRH anlatim1 yiiksek olan HT29 kolon kanseri
hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla DNA kondenzasyonunda degisim goriilmemistir.
PI boyamasinda kontrol grubuna gére 6lii hiicre sayisinda artis goriilmiistiir. DIOCs
boyamasina gére mitokondri membran potansiyelinde azalma oldugu tespit edilmistir.
MIA PaCa-2 ve HT29 hiicre hatlarina gére GHRH anlatimin az oldugu PC3 prostat
kanseri hiicrelerinde kontrol grubuna gére DNA kondenzasyonunda herhangi bir
degisiklik olmamistir. Mitokondri membran potansiyelinde ve 6lii hiicre sayisinda az
miktarda artis tespit edilmistir. Kanser hiicre hattt olmamasina ragmen GHRH anlatimi
tespit edilen PNTIA epitel prostat hiicrelerinde ise kontrol grubuna kiyasla DNA
kondenzasyonunda, 6lii hiicre sayisinda ve mitokondri membran potansiyelinde artis

oldugu gorilmistiir (Sekil 4.24).

Isik DAPI PI DIOC, Isik DAPI PI DIOC,
Mikroskobu Boyamasi Boyamasi Boyamasi Mikroskobu Boyamasi Boyamasi Boyamast

MIA PaCa-2 C3

TKY.T2.07 (-)
TKY.T2.07 (-)

TKY.T2.07 (+)
TKY.T2.07 (+)

Isik DAPI DIOC, Isik DAPI
Mikroskobu Boyamasi BO\ amasi Boyamasi Mikroskobu Boyamasi

 EEE 1N
- N "'

HT29 PNT1A

o
-

DiOC;

Boyamasi Boyamasi

TKY.T2.07 ()
TKY.T2.07 ()

TKY.T2.07 (+)
TKY.T2.07 (+)

Sekil 4.24 TKY.T2.07 GHRH 1-29 ozgii potansiyel X-Aptamerinin DNA
kondenzasyonu, hiicre 6liimii ve mitokondri membran potansiyeli iizerine
etkisinin floresan boyama yontemiyle gosterilmesi

Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* olacak sekilde ekilmistir. 72 saat boyunca 500
nM TKYT2.07 GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri uygulanmistir. Uygulamanin sonunda 1 nM DIOCs, 2
pg/ml PI, 1 pg/ml DAPI boyast uygulanmistir ve floresan mikroskobu altinda ¢ekim alinmigtir

(Biliytlitme orani: 20x).
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TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerinin floresan boyamasi sonuglari
degerlendirildiginde MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna
gore DNA kondenzasyonunda artis olmustur. Mitokondri membran potansiyelinde
degisiklik gézlenmemistir. PI boyamasi sonuglarina gére kontrol grubuna kiyasla 6lii
hiicre sayisinda artis olmustur. HT29 kolon kanseri hiicre hattinda sonuglar
degerlendirildiginde kontrol grubuna kiyasla DNA kondenzasyonunda, 6li hiicre
sayisinda ve mitokondri membran potansiyelinde artis oldugu goriilmiistiir. PC3
prostat kanseri hiicre hattinin sonuglar1 degerlendirildigin kontrol grubuna kiyasla
DNA kondenzasyonunda ve mitokondri membran potansiyelinde artis gorilmistiir
fakat PI boyamas1 sonuglarina gore 6lii hiicre sayinda degisiklik olmamistir. PNT1A
normal prostat hiicresinde sonuglar degerlendirildiginde kontrol grubuna gore

degisiklik goriilmemistir (Sekil 4.25).

Ik DAPI PI DIOC, Isik DAPI DIOC,
Mikroskobu Boyamasi Boyamas: Boyamasi Mikroskobu Boyamas: Bmamas: Boyamasi

TKY.T2.08 ()
TKY.T2.08 (-)

TKY.T2.08 (+)

TKY.T2.08 (+)

MIA PaCa-2
Isik DAPI PI DioC;, Isik DAPI DiOC,

Mikroskobu Boyamas: Boyamas: Boyamasi

Mikroskobu Boyamasi Bovamast Boyamasi

HT29 PNT1A

TKY.T2.08 ()
TKY.T2.08 ()

TKY.T2.08 (+)
TKY.T2.08 (+)

Sekil 4.25 TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerinin DNA
kondenzasyonu, hiicre 6liimii ve mitokondri membran potansiyeli iizerine
etkisinin floresan boyama yontemiyle gosterilmesi

Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* olacak sekilde ekilmistir. 72 saat boyunca 500
nM TKYT2.08 GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri uygulanmistir. Uygulamanin sonunda 1 nM DIOCs, 2
pg/ml PI, 1 pg/ml DAPI boyast uygulanmistir ve floresan mikroskobu altinda ¢ekim alinmigtir

(Biiytlitme orani: 20x).

TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerlerinin GHRH anlatim1 yiiksek
olan MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda sonuglar1 ele alindiginda kontrol

grubuna gére DNA kondenzasyonunda, 6lii hiicre sayisinda ve mitokondri membran
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potansiyelinde artma tespit edilmistir. HT29 kolon kanseri hiicrelerinde kontrol
grubuna kiyasla DNA kondenzasyonunda herhangi bir artis goriilmemistir. Olii hiicre
sayisinda ve mitokondri membran potansiyelinde artis oldugu tespit edilmistir. PC3
prostat kanseri hiicre hattinda kontrol grubuna kiyasla DNA kondenzasyonunda artis
olmustur. PI ve DIOCs boyamas1 sonuglarina gére 6lii hiicre sayisinda ve mitokondri
membran potansiyelinde az miktarda artis goriilmiistir. PNT1A normal prostat
hiicrelerinde elde edilen sonug¢ degerlendirildiginde kontrol grubuna gére DNA
kondenzasyonunda ve olii hiicre sayisinda anlamli bir degisiklik goriilmemistir.

Mitokondri membran potansiyelinde az miktarda azalma goriilmiistiir (Sekil 4.26).

Isik DAPI DIOC, Isik DAPI DiOC,
Mikroskobu Boyamasi Boxamasn Boyamasi Mikroskobu Boyamasi Bm amasit Boyamasi

TKY.T2.09 (-)
TKY.T2.09 ()

MIA PaCa- 2

Isik DAPI DIOC, Isik DAPI DiOC,
Mikroskobu Boyamasi Boyamasi Boyamasi Mikroskobu Boyamas: Bm amasi Boyamasi

HT29 PNT1A

TKY.T2.09 (+)

TKY.T2.09 (+)

TKY.T2.09 (-)

TKY.T2.09 (-)

TKY.T2.09 (+)
TKY.T2.09 (+)

Sekil 4.26 TKY.T2.09 GHRH 1-29 ozgii potansiyel X-Aptamerinin DNA
kondenzasyonu, hiicre 6liimii ve mitokondri membran potansiyeli iizerine
etkisinin floresan boyama yontemiyle gosterilmesi

Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 5x10* olacak sekilde ekilmistir. 72 saat boyunca 500
nM TKYT2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri uygulanmistir. Uygulamanin sonunda 1 nM DIOCs, 2
pg/ml PI, 1 pg/ml DAPI boyasi uygulanmistir ve floresan mikroskobu altinda ¢ekim alinmigtir

(Biiyiitme orant: 20x).
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4.6 GHRH 1-29 OZGU X-APTAMERLERIN MIA PACA-2, HT29, PC3 VE
PNTIA HUCRE HATLARINDA HUCRE DONGUSU UZERINE
ETKILERININ PI BOYAMASI iLE HUCRE AKIS SITOMETRESINDE
GOSTERILMESI

GHRH anlatimina sahip kanser hiicre hatlarinda GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-
Aptamerlerin hiicre dongiisii lizerine etkisinin gdsterilmesi i¢in PI boyamasi hiicre akis
sitometresinde tespit edilmistir. GHRH 1-29 6zgii X-Aaptamerlerin hiicre dongiisii
tizerine etkisinin tespit edilmesi i¢in PI boyamasi yapilmistir. MIA PaCa-2 pankreas
kanseri hiicre hattinda kontrol grubunda SubG1 fazinin degeri %1,6, G1 fazinin degeri
%73,5, S faz1 degeri %12,4, G2/M fazmin ise %12,4 olarak tespit edilmistir.
TKY.T2.07 X-Aptamer i¢in SubG1 fazinin degeri %10,9, G1 fazinin degeri %65,3, S
faz1 degeri %12,3, G2/M fazinin ise %8,7 olarak elde edilmistir. TKY.T2.08 X-
Aptamer i¢in SubG1 fazinin degeri %24, G1 fazinin degeri %50,8, S faz1 degeri %9,2,
G2/M fazinin ise %4,5 olarak elde edilmistir. TKY.T2.09 X-Aptamer i¢in SubG1
fazinin degeri %14,7, G1 fazinin degeri %63,9, S faz1 degeri %11,1, G2/M fazinin ise
%6,7 oldugu tespit edilmistir. TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamer MIA Paca-2
pankreatik kanseri hiicreleri tizerinde SubG1 popiilasyonun diger X-Aptamerlere
kiyasla istatistiksel olarak belirgin artisa neden oldugu tespit edilmistir (* p < 0,05, **
p <0,01) (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27 GHRH 1-29 ézgii potansiyel TKY.T2.07, TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
X-Aptamerlerin Anti-Proliferatif etkisinin MIA PaCa-2 pankreas kanseri
hiicrelerinde PI analizi yontemi ile gosterilmesi

MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine 72 saat boyunca 500 nM GHRH 1-29 6zgii TKY.T2.07,
TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerleri uygulanmistir. Uygulamadan sonra hiicreler fikse edilmistir
ve -20°C’de 1 hafta inkiibe edilmistir. 25 ug RNaz (10 mg/ml) ve 25 pg PI boyasi (10 mg/ml) ile
muamele edilmistir ve BD Accuri™ C6 hiicre akis sitometresi cihazinda okutularak analizi yapilmistir

(*p<0,05 **p<0,01).
HT 29 kolon kanseri hiicre hattinda kontrol grubunda SubG1 fazinin degeri %1,3, G1
fazinin degeri %55,5, S faz1 degeri %9,3, G2/M fazinin ise %34,3 olarak tespit
edilmistir. TKY.T2.07 X-Aptamer i¢in SubG1 fazinin degeri %4,2, G1 fazinin degeri
%35,3, S fazi degeri %11,4, G2/M fazimin ise %31,9 olarak elde edilmistir. TK'Y.T2.08
X-Aptameri igin SUbG1 fazinin degeri %3,7, G1 fazinin degeri %37,1, S faz1 degeri
%15,3, G2/M fazinin ise %36,7 olarak elde edilmistir. TKY.T2.09 X-Aptameri igin
SubG1 fazinin degeri %4,7, G1 fazinin degeri %35,4, S faz1 degeri %12,3, G2/M
fazinin ise %31,2 oldugu tespit edilmistir. PI analiz sonuglarina gore tiim secili X-
Aptamerler HT29 kolon kanseri hiicrelerinde SubG1 popiilasyonunu arttirdig1 tespit
edilmisken, en etkin TKY.T2.09 X-Aptamerin HT29 kolon kanseri hiicrelerinde
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SubG1l popiilasyonunun kontrol hiicrelere kiyasla istatiksel olarak artig tespit
edilememistir (* p < 0,05) (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 GHRH 1-29 6zgii potansiyel TKY.T2.07, TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
X-Aptamerlerin Anti-Proliferatif etkisinin HT29 kolon kanseri hiicre hattinda
PI analizi yontemi ile gosterilmesi

HT?29 kolon kanseri hiicrelerine 72 saat boyunca 500 nM GHRH 1-29 6zgii TKY.T2.07, TKY.T2.08
ve TKY.T2.09 X-Aptamerleri uygulanmistir. Uygulamadan sonra hiicreler fikse edilmistir ve -
20°C’de 1 hafta inkiibe edilmistir. 25 ug RNaz (10 mg/ml) ve 25 pg PI boyasi (10 mg/ml) ile
muamele edilmistir ve BD Accuri™ C6 hiicre akis sitometresi cihazinda okutularak analizi yapilmistir

(*p <0,05).
PC3 prostat kanseri hiicre hattinda kontrol grubunda SubG1 fazinin degeri %1,8, G1
fazinin degeri %57,4, S faz1 degeri %14,2, G2/M fazmin ise %26 olarak tespit
edilmistir. TKY.T2.07 X-Aptamer i¢in SubG1 fazinin degeri %4,1, G1 fazinin degeri
%52,6, S faz1 degeri %16,6, G2/M fazinin ise %20,1 olarak elde edilmistir. TK'Y.T2.08
X-Aptameri i¢in SubG1 fazinin degeri %5,4, G1 fazinin degeri %53,8, S faz1 degeri
%15,6, G2/M fazinin ise %16,8 olarak elde edilmistir. TKY.T2.09 X-Aptameri igin
SubG1 fazinin degeri %4,5, G1 fazinin degeri %53,8, S faz1 degeri %15,2, G2/M
fazinin ise %19,1 oldugu tespit edilmistir. PI analiz sonuglarina gore tiim secili X-
Aptamerler PC3 prostat kanseri hiicrelerinde SubG1 popiilasyonunu arttirdigi tespit
edilmisken, en etkin TKY.T2.08 X-Aptamerin PC3 prostat kanseri hiicrelerinde
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SubG1 popiilasyonunu kontrol hiicrelere kiyasla akkumulasyona neden oldugu tespit

edilememistir (ns > 0,05) (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29 GHRH 1-29 6zgii potansiyel TKY.T2.07, TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
X-Aptamerlerin Anti-Proliferatif etkisinin PC3 prostat kanseri hiicre hattinda
PI analizi yontemi ile gosterilmesi

PC3 prostat kanseri hiicrelerine 72 saat boyunca 500 nM GHRH 1-29 6zgii TKY.T2.07, TKY.T2.08
ve TKY.T2.09 X-Aptamerleri uygulanmistir. Uygulamadan sonra hiicreler fikse edilmistir ve -
20°C’de 1 hafta inkiibe edilmistir. 25 pg RNaz (10 mg/ml) ve 25 ug PI boyasi (10 mg/ml) ile
muamele edilmistir ve BD Accuri™ C6 hiicre akis sitometresi cihazinda okutularak analizi yapilmistir

(ns > 0,05).
PNT1A normal epitel prostat hiicre hattinda kontrol grubunda SubG1 fazinin degeri
%1,2, G1 fazinin degeri %29,4, S faz1 degeri %7,9, G2/M fazinin ise %61,4 olarak
tespit edilmistir. TKY.T2.08 X-Aptameri i¢in SubG1 fazinin degeri %3,6, G1 fazinin
degeri %29,4, S faz1 degeri %9,5, G2/M fazinin ise %55,3 olarak elde edilmistir.
TKY.T2.09 X-Aptameri i¢in SubG1 fazinin degeri %2,1, G1 fazinin degeri %27,4, S
faz1 degeri %8,3, G2/M fazinin ise %61,8 oldugu tespit edilmistir. PNT1A normal
epitel prostat hiicre hattinda ise tiim se¢ili GHRH (1-29) 6zgii X-Aptamerlerin SubG1

popiilasyonu tizerinde akkumulasyonun diistik oldugu belirlenmistir (ns > 0,05) (Sekil
4.30).
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Sekil 4.30 GHRH 1-29 6zgii potansiyel TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-
Aptamerlerin Anti-Proliferatif etkisinin PNT1A normal epitel prostat hiicre
hattinda PI analizi yontemi ile gosterilmesi

PNT1A normal epitel prostat hiicrelerine 72 saat boyunca 500 nM GHRH 1-29 6zgii TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 X-Aptamerleri uygulanmigtir. Uygulamadan sonra hiicreler fikse edilmistir ve -20°C’de 1
hafta inkiibe edilmistir. 25 pg RNaz (10 mg/ml) ve 25 pg PI boyasi (10 mg/ml) ile muamele edilmistir

ve BD Accuri™ C6 hiicre akis sitometresi cihazinda okutularak analizi yapilmistir (ns > 0,05).

4.7 GHRH 1-29 OZGU X-APTAMERLERIN MIA PACA-2, HT29, PC3 VE
PNTIA HUCRE HATLARINDA APOPTOTIK OLUM UZERINE
ETKILERININ ANNEXIN V/PI BOYAMASI ILE HUCRE AKIS
SITOMETRESINDE GOSTERILMESI

GHRH 1-29 o6zgii X-Aptamerlerinin apoptotik 6lim {izerine etkilerinin tespit
edebilmek amaciyla Annexin V/PI boyamasi yontemi uygulanmistir. MIA PaCa-2
pankreas kanseri hiicre hattinda kontrol grubunda %1 oranin erken apoptoz, %1
oraninda ge¢ apoptoz ve %1,3 oraninda nekroz oldugu tespit edilmistir. TKY.T2.08
GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerde %0,5 oraninda erken apoptoz, %0,6 oraninda geg
apoptoz ve %1,2 oraninda nekroz oldugu tespit edilmistir. TKY.T2.09 GHRH 1-29
ozgii X-Aptamerde %0,4 oraninda erken apoptoz, %1,1 oraninda geg apoptoz ve %2,9

oraninda nekroz oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerlerin apoptotik etkisinin MIA
PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda Annexin V / Pl analizi yontemi ile
gosterilmesi

MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine 72 saat boyunca 500 nM GHRH 1-29 6zgii TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 X-Aptamerleri uygulanmistir. BD biosciences FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit
kullanilmistir ve BD Accuri™ C6 hiicre akis sitometresi cihazinda okutularak analizi yapilmistir

(*** p <0,001).
HT29 kolon kanseri hiicre hattinda kontrol grubunda %1 oranin erken apoptoz, %1
oraninda gec apoptoz ve %1,3 oraninda nekroz oldugu tespit edilmistir. TKY.T2.08
GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerde %0,5 oraninda erken apoptoz, %0,6 oraninda geg
apoptoz ve %1,2 oraninda nekroz oldugu tespit edilmistir. TKY.T2.09 GHRH 1-29
6zgli X-Aptamerde %0,4 oraninda erken apoptoz, %1,1 oraninda ge¢ apoptoz ve %2,9
oraninda nekroz oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.32). Hem TKY.T2.08 hem de
TKY.T2.09 GHRH (1-29) 6zgii X-Aptamerlerin HT29 kolon kanseri hiicreleri

tizerinde geg¢ apoptotik etkisinin yaninda nekrotik etkisinin de oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.32 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerlerin apoptotik etkisinin
HT29 kolon kanseri hiicre hattinda Annexin V / Pl analizi yontemi ile
gosterilmesi

HT29 kolon kanseri hiicrelerine 72 saat boyunca 500 nM GHRH 1-29 6zgii TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 X-Aptamerleri uygulanmistir. BD biosciences FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit
kullanilmistir ve BD Accuri™ C6 hiicre akis sitometresi cihazinda okutularak analizi yapilmigtir

(**p<0,01).
PC3 prostat kanseri hiicre hattinda kontrol grubunda %0,4 oranin erken apoptoz, %0,9
oraninda gec apoptoz ve %0,3 oraninda nekroz oldugu tespit edilmistir. TKY.T2.08
GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerde %0,1 oraninda erken apoptoz, %0,8 oraninda geg
apoptoz ve %0,6 oraninda nekroz oldugu tespit edilmistir. TKY.T2.09 GHRH 1-29
ozgii X-Aptamerde %0,2 oraninda erken apoptoz, %1 oraninda ge¢ apoptoz ve %0,6
oraninda nekroz oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33 GHRH 1-29 6zgii potansiyel X-Aptamerlerin apoptotik etkisinin PC3
prostat kanseri hiicre hattinda Annexin V / Pl analizi yontemi ile gosterilmesi

PC3 prostat kanseri hiicrelerine 72 saat boyunca 500 nM GHRH 1-29 6zgii TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
X-Aptamerleri uygulanmigtir. BD biosciences FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit
kullanilmistir ve BD Accuri™ C6 hiicre akis sitometresi cihazinda okutularak analizi yapilmistir (ns >

0,05).
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BOLUM 5 TARTISMA

Diinya saglik orgiitii 2018 verilerine gore kanser diinya capinda 6liim nedenleri
arasinda ikinci sirada yer almaktadir [21]. Diinya saglik orgiitii 2018 verilerine gore
diinyada en fazla akciger, meme ve kolorektiim kanserleri goriilmektedir [22]. Yasam
bigimi, yas, cinsiyet, aile dykiileri, Sigara ve alkol kullanimi, obezite, diyet, fiziksel
hareketsizlik ve hormonal faktorler gibi yasam tarzi faktorleri kanserin temel nedenleri

arasinda yer almaktadir [102].

Pankreas kanseri, diinya c¢apinda en yaygin kanser tiplerinden biri olmamasina
ragmen, en yiiksek mortalite oranlarindan birine sahip olan bir kanser tipleri arasinda
yer almaktadir [103]. Pankreas kanseri hastalarinin 5 yillik sagkalim orani %5 ile %10
arasinda degismektedir ve ortalama sag kalim siireleri ise tan1 koyulduktan sonra 5-6
ay arasinda olmaktadir. Pankreas kanseri olan hastalarin biiyiikk bir ¢ogunlugu,
hastaligin ileri evresine ulagsmadan once belirgin semptomlar gostermemektedir [104].
Pankreas malignitelerinin yaklasik %901 pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC)
olusturmaktadir. Diisiik erken teshis orani, hizli ilerleme, ilag direncinin gelisimi ve
uygun tedavinin olmamasi gibi ana faktorler pankreas kanserinin koétii prognozuna yol
agmaktadir [105]. Pankreas kanserinde cerrahi yontemler, radyoterapi, kemoterapi ve

immiinoterapi dahil olmak tizere gesitli tedavi segenekleri bulunmaktadir [103].

Kolon kanseri ¢ok faktorlii ve heterojen bir kanser tipi olarak bilinmektedir.
Hastalarinin yaklasik olarak 9%20’sinin aile Oykiisiine bakildiginda yakinlarinda
hastalik oldugu tespit edilmektedir ve kolon kanserlerinin %3 ile %5 oraninda kalitsal
oldugu tespit edilmistir [106]. Kolon kanserinin tespitinde kullanilan kolonoskopinin,
yaygin olarak kullanilabilir hale gelmesiyle giiniimiizde erken asamada kolon kanseri
kolayca teshis edilmektedir. Genellikle, kolon kanserinin %71 oraninda kolonda ve
%29 oraninda rektum bolgesinde tespit edilmektedir [107]. Diinya Saglhik Orgiitiine
gore, 2018 yilinda diinya ¢apinda 1,80 milyon yeni kolon kanseri vakasi
bulunmaktadir ve 862.000 hasta kolon kanserinden vefat etmektedir [107]. Kolon
kanseri tedavisi goren kisilerin 6nemli miktarlarda iyilesmelere ragmen, metastatik
kolon kanseri olan hastalarin prognozu zayiftir ve yaklasik olarak 30 aylik ortalama

genel sagkalim oranlar1 bulunmaktadir [108].

Prostat kanseri, yilda tahmini 1.600.000 vaka ve 366.000 6lim ile diinya ¢apinda

erkeklerde en sik goriilen kutandz olmayan kanser tipleri arasinda yer almaktadir
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[109]. Prostat kanserinin gelisme olasiligindaki artis yas artik¢a belirli oranlarda artig
gostermektedir ve 39 yasinda %0.005 iken, 40-59 yas araliginda risk oran1 %2,2°1 ve
60-79 yas araliginda risk oran1 %13,7 olacak sekilde artis gostermektedir ve ortalama

goriilme yas1 66°dir [110].

GHRH, hipotalamusta iiretilen bir néropeptiddir. On hipofizde GHRH, hipofiz tipi
GHRH reseptoriine () GHRH-R) baglanarak biiylime hormonunun (GH) sentezini ve
salgilanmasini ve hipofiz hiicrelerinin ¢ogalmasini diizenlemektedir. GHRH ayrica
kardiyak koruma, pankreatik adaciklarin rejenerasyonu, yara iyilesmesi, sagkalim ve
anti-apoptotik etkileri iceren ekstrapitiiiter hiicreler ve dokularda dogrudan faaliyetler
yiriitmektedir [111]. GHRH, glukagon, sekretin, vazoaktif bagirsak peptidi (VIP) ve
hipofiz adenilat siklaz aktive edici peptit (PACAP) igeren bir peptit ailesinin iginde
yer almaktadir [112]. GHRH ve reseptorii ¢esitli hipotalamik normal ve malign
dokularda, bagisiklik hiicrelerinde ve kanser hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Asir
miktarda GHRH iiretilmesi hiicre proliferasyonunu uyararak ve apoptotik hiicre
oliimiinii 6nleyerek mitojenik bir rol oynamaktadir. Bu etkiler, GHRH-R’nin 4 farkli
varyanti ile saglanmaktadir [54]. Tiimorlerde tiretilen GHRH ve reseptorleri tarafindan
olusturulan uyarict dongiiler, GHRH peptit antagonistleri tarafindan bloke
edilebilmektedir ve bu da tiimor biiylimesinin inhibisyonuna neden olmaktadir. Son
zamanlarda, MI1A-602 ve MIA-690 gibi yeni GHRH peptit antagonistleri, anti-kanser
aktivitesi, yiiksek baglanma afinitesi ve GH/IGF I {izerinde diisiik endokrin etkisi ile
sentezlenmektedir. Bu analoglar tiroid, akciger, gastrik, bobrek, prostat ve
endometriyal kanserde ve ayrica glioblastoma, kolorektal adenokarsinom, lenfoma ve
retinoblastomda giiclii inhibitor etkiler gostermektedir [111]. Bir diger GHRH
antagonisti olan JMR-132 ve JV-1-38'in PC3 prostat kanseri hiicreleri ile ksenogref
yapilan farelerde tiimor proliferasyonunu ve metastazini 6nemli Olgiide azalttigi
goriilmektedir [113]. Bagka bir yapilan ¢alismada ise PC3 ve LNCaP prostat kanseri
hiicreleri tizerinde JMR-132 ve JV-1-38 peptit antagonistlerin hiicre dongiisiinii inhibe

ettigi ve apoptozu indiikledigi gosterilmektedir [64].

Aptamerler, molekiiler agirligi yaklasik 10 ile 30 kDa arasinda degisen ve
antikorlardan daha kiiciikk olan kisa tek sarmalli DNA veya RNA’lardan
olusmaktadirlar [70]. Aptamerler, dogal olarak olusan ligandlardan farkli olarak
laboratuvar ortaminda tasarlanmis oligoniikleotid dizilerinden olusmaktadirlar [75].

X-Aptamer teknolojisi, kiitle spektrometrik teknikleri ile klinik tan1 ve arastirmalarda
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yiiksek duyarlilik analizleri i¢in yeni bir proteomik yaklasim olarak ortaya
¢ikmaktadir. X-Aptamerler, amino asit benzeri yan zincirler, fosforoditioatlar ve
kiiciik molekiiller gibi ¢ok c¢esitli kimyasal modifikasyonlar1 ile etkinlikleri ve
baglanma afiniteleri arttirilmaktadir. X-Aptamerlerin yiiksek 6zgiillik ve afiniteye
sahip hedef proteinlere baglanmasina izin veren kimyasal olarak modifiye edilmis
aptamerlerden olusmaktadir [96]. Peugaptanib olarak da bilinen Macugen vaskiiler
endotelyal biiytime faktoriinii hedefleyen bir aptamer olarak tiretilmektedir. Macugen,
retinadaki yasa bagli makula dejenerasyonunu (AMD) tedavi etmek i¢in 2004 yilinda
FDA tarafindan onaylanmis bir aptamerler arasinda yer almaktadir. Bu hastalik, goziin
koroidinin (retinanin altindaki vaskiiler doku) VEGF ile uyarilan kan damarlarinin
biiytimesinden kaynaklanmaktadir ve 50 yasin {izerindeki insanlarda korliigiin 6nde
gelen nedenleri arasinda yer almaktadir [114]. Macugen goze enjekte edildiginde
VEGF’nin hareketlerini bloke eden VEGF’ye antagonist etki olarak ¢alismaktadir. Bu
daha sonra goz i¢inde bulunan kan damarlarmin biiylimesini, sizinti ve sismeleri

azaltmaktadir [115].

GHRH sinyalini bloke etmek tizere GHRH peptit antagonistlerinin in vitro ve in vivo
ortamda pek ¢ok kanser hiicresinde apoptotik etkisinin gosterilmesi ve literatiir
taramasi yapildiginda heniiz GHRH (1-29) o6zgii aptamerin sentez edilmemis
olmasindan dolay1 bu tez ile amacimiz literatiirde GHRH ve GHRH-R anlatimina bagl
aktif GHRH sinyali olan kanser hiicrelerinde GHRH 6zgii X-Aptamerlerin sentez
edilmesi ve karsinojenik etkilerinin irdelenmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda ilk olarak GHRH 1-29 peptidine 6zgii X-Aptamerleri magnetik bead
teknoloji kullanilarak yiizeylerine tutturulan kiitiiphaneler aracili PCR tabanli hedef
molekiile 6zgli ¢ogaltilmis niikleotit dizilerinin, yeni nesil sekanslama islemi ile
filtrelenmesini takiben potansiyel bes X-Aptamer belirlenmistir. Yakin zamanda
SELEX dis1 aptamer iretimi olarak 6n goriilen X-Aptamer teknolojisi kullanilarak
immun hiicre dongiisii proteini olan programli 6liim 1 (PD1) ve programli 61iim ligand
1 (PD-L1) ozgii X-Aptamerler sentez edilmistir [101]. Sizofreni gibi kompleks
hastaliklarin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi amaci ile C4A ve ApoB gibi
biyobelirteglerin serum 6rneklerinde belirlenebilmesi i¢cin C4A ve ApoB o6zgii X-

Aptamerler sentez edilmistir [97].

Aptamerlerin hedef molekiile baglanma etkinliklerinin ortaya konmasi ve yiiksek

hedef molekiiler aptamerlerin baglanmasinin tespit edilmesi i¢in dot blot yontemi
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[116], ylizey plazma (SPR) analizi [117], ELONA [118], EMSA [119] gibi teknikler
kullanilmaktadir. Laboratuvarimizda hali hazirda imkanlar dahilinde bu tekniklerden
en kolay, ucuz olani olan dot blot yontemi tercih edilmistir. GHRH 1-29 6zgii ilk defa
sentez edilen 5 olasi X-Aptamerden GHRH 1-29 peptidine en yiiksek baglanma
egilimi gosteren TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 ad1 verilen X-Aptamerlerin oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.7). Dot blot, SPR analizi, ELONA veya EMSA yontemleri ile hedef
molekiile yiiksek baglanma afinitesi gosteren X-Aptamerlerin Kd degerlerinin
belirlenmesi i¢in doza bagli X-Aptamerlerin hedef molekiil ile etkilesiminin floresan,
kemulimunesans gibi yontemler ile isaretlenerek SigmapPlot14 (Systat Software Inc.,
USA) programi araciligi ile tespit edilmistir [120]. Literatiirdeki bu bilgi 1s18inda, bu
tez kapsaminda TKY.T2.08 ve TKY.T2 .09 X-Aptamerlerinin doza bagli olarak
GHRH (1-29) ile baglanma afiniteleri dot blot yontemi ile tespit edilmistir. Sigma plot
programi kullanilarak non-lineer regrasyon analizi ile yapilmistir [121].Analiz
sonucunda TKY.T2.08 GHRH 1-29 o6zgii X-Aptameri i¢in Kd degeri 48.19 nM
belirlenmistir. TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri i¢in Kd degeri 24.20 nM
olarak belirlenmistir. Cikan sonuglara gore TKY.T2.09 GHRH 1-29 o6zgi X-
Aptamerinin GHRH 1-29 peptidine baglanma afinitesinin daha yiiksek oldugu tespit
edilmektedir (Sekil 4.8). Boylece GHRH (1-29) baglanma afiniteleri her iki X-
Aptamer i¢in benzerlik gosterse de Kd degerlerinin yaklasik birbirinin iki kat1 olmas1
s06z konusudur. Bunun nedeni literatiirde aptamer Kd degerlerinin hesaplanmasinda
SPR gibi daha hassas tekniklerin dot blot veya ELONA gibi uzun siiren ve pek ¢ok
teknik alt basamaktan olusmasi kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir [122].
Aptamerlerin potansiyel iki boyutlu yapilarinin, serbest enerji degerlerinin 6zellikle
hedef molekiil ile baglanma agisindan 6nem arz ettigi bilinmektedir. Sekonder yapi
analiz i¢in serbest enerji minimizasyonuna bagli algoritma iizerinden RNA/DNA
sekonder yapi ¢izimleri i¢in web araglart soz konusudur [123]. Bu araglar
dogrultusunda ¢izilen olas1 sekonder yapilara bakildiginda TKY.T2.08 serbest enerji
degeri 6,44 ve 5,84 olan iki formunun s6z konusu olurken, TKY.T2.09 i¢in serbest
enerji degerinin 7,57 olarak tek form seklinde olmas1 aptamerlerin olas1 sekonder yap1
kazanimlarmma bagli olarak Kd degerlerinin farklilik gostermesi seklinde
yorumlanabilir (Sekil 4.5, Sekil 4.6).

GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerinin kanser hiicreleri lizerine etkilerinin aragtirilmasi

amaciyla literatirde GHRH ve GHRH-R anlatimin var oldugu bilinen MIA PaCa-2
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Pankreas kanseri hiicreleri, HT29 kolon kanseri hiicreleri ve PC3 prostat kanseri
hiicreleri taranmustir. Literatiir incelendiginde 2002 yilinda Busto ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismalarda MIA PaCa-2 pankreas kanseri ve HT29 kolon kanseri
hiicrelerinde GHRH reseptorlerinin anlatimina mRNA seviyesinde bakmaktadirlar
sonuclara gore MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda ve HT29 kolon kanseri
hiicre hatt1 incelendigi SV1 ve SV2 reseptor varyantlarinin oldugu tespit edilmektedir.
Ayni ¢alismada GHRH i¢in mRNA anlatimi1 oldugu MIA PaCa-2 ve HT29 hiicre
hatlar1 igin tespit edilmektedir [124]. 2001 yilinda Chopin ve Herington tarafindan
gerceklestirilen calismalar sonucunda PC3 prostat kanseri hiicre hattinda GHRH
anlatimin var oldugu immunohistokimyasal boyama yontemiyle protein seviyesinde
var oldugu gosterilmektedir [125]. Ayrica RT-PCR yo6ntemiyle de PC3 hiicre hattinda
GHRH-R anlatimin oldugu gosterilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda farkli kanser
hiicre hatlarinda GHRH anlatiminin tespit edilmesi amaciyla immiinoblotlama
yontemi ile GHRH peptidinin protein diizeyinde anlatimlar1 tespit edilmektedir. MIA
PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde 12 kDa, HT29 kolon kanseri hiicrelerinde 17
kDa, PC3 prostat kanseri hiicrelerinde ise 12 kDa ve 17 kDa GHRH izoformunun
bulundugu tespit edilmektedir (Sekil 4.10). Elde edilen sonuglart dogrulamak amaciyla
immunofloresan yontemiyle de protein anlatimlarina bakilmis ve en yiiksek GHRH
anlatiminin MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde oldugu tespit edilmistir. MIA
PaCa-2 pankreas kanseri, HT29 kolon kanseri, PC3 prostat kanseri hiicrelerinin
medyaya ne kadar GHRH proteini saldigin tespit etmek amaciyla ELISA ydntemi
kullanilmistir. Pankreas kanseri hiicre hatti olan MIA PaCa-2 1518 pg/ml, HT29 kolon
kanseri hiicre hatt1 i¢in 1556 pg/ml ve prostat kanseri hiicre hatt1 olan PC3 i¢in 1453
pg/ml GHRH proteinin medyaya salindig1 tespit edilmistir (Sekil 4.12).

Normal fizyolojik kondiisyonda hipotalamik GHRH peptidi hipofiz bezi hiicreleri
ylizeyindeki kendine 06zgli G-protein bagli reseptor ailesi iiyesi olan GHRH-R
baglanarak hipofiz bezi somatotrof hiicrelerinin GH sentezini uyarir [126]. GHRH ile
GHRH-R baglanmasini takiben aktive olan adenilil siklaz enzimine bagli cAMP
tiretimi, intraselliiler cAMP miktarinin artmasina bagl olarak aktive olan protein kinaz
A (PKA) ve hiicre i¢i Ca'™ influx durumuna bagli olarak GH ekzositozu
gerceklesmektedir [127]. Ayrica GHRH sinyaline bagli PKA ve cAMP
akklimiilasyonu sonu¢ cAMP cevap elementi baglanma proteini (CREB) aktive

olmasina bagli GHRH-R transkripsiyonel aktivasyonu ger¢eklesmektedir [126]. Bu
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bilgiler 151831nda, GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerler i¢in yapilan dot blot deneyinde en
yiiksek afiniteye sahip TKY.T2.07, TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 X-Aptamerlerinin
GHRH sinyali iizerindeki ket vurucu etkisinin ortaya konmasi1 amaci ile GH, GHRH-
R anlatim profilleri, cAMP miktar1 ve bagl kalsiyum miktar1 incelenmistir. X-
Aptamerlerin GH ve GHRH-R anlatimi lizerindeki etkisi en yiiksek GHRH anlatim1
olan MIA PaCa-2 pankreatik kanser hiicrelerinde gosterilmistir. Dot blot analizi ile
paralellik gostererek, diisiik baglanma afinitesi olan TKY.T2.07’nin TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 kiyasla daha az GH ve GHRHR anlatimi {izerinde ket vurucu etkisi
gosterilmistir. Hem TKY.T2.08 hem de TKY.T2.09’in bazal GHRH anlatimina bagl
hedef proteinler iizerinde ket vurucu etkisi ilk defa bu tez kapsaminda gosterilmistir

(Sekil 4.13).

Aktif GHRH sinyalinin hiicre i¢i PKA aktivasyonuna bagli cAMP olusumuna [126]
ve GHRH’nin EGFR’nin PKA yoluyla aktivasyonunu indiikledigini gostermektedir
[128]. Bu baglamda GHRH agonistleri ve antagonistlerinin cAMP miktarina etkisi
incelendiginde 2018 yilinda Shen ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen deneyler
sonucunda GHRH agonisti olan MR409 hiicrelere 0-90 dakika boyunca 10nM
uygulandiginda 60 dakikada cAMP miktar1 zirve noktasina ulasmaktadir. Uyarilan
GHRH reseptorleri cAMP/PKA aktivitesini arttirmaktadir. Bodylece hiicrelerde
bulunan sitoplazmik cAMP miktar1 artmaktadir. Gene ayni ¢alismada kullanilan
GHRH antagonisti MIA602 hiicrelere 0-90 dakika boyunca 10nM uygulanmaktadir.
Hiicre sitoplazmasinda bulunan cAMP miktarini diisiirmektedir [129]. 2018 yilinda
Schally ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen deneylerde bu sefer akciger kanseri
hiicrelerinde GHRH agonisti olan MR409 ve GHRH antagonisti MIA602’nin cAMP
tizerine etkileri incelendiginde gene aymi sonuglarla karsilasiimaktadir [5]. Sonug
olarak GHRH agonistleri GHRH reseptorlerine baglanarak sitoplazma i¢inde bulunan
cAMP miktarini arttirmaktadir. GHRH antagonistleri ise GHRH ile yaris¢1 davranarak
GHRH yerine GHRH reseptoriine baglanarak GHRH’nin baglanmasini engellemekte
ve asagi yolaklari inhibe etmektedir. Bu tez kapsaminda GHRH 1-29 6zgii X-
Aptamerlerinden TKY.T2.07, TKY.T2.08 ve TKY.T2.09’nin hem MIA PaCa-2
pankreas kanseri hem de HT29 kolon kanseri hiicrelerinde GHRH sinyaline ket vurma
potansiyeli cCAMP konsantrasyonuna bagli incelendiginde herhangi bir istatistiksel
farkliligin olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.14). GHRH sinyalinde cAMP

konsantrasyonu 6nemli bir hedef sekonder mesajci olsa da X-Aptamerlerin uygulama
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siiresinin 72 saat zaman zarfinda deneysel siirecte gerceklestirilmesi, hiicrelerde
GHRH sinyali i¢in cAMP konsantrasyonu esas sinyale ket vurma agisindan erken bir

hedef olarak goriilmektedir.

GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerinin GHRH sinyaline ket vurucu etkisinin kontrol
edilebilmesi i¢in GHRH yolaginda sinyal belirteci olan hiicre i¢i Ca*? iyonunun
artisindan yararlanilarak X-Aptamerlerin etkisi tespit edilmektedir. Hiicrelerdeki Ca*?
dengesinin bozulmasi hiicrelerde anormal proliferatif etkilere sebep olarak timor
olugsmasina sebep olmaktadir [130]. GHRH-R anlatimin bulundugu bilinen pankreas
kanseri MIA PaCa-2, kolon kanseri HT29, prostat kanseri PC3 ve normal epitel hiicresi
PNTIA hiicrelerinde Ca*? green boyamasi yapilarak X-Aptamer uygulamasindan
kaynakli olarak intraselliiler Ca*? iyonu birikimi gosterilmektedir. Sonuglar
incelendiginde TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 &zgii X-Aptamerlerinin
pankreas kanseri MIA PaCa-2, kolon kanseri HT29, prostat kanseri PC3 hiicrelerinde
kontrol grubuna kiyasla Ca*? iyonu seviyesinin arttig1 tespit edilmektedir. GHRH 1-
29 ozgii X-Aptamerler GHRH yerine baglanmasi veya GHRH’nin reseptor ile
baglanma epitopik bolgesine baglanarak reseptorleri bloke etmek seklinde olabilir ve
boylece GHRH sinyal yolagimi inaktif hale getirebilmektedir. Bu durumda hiicre
icinde bulunan Ca*? iyonlar1 kullanilamaz ve hiicre i¢inde birikmeye baslamaktadir.
Ca*? green boyamast ile hiicre i¢inde biriken Ca*? iyonlar1 gosterilerek GHRH 1-29
ozgii X-Aptamerlerin GHRH sinyaline ket vurucu etkisi gosterilmektedir (Sekil 4.15).
GHRH X-Aptamerlerinin GHRH sinyali {izerindeki ket wvurucu etkisinin
irdelenmesinde cAMP konsantrasyonun éneminin yaninda hiicre ici serbest Ca*?
miktarinin artiginin 6nemi bilinmektedir [126]. Tez kapsamindaki deney sonuglarina
gore GHRH sinyalinde rol alan sekonder mesajcilardan CAMP miktarinin 72 saat
zaman zarfinda degil erken zaman siirecinde etkisi olabilecegi diisiiniilse de hiicre i¢i
Ca*? miktarinin 72 saat X-Aptamer uygulanmasinda artiginin goriilmesi hiicre igi Ca

homoeastazini bozarak hiicrelerde 6liimii tetikledigi diistiniilmektedir [130].

GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerin hiicre canliligina etkisinin anlasilabilmesi igin MTT
deneyi gergeklestirilmektedir. Mitokondrisi islevsel olan hiicrelerin tetrazolium
tuzlarin1 rediikte ederek formazan kristallerine ¢evirmesi durumu izlenmis, ve
formazan kristallerin yarattigi renk farkliligi ile canlilik testi degerlendirilmektedir
[131]. 2018 yilinda Schally ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilen deneyler
sonucunda GHRH antagonisti MIAG602 96 saat boyunca 5pM uygulanmaktadir.
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Uygulama sonucunda akciger kanseri hiicrelerinde hiicre canliliginin %60 civarina
indigi tespit edilmektedir [5]. Bu tezde ise 0-500 nM arasinda konsantrasyona sahip
olan GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerler 24-72 saat boyunca pankreas kanseri MIA PaCa-
2, kolon kanseri HT29, prostat kanseri PC3 ve normal epitel hiicresi PNT1A
hiicrelerine uygulanmaktadir. TKY.T2.02, TKY.T2.06 ve TKY.T2.07 GHRH 1-29
Ozgii X-Aptamerinin MIA PaCa-2 pankreas kanseri, HT29 kolon kanseri, PC3 prostat
kanseri ve PNT1A normal epitel hiicreleri {izerine bagil hiicre canlilif1 istatistiksel
olarak anlamli azalmalara sebep olmamaktadir (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19).
TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerinin bagil hiicre canliligt MIA PaCa-2
pankreas kanseri hiicrelerinde degerlendirildigin 72 saat 500 nM X-Aptamer
uygulamasi sonucunda bagil hiicre canlilig1 %77 oranlarina inmektedir. HT29 kolon
kanseri hiicrelerinde ise bagil hiicre canliligt 72 saat 500 nM X-Aptamer
uygulamasindan sonra %60 oranlarini inmektedir. PC3 prostat kanseri hiicrelerinde 72
saat boyunca 500 nM X-Aptamer uygulamasindan sonra bagil hiicre canliliginin %82
oranina indigi goriilmektedir. PNT1A normal epitel hiicrelerinde ise bagil hiicre
canliliginda istatiksel olarak anlamli degisimler olmamaktadir (Sekil 4.20).
TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerinin bagil hiicre canlilig1 iizerine etkisi
incelendiginde, MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda 72 saat boyunca 500 nM
X-Aptamer uygulandiginda bagil hiicre canlilig1 %69 oranina inmektedir. HT29 kolon
kanseri hiicrelerinde ise bu oran %73 inmektedir. PC3 prostat kanseri hiicrelerinde 72
saat 500 nM TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgti X-Aptameri uygulandiginda ise bagil hiicre
canlilig1 %89 olarak tespit edilmektedir. PNT1A normal epitel prostat hiicrelerinde
bagil hiicre canliliginda istatiksel olarak anlamli degisimler olmamustir (Sekil 4.21).
Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde pankreas kanseri MIA PaCa-2, kolon kanseri
HT29 ve prostat kanseri PC3 hiicrelerinin TKY.T2.02, TKY.T2.06 ve TKY.T2.07
GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerleri TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-
Aptamerlerine gore daha direngli bir profil sergilemektedir. Bu durum GHRH 1-29
ozgii X-Aptamerlerinin baglanma afinitelerinden kaynakli olabilmektedir. Cilinkii dot
blot deneyi ile TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerin GHRH
1-29 peptidine TKY.T2.02, TKY.T2.06 ve TKY.T2.07 GHRH 1-29 o&zgi X-
Aptamerlerine daha yiiksek afinite baglandigi gosterilmektedir. TKY.T2.08 ve
TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerinin bagil hiicre canliligina etkileri
ayrintili olarak incelendiginde TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 o6zgi X-

Aptamerinin HT29 kolon kanseri hiicrelerine bagil hiicre canliligi olarak daha fazla
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etki ettigi goriilmektedir. MIA PaCA-2 pankeras kanseri, HT29 kolon kanseri ve PC3
prostat kanseri hiicrelerinde GHRH anlatim profilleri incelendiginde MIA PaCa-2
pankreas kanseri hiicrelerinde yogun olarak 12 kDa izoformunun bulundugu az
miktarda ise 17 kDa izoformunun bulundugu goriilmektedir. HT29 kolon kanseri
hiicrelerinde GHRH’nin sadece 17 kDa izoformunun oldugu goriilmektedir. PC3
prostat kanseri hiicrelerinde yogun olarak 17 kDa izoformunun bulundugu az miktarda
ise 12 kDa izoformunun bulundugu goriilmektedir. Bu sonuclar degerlendirildiginde
TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerinin HT29 kolon kanseri
hiicrelerinde en etkili olmasinin sebebi bu hiicrelerin GHRH 17 kDa sahip izoformunu
bulundurmasindan kaynakli olabilmektedir. PC3 prostat kanseri ve en yiiksek GHRH
anlatimina sahip MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde GHRH’nin 12 kDa
izoformunun bulunmas1 X-Aptamerlerin hiicrelere etkisinde degisiklige sebep
olabilmektedir. Sonu¢ olarak her bir kanser tipinde farkli GHRH izoformlarinin
anlattminin olmasi1 ve farkli GHRH sinyalinin olmast kaynakli olarak X-

Aptamerlerinin hiicre canlilik iizerine etkisinde degisiklik olusmaktadir.

GHRH 1-29 o6zgii X-Aptamerlerinin DNA kondenzasyonunda, hiicre olimii ve
mitokondri membran potansiyeli {izerine etkisinin incelenebilmesi i¢in floresan
boyama yontemi kullanilmaktadir. MIA PaCa-2 pankreas kanseri, HT29 kolon
kanseri, PC3 prostat kanseri ve PNT1A normal epitel hiicrelerine 72 saat boyunca 500
nM GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerler uygulanmaktadir. Sonuglar degerlendirildiginde
TKY.T2.02, TKY.T2.06 ve TKY.T2.07 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerleri i¢in bagil
hiicre canliliginda istatiksel olarak anlamli degisimler olmamaktadir (Sekil 4.22, Sekil
4.23, Sekil 4.24). Fakat TKY.T2.02 GHRH 1-29 ozgii X-Aptamer i¢in DNA
kondenzasyonunda, hiicre 6limii ve mitokondri membran potansiyeli agisindan
degerlendirildiginde sadece GHRH anlatim1 en yiiksek olan MIA PaCa-2 pankreas
kanseri hiicre hattinda DNA kondenzasyonunda ve hiicre oliimde artis oldugu
goriilmektedir. TKY.T2.06 ve TKY.T2.07 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerleri igin DNA
kondenzasyonunda, hiicre 6limii ve mitokondri membran potansiyelinde anlamh
degisiklikler bulunmamaktadir. TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri icin MIA
PaCa-2 pankreas kanseri ve HT29 kolon Kkanseri hiicrelerinde DNA
kondenzasyonunda, hiicre 6liimii ve mitokondri membran potansiyelinde anlaml
miktarlarda artis oldugu goriilmektedir. Fakat PC3 prostat kanseri hiicrelerinde X-

Aptamer uygulamasi sonucunda anlamli degisiklik goriilmemektedir. Elde edilen
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sonuglar bagil hiicre canlilig ile kiyaslandiginda benzer sonuglar elde edilmektedir.
Ciinkii bagil hiicre canlilig1 sonuglarinda en fazla HT29 kolon kanseri hiicrelerine etki
ederken en az PC3 prostat kanseri hiicrelerine etki etmektedir (Sekil 4.25). TKY.T2.09
GHRH 1-29 6zgii X-Aptameri i¢in sonuglar degerlendirildiginde en fazla MIA PaCa-
2 pankreas kanseri hiicrelerinde DNA kondenzasyonunda, hiicre 6liimii ve mitokondri
membran potansiyelinde artis oldugu goriilmektedir. HT29 kolon kanseri hiicreleri
i¢in ise DNA kondenzasyonunda, hiicre 6liimii ve mitokondri membran potansiyelinde
MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerine gore daha az etki ettigi goriilmektedir. PC3
prostat kanseri hiicrelerinde ise anlamli degisikliklerin olmadig1 goriilmektedir (Sekil
4.26). Elde edilen sonuglar bagil hiicre canliligi ile kiyaslandiginda HT29 kolon
kanseri hiicrelerinde bagil hiicre canlilig1 a¢isindan daha etkili oldugu goriilmekteydi
fakat DNA kondenzasyonunda, hiicre 6liimii ve mitokondri membran potansiyeli
acisindan MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii
X-Aptamerinin daha etkili oldugu goriilmektedir. GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerin
anti-proliferatif etkisinin gosterilebilmesi igin PI boyamasi yapilmaktadir. Hiicre akis
sitometresi cihazinda okutularak ve analizi yapilarak sonuglar degerlendirilmektedir.
Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde TKY.T2.07, TKY.T2.08 ve TKY.T2.09
GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerinin MIA PaCa-2 pankreas kanseri, HT29 kolon
kanseri ve PC3 prostat kanseri hiicrelerinde Sub G1 popiilasyonunda artig oldugu tespit
edilmistir. Sub G1 popiilasyonunda artislar olmasi hiicrelerin apoptoza gittiginin bir

gostergesidir (Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29).

GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerin MIA PaCa-2 pankreas kanseri, HT29 kolon kanseri
ve PC3 prostat kanseri hiicreleri iizerinde apoptotik etkilerinin 6grenilebilmesi igin
Annexin V/PI boyamas: yapilmaktadir. En yiiksek GHRH anlatimina sahip MIA
PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerinin
hiicreleri nekrotik 6liime gotiirdiigi tesit edilmektedir. TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii
X-Aptameri ise PI boyamasi sonucunda elde edilen apoptotik 6lim sonuglarini
desteklememektedir. TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerinde MIA PaCa-2
pankreas kanseri hiicrelerinde herhangi bir 6liime sebep olmadigi goriilmektedir (Sekil
4.31). HT29 kolon kanseri hiicrelerinde TKY.T2.08 ve TKY.T2.09 GHRH 1-29 6zgii
X-Aptamerleri ge¢ apoptotik ve nekrotik 6liime sebep olmaktadir (Sekil 4.32). PC3
prostat kanseri hiicrelerinde ise TKY.T2.08 GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerin sadece
nekrotik Oliime sebep oldugu goriilmektedir. TKY.T2.09 GHRH 1-29 o6zgii X-
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Aptamerinin ise hem ge¢ apoptotik hem de nekrotik Sliime sebep oldugu tespit
edilmektedir (Sekil 4.33).

Sonug olarak bu tez kapsaminda ilk defa GHRH 1-29 6zgii potansiyel bes X-Aptamer
sentez edilmis, GHRH baglanma afiniteleri gosterilmis, potansiyel bes X-Aptamerden
iki tanesinin (TKY.T2.08 ve TKY.T2.09) GHRH sinyaline GH, GHRH-R anlatimini
baskilayarak, cAMP konsantrasyonunda belirgin bir farkliliga neden olmadan, hiicre
ici Ca*? iyon miktarinda artis gostererek, canliligmi azalttigi, apoptotik ve nekrotik
6liime neden oldugu 6zellikle MIA PaCa-2 pankreas kanseri, HT29 kolon kanseri gibi
GHRH sentez ve salinimi yiiksek olan kanser hiicrelerinde gosterilmektedir. Gelecekte
GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerin GHRH ligandinin epitopik baglanma bdlgeleri
belirlenmesi deneyleri ile GHRH 1-29 6zgii X-Aptamerlerinin baglanma ve etki
mekanizmalarmin irdelenmesi, in vivo ve in vitro ¢alismalar ile GHRH 1-29 6zgii X-
Aptamerlerinin farkli GHRH sinyaline sahip hiicreler tizerinde etkisi farkli hiicre 61iim

tipleri lizerinden irdelenmesi gerekmektedir.
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EKLER

Tablo 5.1 Kullanilan Cihazlarin Listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Santrifiij 5427R Eppendorf
Santrifiij (Biiyiik) 5810/5810R Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
Yatay elektroforez sistemi | Gel XL ultra V-2 BioRad
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5ul-10ul) EH52836 Thermo Fisher

Scientific
Mikropipet (20u1-200ul) EH46925 Thermo Fisher
Scientific
Mikropipet (200ul-1000ul) | T27274 Thermo Fisher
Scientific
Otoklav 0TO32 Niive
Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
Distile Su Cihazi TANKPEOQ30 Millipore Direct Q-
suUVv
pH Metre Alll Thermo Fisher
Scientific
Derin Dondurucu 2041D Argelik
Buzdolabi1 (No frost) 4263TMB Argelik
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Dry heat sterilizer FN120 Niive
Giig¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
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Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF
Inkiibator Heracell Thermo Fisher
Scientific
Florasan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus

Dondurucu (-80°C)

Ultra Low Temperature

New Brunswick

Freezer, U725 innova Scientific
Elektroforez Aletleri Mini-Sub Cell GT Cell BioRad
Facs Flow Cihazi AC6531180147 BD ACURI C6
PVDF Membran 88518 Thermo Fisher

Scientific

Tablo 5.2 Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

ADI URUN KODU FIRMA ADI
12 kuyucuklu petri 92012 TPP
6 kuyucuklu petri 92006 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
75 cm? hiicre biiyiitme kaplar1 | 90076 TPP
25 cm? hiicre biiyiitme kaplar1 | 90026 TPP
100 mm hiicre biiyiitme kaplar1 | 93100 TPP
60 mm hiicre biiylitme kaplar1 | 93060 TPP
Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP
Siringa filtreleri (0.22 pum) 99722 TPP
Enjektor seti 21G Yesil ug igneli | ASTRAJECT
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https://www.bio-rad.com/en-tr/product/mini-sub-cell-gt-cell?ID=85b69e1d-8ee0-4184-96bc-cd47e87d42f6

Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco

Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco

PC3 hicreleri CRL-1435 ATCC

PNT1A hiicreleri 95012614 ATCC

HT?29 hiicreleri HTB-38 ATCC

MIA PaCa-2 CRM-CRL-1420 ATCC

LNCaP CRL-1740 ATCC

RPMI Medium 21875034 Gibco

DMEM Medium 11960044 Gibco

McCoys 5A 26600023 Gibco

Etuv Heracell 1150 Thermo Fisher Scientific
Hemastometre - Neubauer

Laminar flow 12469,2 Thermo Fisher Scientific

Tablo 5.3 Kullanilan Kimyasallarin Listesi

ADI URUN KODU | FIRMA ADI
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED

Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
[zopropanol K44518295 321 | MERCK

2-merkaptoetanol

S4805940 517

MERCK

Akrilamid / Bis-Akrilamid 30% ¢ozelti | A9099

SIGMA-ALDRICH
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Amonyum persiilfat A2941 Applichem

Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem

DMSO K46505343 517 | MERCK

DMSO D2650 SIGMA-ALDRICH

EDTA A2937 Applichem

DiOCs Boya 2129966 Fluka

Pl Boya P4170-100MG | SIGMA-ALDRICH

DAPI Boya D1306 Thermo Fisher
Scientific

Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech

p-Coumaric Asid C9008-1G SIGMA-ALDRICH

Luminol A2185 Applichem

MTT Soliisyonu M2128-5G SIGMA-ALDRICH

Phosphate buffered saline (PBS) BE17-51-5F LONZA

Si1gir Serum Albumin (BSA) A2153-10G SIGMA-ALDRICH

Sodyum dedosil siilfat (SDS) UN1888 Applichem

Protein Izolasyonu Tamponu 78501 Th_erm_o_ Fisher
Scientific

Page Ruller Plus Prestained Protein 26620 Thermo Fisher

Ladder Scientific

Agaroz A9539 SIGMA-ALDRICH

Tris Baz 648310 CALBIOCHEM

Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH

Ethidium Bromide E1510 SIGMA-ALDRICH
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Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM
Amonyum Asetat 1,110115,1000 | MERCK
Fenol Kloroform A2279,0250 Applichem
Sodyum Kloriir A2941 Applichem
Tween-20 S6740684 348 | MERCK
TEMED A1148,0100 Applichem
Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Sfflnta cruz
Biotechnology
Glisin 3570 CALBIOCHEM
Hidrojen peroksit (H202 K39218400838 | MERCK
Millipore Falcon Centrifugal Filters 4FC901024 MERCK
Ponceau Read Belirteci A1405 Applichem
Hidroklorik Asit K43804717 239 | MERCK
Kloroform UN1888 Applichem
GHRH 1-29 Peptidinin Biotinleme Kiti | 21442 Thermo Fisher

Scientific

GHRH 1-29 Proteinine Ozgii X-

2018-OPR3-TT-

AM Biotechnologies

Aptamerlerin Segilim Kiti du-ISTNBL
Dynabeadstm M-280 Streptavidin 11205D Invitrogen

Thermo Fisher
Nitrocellulose Membrane 0.45 Mm 88018 S

Scientific
Ghrh Elisa e-el-n1146 Elabscience

Cell Signaling
Cyclic Amp Xp® Assay Kit 4339

Technology
GHRH 1-29 Peptid G6771 SIGMA-ALDRICH
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GHRH TP760890 Origene
Santa Cruz

GH Sc-374266 )
Biotechnology

Endogenous Biotin-Blocking Kit E21390 Invitrogen

o Thermo Fisher

Streptavidin-Alexa Fluor 488 S11223 o
Scientific

Fitc Annexin V Apoptosis Detection Kit | 556547 BD biosciences

Tablo 5.4 Kullanilan Tamponlarin Icerigi

87,6 gr NaCl 12,11 gr Tris-Baz 500 ml distile su ile
manyetik karistirici ile ¢ozdiiriiliir. pH 8’e yapildiktan
sonra distile su ile toplam hacim 1000 ml yapilir.

10X TBS Hazirlanan 10X TBS kullanilmak iizere 1X TBS’e
cevrilir. Cevirmek i¢in; 100 ml 10X TBS meziir ile
Ol¢iiliir, tizerine 900 ml distile su eklenerek 1X TBS’e

doniistlriiliir.

1X TBS-Tween-20 ig¢in; ilk olarak 10X TBS yukarida
anlatildig: sekilde 1X TBS’e doniistiirtiliir. 1X TBS’e
1X TBS-Tween-20 ) o ]
%10 olacak sekilde Tween-20 eklenir ve distile su ile

toplam hacim ayarlanir.

80 gr NaCl, 2 gr KClI, 14.4 gr NazHPOg4, 2.4 gr KH2PO4
hassas terazi ile tartilir. 500 ml distile su ile manyetik
karistiricida resiispanse edilir. pH metre yardimiyla pH
10X PBS 7,4 e ayarlandiktan sonra toplam hacim distile su ile
1000 ml ‘e tamamlanir. Hazirlanan 10X PBS
kullanilmak i¢in 1X PBS’e doniistiiriiliir. Bunun i¢inde
100 ml 10X PBS alinarak 900 ml distile su 1000 ml’e
tamamlanarak 1X PBS’e doniistiiriiliir.

Hiicre Besiyeri 500 ml negatif besiyeri igerisine 50 ml fetal sigir

serumu (FBS) ve 5 ml Penisilin-Streptomisin (10,000
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U/ml) eklenir. 0,22 uM por ¢apindaki filtrelerden

gegirilerek kullanilir.

Protein Standardi
(Bovine Serum Albumin
= BSA)

0,015 gr Albumin hassas terazi ile tartilir. 10 ml distile
su ile resiispanse edilerek. 0,22 pM por ¢apindaki

filtrelerden gegirilerek kullanim i¢in hazirlanir.

Bradford Reagent

100 mg Comassie Brillant Blue (6-250) terazi
yardimiyla tartilir. 50 ml %95 etanol de ¢ozdiiriiliir.
100 ml %85 Fosforik asit eklenir. Cozelti 1 litreye
tamamlanarak 0,22 uM por ¢apindaki filtrelerden

gegirilerek kullanima hazirlanir.

Hiicre Lizis

(CLB)

Tamponu

1 adet tablet Proteinaz inhibitorii 10 ml memeli protein
ekstraksiyon reaktifi (M-PER) ile resiispanse hale

getirilerek hazirlanir.

Mild Strip Tamponu

15 gr glisin, 1 gr SDS terazi ile tartilir 500 ml distile su
ile manyetik karistiric1 yardimiyla resilispanse hale
getirilerek 10 ml Tween-20 eklenir. pH metre
yardimiyla pH 2,2°e ayarlanir ve toplam hacim 1000

ml tamamlanir.

%10 Ammonium
Persulphate Solution
(APS)

100 mg Ammonium persulfate 1 ml distile suda mikro

pipet yardimiyla resiispanse hale getirilerek hazirlanir.

Coumaric Asit (CA)

0,15 gr P-Coumaric asit 10 ml dimetilsiilfoksit
(DMSO)’da ¢ozdiiriiliir.

Luminol

0,44 gr Luminol 10 ml dimetilsiilfoksit (DMSO)’da

¢Ozdirtiliir.

10X Yiiriitme Tamponu

30,3 gr Tris-baz, 114 gr Glisin ve 1 gr Sodyum Dodesil
Siilfat (SDS) terazide tartilarak 500 ml distile su iginde
cozdiiriiliir. pH metre ile pH: 8.3 e ayarlanir ve toplam
hacim 1000ml’e tamamlanir. Hazirlanan 10X yiiriitme
tamponu kullanilmak icin 1X yiirlitme tamponuna

doniistiiriiliir. 100 ml 10X yiiriitme tamponu ve 900 ml
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distile

suyla 1000 mbPe tamamlanarak 1X’e

dontstiiriliir.

33,3 gr Tris-baz ve 144 gr Glisin terazi ile tartilarak
500 ml distile su icinde manyetik karistirict yardimiyla

resiispanse hale getirilir. pH metre ile pH: 8.3 ¢

10X Transfer Tamponu | ayarlanir. 10X transfer tamponu 1X transfer

doniistiiriliir.

tamponuna doniistiiriilerek kullanilir. 100 ml 10X
transfer tamponu, 150 ml metanol ve 750 ml distile
suyla toplam hacim 1000 ml e tamamlanarak 1X’e

Hiicre Dondurma

Medyasi

45 ml FBS ve 5 ml dimetilsiilfoksit (DMSO)
karistirilir. 0,22 uM por capindaki filtrelerden

gecirilerek kullanima hazir hale getirilir.

Tablo 5.5 4X Laemmli Tamponu I¢erigi

Tris Baz (1.0 M, pH 6.8) 10 ml
SDS 40¢g

Gliserol 20 ml
B-Merkaptoetanol 10 ml
Bromofenol Mavisi 0.1g

Distile Su

50 ml’e tamamlanir.

Tablo 5.6 Kemiluminesans Gériintiileme Tamponlari i¢cerigi

A Tamponu B Tamponu
Distile Su 9ml 9ml
Tris-Baz pH:8,5 1mi 1mi
Coumaric Asit 75 ul -
Luminol 150 ul -
H202 - 15ul

Tablo 5.7 %12 (v/v) Poliakrilamid Jel icerigi
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Ust Jel (%4) | Alt Jel (%12)
Distile su 1,5 mi 3,4 mi
1,5 M Tris-HCI, pH: 8,8 - 2,5 ml
0,5 M Tris-HCI, pH: 6,8 0,625 mi -
%10 SDS 0,025 ml 0,1 ml
Akrilamid/Bis-Akrilamid
0,335 ml 4 ml
(%30, %0,8 w/v)
Amonyum Persulfat (APS) (%10) 50 ul 80 ul
TEMED 5 ul 10 pl

Tablo 5.8 immiinofléresan (IF) Kullanilan Kimyasallar icerigi

Triton X-100
PBB soliisyonu Bloklama soliisyonu
soliisyonu
0,1g BSA 0,1g BSA %0,1 Triton X-100
20ml 1X PBS 5ml 1X PBS 1X PBS
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