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KISALTMALAR

GLOBOCAN: The Global Cancer Observatory (Global Kanser Gozlemevi)

GH
GHR
GHRH
GHRHR
Ca+2
CAMP
MRNA
5-FU
DNA
PZR
SELEX
uv
VEGF
BH3
CSF-1
EGF
FGF
HB-EGF
NRG
TGF
IGF-1
SV1
cDNA
Gs
GTP
GDP
PKA
CREB
PLC/IP
NO
cGMP
MAPK

: Biiyiime Hormonu

: Biyime Hormonu Reseptoru

: Bliylime Hormonu Salgilatict Hormon
: Biiylime Hormonu Salgilatict Hormon Reseptorii
: Kalsiyum (+2) yiiklii iyonu

: Siklik Adenozin Mono Fosfat

: Mesajc1 Riboniikleik Asit

: 5-Florourasil

: Deoksiriboniikleik Asit

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Eksponansiyel Zenginlestirme ile Sistemik Ligand Gelistirme
: Ultraviyole

: Vaskuler Endotel Biiylime Faktorti

: Bcl-2 Homoloji 3

: Koloni Uyarici Faktor-1

: Epidermal Biiylime Faktori

: Fibroblast Biiylime Faktorii

: Heparine Baglanan EGF

: Noregulin

: Transforme edici Biiylime Faktor

: Insiilin-benzeri Biiyiime Faktorii-1

: Splays Varyant 1

: Komplementer DNA

: Uyaric1 G proteini

: Guanozin trifosfat

: Guanozin difosfat

: Protein Kinaz A

: cAMP Cevap Elementi Baglanma Proteini
: Fosfolipaz C/ Inositol Fosfat

- Nitrik Oksit

: Siklik Guanozin Monofosfat

: Mitojenle Aktiflesen Protein Kinaz
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ERK : Ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz

JAK?2 : Janus Kinaz 2

STAT3 : Transkripsiyonun Sinyal iletici ve Aktivatorii 3
Arg : Arjinin

Tyr : Tirozin

Dat : Desaminotirozin

Agm : Agmatin

Oorn : Ornitin

Ser : Serin

AMPK : AMP ile Aktive olan Kinaz
mTOR : Rapamisinin Memeli Hedefi
TNF- a : Timor Nekroz Faktorii- o
Abu : a-aminobutirik asit

Ac - Asetil

Har : Homoarjinin

Ibu : Izobutiril

Nle : Norlosin

PhAc : Fenilasetil

Tyr(Me) : O-metiltirozin

Amp : Para-amidino-fenilalanin
Tyr(Et) : O-etiltirozin

MMP2 : Matriks Metalloproteinaz 2
Ada : 12-aminododekanoil

Aoc : 8-aminooktanoik asit

Cpa : 4-kloro-Phe

Dca : Dodekanoil

Fpa5 : Pentafloro-Phe

Me-Ala : N-metil Ala

HIV : Insan Immiinyetmezlik Viriisii
PEG : Polietilenglikol

Ome : O-metilasyon

LNA : Kilitli niikleik asit

PSMA : Prostat-spesifik membran antijeni
GAPDH . Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz
SsiRNA : Kii¢iik interferans RNA
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His : Histidin

ELISA : Enzime-bagli immunosorbent testi
PSA : Prostat-spesifik antijen

AMD : Yasa bagli makiiler dejenerasyon
FDA : Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu

kDa : Kilodalton

AML : Akut myeloid 16semi

HGF : Hepatosit biiyiime faktori

PDGF : Trombosit kaynakli biiylime faktorii
IgE : Immunoglobulin E

GST : Glutatyon S-transferaz

Mg*? : Magnezyum (+2) yiiklii iyonu
TRAIL : TNF-iligkili apoptoz indiikleyici ligand
FADD : Fas-iliskili 6liim domeyni

TRADD : TNF reseptor-iligkili 6liim domeyni
DED : Oliim efektdr domeyni

DISC : Oliim-indiikleyici sinyalizasyon kompleksi
Bcl-2 : B hiicresi lenfoma-2

AlF : Apoptoz-indiikleyici faktor

Apaf-1 : Apoptoz proteaz aktive eden faktor-1
PARP : Poli-(ADP-Riboz) polimeraz

LB : Luria-Bertani

dk : Dakika

BSA : Bovine Serum Albumin

SDS : Sodyum dodesil siilfat

PAGE : Poliakrilamid Jel Elektroforezi
PVDF : Poliviniliden florid

TBS-T : Tris-tamponlu tuz-Tween 20

HRP : Yabani turp peroksidazi

PBS : Fosfat-tamponlu tuz

FBS : Fetal S1gir Serumu

gRT-PCR : kantitatif-Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
sn : Saniye

bp : Baz gifti

EDTA : Etilendiamin tetra asetik asit
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DiOCs : 3,3’- Diheksiloksakarbosiyanin iyodiir

TMB : Tetrametilbenzidin

ATCC : Amerikan-tipi kiiltiir koleksiyonu

ECACC : Onaylanmus hiicre kiiltiirleri Avrupa koleksiyonu
CO2 : Karbondioksit

MTT : 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromiir
DMSO : Dimetil stilfoksit

DAPI : 4’6-diamidino-2-fenilindol

Pl : Propidyum iyodiir

FITC : Florosein izotiyosiyanat

IF : Immunofloresan

SPR : Yiizey Plazmon Rezonansi

H202 : Hidrojen peroksit

H:DCFDA :2’,7’-diklorodihidrofloresein diasetat

ANOVA : Varyans analizi

Kd : Disosiasyon sabiti

PC1 : Proprotein Konvertaz 1
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pM
mM

pm

. Alfa

: Beta

: Gamma

: Santigrat derece
. Litre

: Mililitre

: Yercekimsel kuvvet
: Miligram

: Mikro

: Mikrolitre

: Mikrogram
: Nanometre
: Yiizde

: Milimetre

: Volt

: Amper

: Molar

: Normal

: Nanomolar
: Mikromolar
: Milimolar

: Unite

: Mikrometre
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KISA OZET

BUYUME HORMONU SALGILATICI HORMONA [GHRH (1-44)] OZGU X-
APTAMERLERIN SENTEZLENMESI, KARAKTERIZASYONU VE ANTI-
KARSINOJENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Burcu AYHAN SAHIN

Biiyiime Hormonu Salgilatict Hormon (GHRH), hipotalamustan salinan bir
noropeptittir ve farkli kanser tiirlerinde ekspresyonunda artis oldugu literatiirde ortaya
koyulmustur. Bu artan ekspresyonun bloke edilmesi amaciyla c¢esitli peptid
antagonistleri sentezlenmis ve bu antagonistlerin anti-kanser etkisi ¢esitli kanser
tiplerinde in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir. Bu kapsamda, GHRH sinyalinin
bloke edilmesi, ¢esitli kanser tiplerinde 6nemli bir terapétik yaklasim olarak karsimiza
cikmaktadir. Aptamerler, yiiksek Ozgiinliikle hedef molekiillere baglanabilen tek
iplikli oligoniikleotidlerdir ve ilag tasiyiciligi, goriintiileme, deteksiyon, yeni ilag
gelistirilmesi gibi farkli amaglarla kullanilabilmektedir. Aptamerler geleneksel olarak
SELEX adi verilen bir yontemle secilmekle birlikte, hedefe baglanma afinitesinin ve
niikleazlara kars1 stabilitesinin arttirildig1 manyetik boncuk tabanli farkli yontemlerle
de elde edilebilmektedir. Bu yontemlerden bir tanesi olan X-aptamer se¢ilimi, patentli
bir teknik olup modifiye edilmis niikleotitler icermekte ve bu sayede hedef molekiile
baglanma afinitesi daha yiliksek ve niikleazlara kars1 stabilitesi daha yiiksek olan x-
aptamerlerin se¢ilimi miimkiin olmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, GHRH (1-44)’e 6zgii
x-aptamerlerin sentezlenmesi, karakterizasyonu ve GHRH sinyalini bloke ederek
cesitli kanser hiicrelerindeki anti-karsinojenik etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmistir.
Bu amag dogrultusunda, GHRH gen bolgesini tasiyan plazmidleri igeren prokaryotik
E. coli ve okaryotik HEK293 hiicrelerinden elde edilen GHRH proteini hedef olarak
kullanilarak, manyetik boncuk teknolojisi yardimiyla x-aptamer segilimi
gerceklestirilmis ve 19 adet putatif X-aptamer elde edilmistir. Elde edilen x-
aptamerlerin rekombinant GHRH proteinine baglanma afiniteleri Dot blot yontemi ile
arastirtlmis ve aptamer uygulamasi ile proteine baglanma afinitesinin 1,5 ila 4 kata
kadar arttig1 belirlenmistir. Ayrica aptamer dozuna bagli gerceklestirilen Dot blot
yontemi sonucunda non-lineer regresyon analizi yapilarak aptamerlerin disosiasyon
sabiti (Kd) degerleri hesaplanmistir. TKY2.T1.13 aptameri ile gerceklestirilen SPR
analizi sonucunda bu aptamer i¢in Kd degeri 47,5 nM olarak tespit edilmis ve non-
lineer regresyon analizi ile elde edilen 57,5 nM Kd degerine yakin bir deger olarak
gosterilmistir. Aptamerler siireye bagli olarak insan serumu ile muamele edilerek
aptamerlerin serum stabiliteleri arastirilmis ve aptamerlerin cogunlukla 72 saate kadar
insan serumunda %50°nin iizerinde stabil kaldigi belirlenmistir. TKY2.T1.08 ve
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TKY2.T1.13 aptamerlerinin hiicre igerisinde yer alan endojen GHRH’ye doza bagh
olarak artan baglanma afinitesi MIA PaCa-2 hiicrelerinde immunofloresan yontemi ile
gosterilmistir. Putatif x-aptamerlerin GHRH sinyal yolagina etkisinin aragtirilmasi i¢in
asag1 yolak elemanlar1 olan GH ve GHRH-R ekspresyonuna etkileri immunofloresan
yontemi ile gosterilmis ve aptamer uygulamasi ile bu proteinlerin ekspresyonlarindaki
azalma gosterilmistir. Ayrica, TKY2.T1.08 ve TKY2.T1.13 x-aptamerlerinin MIA
PaCa-2 pankreas, HT29 kolorektal ve PC3 prostat kanseri hiicrelerinde hiicre
canliligma ket vurdugu ve mitokondriyal membran potansiyelini diisiirdiigi
belirlenmistir. Putatif x-aptamerlerin hiicre dongiisii iizerine etkileri arastirildiginda
ise TKY2.T1.13 aptamerinin MIA PaCa-2, HT29 ve PC3 hiicrelerinde SubG1l
populasyonunu arttirdigi, TKY2.T1.08 aptamerinin ise HT29 ve PC3 hiicrelerinde
G2/M populasyonunu arttirdigr gosterilmistir. Putatif X-aptamerlerin hiicre 6limii
lizerine etkileri Annexin V/PI hiicre akis sitometrisi yontemi ile arastirilmis ve
TKY2.T1.13 x-aptamerinin MIA PaCa-2, HT29 ve PC3 hiicrelerinde ge¢ apoptotik
hiicre populasyonunda artisa neden oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, bu tez
caligmas1 kapsaminda GHRH (1-44) proteinine 6zgii x-aptamer sentezi ilk kez
gerceklestirilmis, sentezlenen x-aptamerlerin hedef proteine baglanma afiniteleri
gosterilmis ve GHRH sinyal yolagina ket vurarak antikarsinojenik etkileri MIA PaCa-
2, HT29 ve PC3 hiicrelerinde gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: GHRH, x-aptamer, SELEX, SPR, kanser, anti-karsinojenik
etki
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ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERISATION AND INVESTIGATION OF ANTI-
CARCINOGENIC EFFECTS OF X-APTAMERS AGAINST GROWTH
HORMONE RELEASING HORMONE [GHRH (1-44)]

Burcu AYHAN SAHIN

Growth Hormone Releasing Hormone (GHRH) is a neuropeptide secreted from
hypothalamus and it was stated to be expressed highly in different cancer types. In
order to block this increased expression, various peptide antagonists has been
synthesized and anti-cancer effects of these antagonists were shown in different cancer
types in vitro and in vivo. In this manner, blockage of GHRH signaling is an important
therapeutic approach in various cancers. Aptamers are single-stranded
oligonucleotides that can bind target molecules with high specificity and is being used
for different purposes such as drug carrier, imaging, detection and new drug
development. Aptamers are selected by a method called SELEX conventionally, yet
they can be obtained by magnetic bead-based different methods in which target
binding affinities and stability against nucleases have been enhanced. One of these
methods, x-aptamer selection, is a patented technique which contains modified
nucleotides and by this means it is possible to select x-aptamers that have higher target
binding affinity and more stability against nucleases. In this thesis study, it was aimed
to synthesize and characterize x-aptamers against GHRH (1-44) and investigation of
these x-aptamers’ GHRH signal blocking and anti-carcinogenic effects in different
cancer cell lines. For this purpose, GHRH obtained from prokaryotic E. coli and
eukaryotic HEK293 which bears plasmids encoding GHRH open reading frame was
used as a target, and x-aptamer selection was performed by magnetic bead technology.
By this way, 19 putative x-aptamers were selected. Binding affinities of these x-
aptamers to recombinant GHRH were searched by Dot blot method and it was shown
that binding affinity of aptamers were increased 1.5 to 4-fold by aptamer treatment.
Also, dissociation constant (Kd) of x-aptamers were calculated by non-linear
regression according to aptamer dose-dependent dot blot method. Kd value of
TKY2.T1.13 was detected as 47,5 nM as a result of SPR analysis which is in parallel
with Kd value calculated by non-linear regression, 57,5 nM. X-aptamers were treated
with human serum in time-dependent manner to investigate the serum stability of x-
aptamers and it was shown that x-aptamers were stable more than 50% up to 72 hours
in human serum. Increased binding affinity of TKY2.T1.08 and TKY2.T1.13 to
intracellular GHRH was demonstrated by immunofluorescence method in MIA PaCa-
2 cells. In order to search the effect of putative x-aptamers on GHRH signaling
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pathway, the effects on expression of downstream targets GH and GHRH-R was
indicated by immunofluorescence method and x-aptamer treatment decreased the
expression of these proteins. Besides, TKY2.T1.08 and TKY2.T1.13 x-aptamers were
shown to impede cell viability and reduced mitochondrial membrane potantial in MIA
PaCa-2 pancreatic, HT29 colorectal and PC3 prostate cancer cell lines. When the
effects of x-aptamers on cell cycle was investigated, TKY2.T1.13 x-aptamer was
incrased SubG1 population in MIA PaCa-2, HT29 and PC3 cells while TKY2.T1.08
increased G2/M population in HT29 and PC3 cells. The effects of putative x-aptamers
on cell death was searched by Annexin V/PI flow cytometry method and TKY2.T1.13
x-aptamer increased late apoptotic cell population in MIA PaCa-2, HT29 and PC3
cells. In conclusion, within the context of this thesis study, x-aptamers against GHRH
(1-44) was selected for the first time, the binding affinity of selected x-aptamers to
target has been shown and anti-carcinogenic effects of the x-aptamers via inhibition of
GHRH signaling pathway were demonstrated.

Key Words: GHRH, x-aptamer, SELEX, SPR, cancer, anticarcinogenic effect

Science Code: 20610
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1 GIRIS VE AMAC

1.1 GIRIS

Diinya genelinde, bulasici olmayan hastaliklar global 6liimlerin biiyiik cogunlugundan
sorumludur ve kanser bu 6liim sebeplerinin basinda gelmektedir. Global Kanser
Gozlemevi (The Global Cancer Observatory, GLOBOCAN) 2018 verilerine gore
kanser insidansi ve mortalitesi diinyada hizla artmaktadir [1]. Kanser gelisiminde
cevresel faktorler de etkili olsa da kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelligi olan
kontrolstiz ¢cogalma ve apoptotik oliimden kagma gibi ozelliklerin bazi biiyiime
faktorleri ve noropeptidlerin kontrolii altinda oldugu literatiirde ifade edilmektedir [2].
Son donemde hipotalamus kaynakli endokrin peptidlerin kanser gelisimi goriilen
dokularda reseptorleriyle birlikte anlattiminin varhigi belirlenmistir. Bu endokrin
hormonlardan biri olan biiyiime hormonu (Growth Hormone, GH) ve reseptdriiniin
(Growth Hormone Receptor, GHR) meme kanseri doku 6rneklerinde histopatolojik
olarak anlatim profilleri gosterilmis [3], otokrin GH anlatimi1 kazandirilan meme
kanseri hiicrelerinin invazif-metastatik profilinin yiiksek oldugu in vivo ve in vitro
caligmalar ile gosterilmistir [4]. GH sentezlenmesi ve salinmasi i¢in hipotalamustan
salinan Biiyiime Hormonu Salgilatict Hormon (Growth Hormone Releasing Hormone,
GHRH), 6n hipofiz bezi hiicrelerinin ylizeyindeki GHRH reseptdriine (GHRHR)
baglanarak, Ca*? ve siklik adenozin monofosfat (¢cAMP) iceren sinyal yolaklarmin
aktivasyonu yolu ile GH salinimini uyarmaktadir. GHRH geni iizerinden 108 amino
asitlik onciil hormon olarak sentez edilen, posttranslasyonel modifikasyonlar ile 44
amino asit uzunlugunda aktif hormon halini alan GHRH’nin ve reseptoriiniin
(GHRHR) periferik dokularda anlatiminin varhigi tespit edilmistir [5], [6]. Ayrica
prostat, meme, yumurtalik, akciger, pankreas, lenfoma gibi birgok tiimor biyopsi
ornegi ve hiicre hatlarinda hem mesajct RNA (mRNA) hem protein seviyesinde
GHRH anlatim1 gosterilmistir [7]. GHRH/GHRHR sinyalizasyonuna ket vurma
stratejisi ile GHRH 06zgii antagonist peptitlerin sentezlenmesi, karakterizasyonu ve
anti-karsinojenik etkisi akciger, meme, prostat, pankreas, kolorektal gibi kanserlerde

in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir [8], [9]. Ancak GHRH peptit antagonistlerinin
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terapdtik etkinliginin cisplatin, 5-Florourasil (5-FU), docetaxel gibi ilaglar ile kombine
ilag uygulamalan ile arttirilmasi, in vivo ortamlarda GHRH antagonistlerinin peptit
Ozellikleri kaynakli serum stabilite problemleri terapotik etkinliklerinin azalmasina
neden olmaktadir [10]. Aptamerler, kendilerine 6zgii kararli ti¢ boyutlu yapi
olusturabilen ve hedef molekiillere yiiksek ozgiinlilkte baglanabilen tek iplikli
oligoniikleotidler olup, baglanma kapasitesi, baz eslesmesi degil, oligoniikleotidlerin
ic boyutlu konformasyonu sonucu meydana gelmektedir [11]. Aptamerler hedef
molekiile baglanma kapasiteleri bakimindan antikorlardan daha yiiksek 6zgiilliikte ve
affinitede olduklar1 tespit edilmis, DNA/RNA bazli molekiiller olarak tespit
edilmislerdir. ilk defa Tuerk ve Gold [12] tarafindan aptamerlerin sentezi DNA/RNA
kiitiiphanesinin hedef molekiil ile konformasyonel baglanmasini takiben, hedef
molekiile yiiksek baglanma etkinligi gosteren niikleotit dizilerin polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmasi dongiisiiniin ardi ardina tekrar edilmesi olan
Eksponansiyel enginlestirme ile Sistemik Ligand Gelistirme (Systemic Evolution of
Ligands by Exponential enrichment, SELEX) teknigi ile sentez edilmektedir [13]. PZR
ile amplifiye edilen hedef molekiile yiiksek baglanma gosteren niikleotid dizilerin
klonlamasi1 ve dizi analizi ile tespit edilmesi ile potansiyel aptamerlerin eldesi
gerceklesmektedir. Ancak SELEX dongiisii esnasinda gerceklesen baglanmalari
takiben tretilen aptamerlerin hedefe yiiksek baglanma potansiyeli olmamas1 kaynakl
olarak farkli tip SELEX metotlar1 teknik agidan gelistirilmistir. Hedef molekiile,
hedef-kiitiiphane birlesme siirecine gére membran, kapiler elektroforez, mikrofluidik,
manyetik boncuk, hiicre SELEX teknikleri gelistirilmistir [14]. Ayrica, SELEX aracili
sentez edilen aptamerlerin hedef proteine baglanma affinitelerinin arttirilmasi,
sekonder yapilarinin stabilitelerinin yiikseltilmesi amaci ile DNA/RNA aptamerlerinin
kimyasal modifikasyonlari ile etkinlikleri ve affiniteleri yiikseltilmektedir [15]. Bu
kapsamda biyoteknoloji firmalar1 aracil1 yeni teknolojiler gelistirilmistir. Ozellikle kit
bazli niikleik asit kiitiiphanesi ile hedef molekiiliin bulugma etkinligini arttirmak
tizerine bead bazli metotlar gelistirilmistir. Modifiye edilmis patentli bir teknik olan
X-aptamer sentezi ile hedef molekiile baglanma affinitesi yliksek, modifiye edilmis

nukleotit ile aptamerlerin sekonder yapilarinin arttirilmasi saglanabilmektedir [16].



12 AMAC

Bu tezin amaci, anti-karsinojenik etkiye sahip GHRH antagonist peptitlerine alternatif
olarak GHRH 6zgii aptamerlerin X-aptamer teknoloji ile sentez edilmesi, GHRH
baglanma affinitelerinin belirlenerek, kolon, pankreas, prostat kanseri hiicreleri

tizerinde anti-proliferatif, anti-karsinojenik etkilerinin gdsterilmesidir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 KANSER

Insan viicudunda yer alan milyonlarca hiicre; biiyiir, boliiniir ve sagliksiz hale
geldiginde kendi oliimiinti indiikler. Bazi durumlarda, cesitli faktorlerin etkisiyle,
stirekli biiyliyen anormal hiicreler meydana gelebilir [17]. Kanser, viicuttaki birgok
organ veya dokuda meydana gelebilen, anormal hiicrelerin kontrolsiizce biiylimesi ve
yayilmasi ile karakterize edilen hastaliklar grubudur. Yayilma, anormal bir sekilde
biiyiliyen hiicrelerin ¢cevre dokulara invazyonu ve diger organlara dagilmasi anlamina
gelir ve metastaz olarak adlandirilir. Metastaz kontrol altina alinamazsa, kanser
kaynakl1 6liimiin temel sebebi olabilir [18], [19]. Kanser, viicutta ¢ok farkli gesitteki
hiicrelerden herhangi birinin anormal proliferasyonuyla olusabilecegi i¢in, karakter
olarak birbirinden farkli olan ylizden fazla kanser tipi bulunmaktadir. Bir¢ok kanser,
lic ana grupta toplanabilir: karsinomalar, sarkomalar ve 16semiler veya lenfomalar.
Karsinomalar epitel kaynaklidir ve insan kanserlerinin yaklagik %85-90’Iik kismim
olusturur. Sarkomalar bag dokunun solid tiimorleridir. Losemiler ve lenfomalar ise kan
ve immiin sistem hiicrelerinden koken alir. Bu gruplarin i¢inde de anormal hiicrenin
koken aldigr doku veya organa gore, akcier, meme, prostat kanseri gibi ekstra
siiflandirma yapilmaktadir [20]. Kansere neden olan etmenler her tip kanser igin
tamamen anlagilmasa da, hastaligin ortaya ¢ikmasina etki ettigi bilinen pek ¢ok faktor
bulunmaktadir. Bu risk faktorlerinin bir kismi1 kontrol edilebilir ¢evresel faktorler iken
bir kismi ise kisi tarafindan kontrol edilemeyen genetik ve epigenetik faktorlerdir.
Biitlin bu risk faktorlerinden biri veya birkagi, ayn1 anda veya sirayla etki ederek
kanser olusumu ve gelisimini baslatabilir veya arttirabilir [19]. Kanser olusumuna
katk1 saglayan risk faktorleri arasinda radyasyon, tiitiin ve alkol kullanimi, Ultraviyole
(UV) maruziyeti, gesitli hormonlar, ¢esitli viriisler, onkogen veya tiimor baskilayici
genlerdeki mutasyonlar, yetersiz beslenme, obezite, fiziksel aktivite eksikligi, ¢esitli
kimyasallar yer almaktadir. Tedavi ise kanser tipine gore Oncelik siralamasi

degismekle birlikte kemoterapi, cerrahi operasyon ve radyoterapiyi icermektedir. Kati



(solid) ve ulasilmas1 nispeten daha kolay olan tiimdrlerde oncelik cerrahi operasyon

iken, 16semi ve lenfomada kemoterapi kullanilmaktadir [17], [20].

2.2 KANSER EPIDEMIiYOLOJISi

Diinya genelinde kanser insidans1 ve mortalitesi giin gectikte artmakta ve bu artisin en
biiyiilk nedenlerinden biri olarak, toplumlarin yaslanmasi ve popiilasyonlarin
biiyiimesinin yani sira ¢esitli teknolojik ve sosyoekonomik degisiklikler nedeniyle risk
faktdrlerinin dagilimindaki farkliliklar gosterilmektedir [1]. Diinya Saglik Orgiitii
verilerine gore, 70 yas Oncesi 0liimlerin sebepleri siralamasinda 172 iilkenin 91’inde
kanser birinci veya ikinci sirada yer alirken 22 iilkede ise ti¢lincii veya dordiincii sirada
yer almaktadir [19]. Diinya genelinde, erkeklerde goriilme sikligi bakimindan ilk
sirada akciger kanseri yer alirken bunu prostat ve kolorektal kanserler izlemektedir.
Oliim oranlarmna bakildiginda ise yine akciger birinci sirada iken karaciger ve mide
kanserleri sirastyla ikinci ve {iglincii sirada bulunmaktadir. Kadinlarda ise insidans ve
mortalite bakimindan meme kanseri ilk sirada yer almaktadir. Siralamay1 insidans
bakimindan kolorektal ve akciger kanserleri olustururken, mortalite bakimindan
akciger kanseri ikinci sirada kolorektal kanserler de tigiincii sirada yer almaktadir
(Sekil 2.1). Global olarak insidans ve 6liim oranlarina bakildiginda her bes erkekten
birinin ve her alt1 kadindan birinin hastaliga yakalanacagi, her sekiz erkekten birinin
ve her on kadindan birinin bu hastaliktan hayatini kaybedecegi ongoriilmektedir [1],

[19].
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Sekil 2.1. Diinya genelinde kanser tiplerine gore A. Erkeklerde, B. Kadinlarda,

C. Toplam insidans ve mortalite oranlar: [1]

2.3 KANSER TEDAVi STRATEJILERI

Kanser patogenezi ve molekiiler mekanizmalar1 ile ilgili yillar boyu yapilan
arastirmalar sonucunda, insan kanserlerinin tedavisinde mekanizma temelli hedefli
terapilerin kullanilabilecegi ortaya cikmistir. Hizla artan sayidaki hedefli terapi
yontemleri, kanserin bir veya birden fazla gdstergesine olan etkilerine gore
simiflandirilabilir. Hedefli terapide kullanilan yontemlerin verimliligi, belirlenen
gostergelerin 6nemini de dogrulamaktadir. Eger bir gosterge gercekten tiimor gelisimi

icin 6nemli ise, bu gostergenin inhibisyonu tiimor biiylimesini azaltmalidir. Ancak,
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kanser gostergeleri farkli sinyal yolaklar1 tarafindan diizenlendiginden, sadece bir
yolag1 inhibe eden bir hedefli terapotik ajan hedef aldig1 gostergeyi tamamen inaktive
edemeyebilir [21]. Bu durumda bazi kanser hiicreleri hayatta kalabilir ve bulundugu
sartlarla bulundugu ortama uyum saglayabilir, sonugta niiks gézlenebilir. Bu durumda
bu yolaklarin ¢ogunu veya tamamini hedefleyerek diren¢ olusumunu engellemek daha
kalict bir ¢oziim elde edilmesini saglayabilir. Bununla birlikte, kanser hiicreleri
tedaviye cevap olarak belirli gostergelere bagliligini azaltip baska bir gosterdeye daha
hale gelerck ilaca karsi direng gelistirebilir [22].

Kanserin temel gostergeleri Hanahan ve Weinberg tarafindan yayinlanmistir [23]. Bu
gostergelere yonelik olarak hedefli terapilerin planlanmasi, hastalia 6zel tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi bakimindan 6nem arz etmektedir. Bu kapsamda, kanserin
en Onemli gostergelerinden biri olan proliferatif sinyallerin devam ettirilmesine
yonelik olarak biiylime faktorii inhibitorleri kullanilabilir. Biiyiime baskilayicilarindan
kagma gostergesine yonelik olarak ise hiicre dongiisii regiilatorlerinden olan siklin-
bagimli kinaz inhibitorleri gosterilebilir. Bunlarin haricinde monoklonal antikorlarla
immun sistemin harekete gecirilmesi, telomeraz inhibitorleri kullanilarak replikatif
Olimsiizliiglin asilmasi, anti-enflamatuar ajanlar yardimiyla enflamasyonun Oniine
gecilmesi, epitelyal-mezenkimal gecisi tesvik eden proteinlerin inhibitorleri
kullanilarak invazyonu ve metastazin engellenmesi, Vaskuler Endotel Biiylime
Faktorii (VEGF) sinyal inhibitorleri araciligiyla anjiyojenezin baskilanmasi,
proapoptotik BH3 taklitleri ile apoptozun indiiklenmesi, aerobik glikoliz inhibitorleri
yoluyla enerji metabolizmasinin bozulmasi kansere ve gostergelerine yonelik hedefli

terapilerde kullanilabilecek yontemler olarak gosterilmektedir (Sekil 2.2) [23].
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Sekil 2.2 Kanserin bashca gostergeleri ve bu gostergelere yonelik hedefli terapi

seceneklerinin gosterilmesi [23]

2.4 KANSER VE BUYUME FAKTORLERi

1954 yilinda, civciv embriyolarina aktarilan sarkoma hiicrelerini sinir liflerinin daha
hizli sarmaladiginin gézlemlenmesi [24], kanser hiicreleri ile sinir uyarict bir faktor
arasinda bir iliski olabilecegi ile ilgili ilk kanit1 olusturmaktadir. Sonrasinda yapilan
calismalarda ise tiimorlerden elde edilen transforme hiicrelerin biiyiime faktorii
salgiladig1 ve bu bliylime faktorlerinin tiimoérlerle ekstraseliiler matriks ve stromal

hiicreler arasindaki etkilesim i¢in aract molekiiller oldugu ortaya ¢ikarilmistir [25].

Biiyiime faktorleri, kinaz aktivitesi gosteren membran reseptorlerine baglanarak hiicre
i¢i sinyalizasyon yolaklarini uyaran polipeptidlerdir. Bir hiicrede hayatta kalma ve
bliyime avantaji saglayan bir mutasyonun olusmasiyla baslayan onkogenik
transformasyon, tiimor gelisimi ve metastatik karsinomalara doniisiim, ¢ok basamakli
bir siirectir ve bu siirecin hemen her basamaginda biiylime faktorleri 6nemli gorev

alirlar (Sekil 2.3) [22].
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Sekil 2.3. Kanser gelisim basamaklari ve bu basamaklarda rol alan 6nemli

biiyiime faktorleri [22]

CSF-1: Koloni uyarici faktor-1; EGF: Epidermal biiyiime faktorii; FGF: Fibroblast
biiytime faktorii; HB-EGF: Heparin-binding EGF; NRG: Noregulin; TGF:
Transforme edici biiylime faktér; VEGF: Vaskiiler endotel biiytime faktori

Sekil 2.3’te goriildiigii iizere, kanser gelisim siireci, bir hiicreye hayatta kalma ve
biliylime avantaji saglayan bir mutasyon ile baslar (1). Mutasyona sahip olan klonun
biiyiimesi ve ilerlemesi epidermal biiyiime faktorii (epidermal growth factor, EGF) ve
insiilin-benzeri biiyiime faktorii-1 (insiilin-like growth factor 1, IGF-1) gibi biiyiime
faktorlerinin etkisiyle gergeklesir ve cogunlukla liimen igi lezyonlar goriiliir (2 ve 3).
Sonraki basamakta epitelyal polaritenin azalmasi, mezenkimal fenotipin kazanilmasi
ve proteazlarin salgilanmasiyla kanser hiicreleri hareket etmeye ve komsu dokulara

penetre olmaya baslar. invazyon (4) olarak bilinen bu basamak, onkogenler, tiimor
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supresorler ve transforme edici biiylime faktorii (transforming growth factor, TGF),
fibroblast biiylime faktorii (fibroblast growth factor, FGF) gibi biiyiime faktorleri
tarafindan kontrol edilir. Daha sonra kanser hiicreleri yayilmak i¢in kan ve lenf
dolasimini kullanir, damarlara girer ve ¢ikar (5). Bu sekilde mikrometastaz yapan
hiicreler (6) yeni mutasyonlar ve kanser hiicrelerinin otokrin olarak {irettikleri koloni
uyarict faktor-1 (colony stimulating factor-1, CSF-1), néregulin (neuregulin, NRG)
gibi biiyiime faktorlerinin etkisiyle kemoterapiye direngli kolonilerin olusmasina
destek olur (7). Meydana gelen direngli kolonilerin beslenmesi amaciyla yeni damarlar
olusturulmasi, anjiyojenez, tiimdr ve stroma hiicrelerinden salgilanan vaskiiler endotel
biiyiime faktorii (vascular endothelial growth factor, VEGF), FGF gibi biiyiime
faktorleri araciligiyla gergeklesir (8). Bu sekilde gelisen makrometastazlar belirli
hedef organlara yerlesir [25].

2.5 KANSER VE BUYUME HORMONU SALGILATICI HORMON

Biiyime Hormonu Salgilatict Hormon (Growth Hormone Releasing Hormone,
GHRH) peptidi ilk olarak hipotalamus disinda pankreatik bir tiimorden izole ve
karakterize edilmesine ragmen [6], [26], peptidin kanser olusumu tizerine etkisi uzun
yillar boyunca ¢alisilmamis, bunun yerine endokrin etkileri arastirilmistir [27]. Ancak
hem GHRH’nin hipofiz disinda birgok farkli dokuda ekspresyonunun gosterilmesi
hem de GHRH antagonistlerinin proliferasyonu inhibe ettiginin gosterilmesiyle bu
peptidin endokrin gorevleri disinda farkli gorevleri de oldugunu ortaya koymus ve
boylelikle bu peptidle ilgili arastirmalar farkli alanlara yayilmstir [27], [28]. Ozellikle
kanser hiicrelerinin kendi proliferasyonunu uyaran biiylime faktorleri tirettiginin ve bu
sekilde hiicre boliinmesinin siirekli olarak uyarilmasina neden oldugunun ortaya
koyulmasindan sonra [20], GHRH ile kanser gelisimi arasindaki iliski daha ¢ok
calisilmaya baslanmistir. Ayrica, GHRH sinyal yolaginda yer alan ve GHRH nin asag1
sinyal yolu hedeflerinden biri olan IGF-1 ile karsinogenez arasindaki baglantinin
tanimlanmasiyla birlikte [29], GHRH’nin de kanser olusumu ve gelisiminde rolii
olabilecegi diisiincesi ortaya ¢ikmaya baglamistir. Bu kapsamda yapilan ¢aligmalardan
bir tanesinde normalde GHRH ekspresyonu gostermeyen fibroblastlara GHRH
analoglar1 uygulandiginda fibroblastlarin proliferasyonunun uyarildigt ve c-myc
protoonkogenlerinin ekspresyonlarinin indiiklendigi belirlenmistir [27], [30]. Ayrica

akciger, meme, yumurtalik, pankreas kanseri gibi farkli kanser tiirlerinde GHRH
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antagonisterinin uygulanmasiyla hiicre proliferasyonu ve tiimor biiylimesi inhibe
edilmesine ragmen, GH ve IGF-1 seviyelerinde degisiklik olmadigi, bir bagka deyisle
GHRH’nin karsinogenezde otokrin/parakrin rolii oldugu gésterilmistir [27].

Homeostatik sartlarda GHRH, hipotalamusun yani sira plasenta [31], yumurtalik [32],
prostat [33], testis [34], lenfositler [35], bobrek [36], karaciger [30], akciger [37], kalp
[38], iskelet kas1 [28] gibi dokularda ektopik olarak iiretilmektedir. Cesitli kanserlerde
GHRH ekspresyonu kontrol edildiginde ise meme [39], endometriyal [40], yumurtalik
[41], akciger [42], kemik [7], pankreas [43], prostat [33], glioblastoma [44], adrenal
karsinoma [45], kolorektal [43] gibi birgok kanser tiiriinde GHRH ekspresyonu
belirlenmistir. Ayn1 dogrultuda, GHRH’nin baglandig1 reseptér olan GHRH-R
spesifik olarak hipofizde ekprese edilirken, hipofiz tiimorleri haricindeki tiimorlerde
cogunlukla hipofiz tipi GHRH-R ifadesi bulunmamaktadir. Bunun yerine hipofiz tipi
GHRH-Rnin kesilmis versiyonu olan farkli splays varyantlari prostat [46], kolorektal
[47], akciger [48], meme [49], yumurtalik [50], pankreas [36], gastrik kanser [43] gibi
kanserlerde tanimlanmistir. GHRH ve reseptoriiniin 6topik ekspresyonlari disinda
ektopik  ekspresyonlarinin  varligi, GHRH’nin kanserlerin  patogenezinde
otokrin/parakrin biiylime faktorii olarak rol alabilecegini desteklemektedir [27], [28],
[30].

2.6 BUYUME HORMONU SALGILATICI HORMON

Biiylime Hormonu Salgilatict Hormon hipotalamustan salgilanan ve gorevi hipofiz
bezinden Biiyiime Hormonu (GH) salgilanmasini uyarmak olan bir néroendokrin
peptiddir [39], [51]-[53]. Hipofiz bezinin anterior lobunda bulunan ve biiyiime
hormonu salgilayan somatotrof hiicrelerini uyaran hipotalamik bir faktoriin varligi cok
uzun yillar 6nce belirlenmesine ragmen, bu faktoriin izolasyonu ve karakterizasyonu
uzun bir siire boyunca yapilamamigtir [6]. 1981 yilinda bu faktoriin karsinoid ve
pankreatik tiimorlerde ektopik iliretiminin gosterilmesinin ardindan 1982 yilinda
birbirinden ayri ¢alisan iki grup, akromegaliye neden olan iki pankreatik tiimérden,
daha sonra GHRH olarak adlandirilacak olan faktoriin izolasyonunu ve
karakterizasyonunu gergeklestirmistir. Bu tiimorlerden izole edilen 40 ve 44 amino
asitlik iki GHRH formunun, hipotalamik GHRH formlariyla ayn1 oldugu belirlenmistir
[6], [26].
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Insan GHRH geni 20. kromozomun q kolunda, 20q11.23 bandinda haritalanmugtir
(Sekil 2.4). Toplamda bes ekzondan olusur ve genomda 10.814 bazlik bir bolgeyi
kaplar [6], [54]. Ekzon 1, 5’ transle edilmeyen bolgeyi icerirken, ekzon 2, 3, 4 ve 5’in
5” kismi1 pre-pro-GHRHyi kodlar. Ekzon 5’in 3’ ucu ise 3’ transle edilmeyen bolgeyi
igerir (Sekil 2.5). GHRH geninden kodlanan mRNA’dan, 108 amino asitten olusan
onciil pre-pro-GHRH sentezlenir. Pre-pro-GHRH, tipik bir sinyal peptidi, 44 amino
asitlik GHRH (YADAIFTNSYRKVLGQLSARKLLQDIMSRQQGESN) ve 31
amino asitten olusan ve fonksiyonu belli olmayan bir C-terminal peptidini kodlar.
Besinci ekzonun 5’ bolgesinde iki splays-akseptor bolgenin farkli kullanimiyla c-
terminal peptidinde bulunan Ser-103’iin olmadig1 107 amino asitlik ikinci bir izoform
sentezlenir. Pre-pro-GHRH, 6ncelikle N-terminal bolgesinden Furin enzimi tarafindan
kesilerek 8,8 kDa biiyiikliigiinde ara form olusur. Olusan bu ara form ise PC1 enzimi
tarafindan kesilir ve sonugta olgun GHRH ve c-terminal peptidi (GHRH-iligkili
protein, GHRH-RP) meydana gelir [6]. GHRH, insan hipotalamusunda ilk olarak
gebeligin 18. ve 29. haftalar1 arasinda, fetal hipofiz somatotroplarinin olusumuyla
goriiliir. Yenidogan kordon kaninda GHRH seviyeleri yliksek olmakla birlikte ergenlik
cagina kadar yavas yavas diiser [5].

Chr 20
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Sekil 2.4. GHRH geninin genomik lokasyonu [54]
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Sekil 2.5. GHRH geninin yapisi.

5’ NT: 5’ transle edilmeyen bolge; 3° NT: 3’ transle edilmeyen bolge [4]
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GHRH, hiicre membraninda yer alan spesifik reseptoriine (GHRH-R) baglanarak
etkisini gosterir. GHRH-R, G Protein-Bagli Reseptor B-11 siiper ailesi tiyesidir [55]. G
protein-bagl reseptorlerin karakteristik 6zelligi 7 adet transmembran heliks
icermeleridir. Ayrica, B siiper ailesi reseptorler biiyiik yapili ekstraseliiler n-terminal
domeyni icermektedir (Sekil 2.6) [56]. GHRH-R geni 7. kromozomun p kolunda
7p14.3 bolgesinde haritalanmistir [55]. 13 ekzondan olusur ve alternatif mRNA splays
mekanizmalari sonucu farkli izoformlar1 bulunmaktadir. Bircok memelide GHRH-R
proteininin ana formu 423 amino asitten olusmaktadir. Bununla birlikte, birgok tiiriin
hipofizinde fonksiyonel 6nemleri tam olarak bilinmeyen, farkli uzunluk ve yapida C-
terminal igeren, daha az goriilen izoformlar bulunmaktadir [5]. Bu izoformlar arasinda
GHRH-R’ye en fazla yapisal benzerlik gosteren Splays Varyant 1 (SV1)’dir [57]. SV1
cDNA dizilemesi, SV1’in hipofiz tipi GHRH-R den sadece ilk 334 niikleotid
bakimindan farkli oldugunu, bdylelikle olusan protein dizisinde hipofiz tipi GHRH-
R’nin ekstraseliiler bolgesindeki ilk 89 amino asitin yerini SV1°de 25 amino asitin
aldigint gostermistir [58]. Schally ve arkadaglari tiimorlerde SV1°’i tanimlamig ve
cDNA’simi dizilemistir. Ayrica SV1’in tiimorlerin bir¢ogunda ve normal dokularda
bulundugunu, ligand-bagimli ve ligand-bagimsiz aktivite gosterdigini, boylelikle
reseptor olarak fonksiyonel oldugunu gostermistir [26]. GHRH-R ve splays varyantlari
hipotalamusun yani sira, plasenta, bobrek, testis, yumurtalik, gastrointestinal kanal,
hepatositler, akciger endotel hiicreleri, pankreatik adalar, tiroid hiicreleri gibi periferal
dokularda da eksprese edilmektedir [51], [52], [55], [58], [59]. Ote yandan, GHRH-R
ve splays varyantlarinin kolorektal kanserler, meme kanseri, prostat, beyin ve papiller
tiroid kanseri gibi farkli kanser tiplerinde de ekspresyonu belirlenmistir [39], [57],
[59]. Seitz ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada Giglii negatif meme kanseri dokularinda
hipofiz tipi GHRH-R %25 oraninda eksprese ediliyorken SV1 ise %70 oraninda
eksprese edilmektedir [60].
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Sekil 2.6. Biiyiime Hormonu Salgilatict Hormon Reseptoriiniin (GHRH-R)
sematik yapisi [61]

2.7 GHRH SINYAL YOLAGI

GHRH reseptorii uyarici G proteini (Gs) gibi heterotrimerik G-proteinlerine baglhdir.
Gs proteini a-, B- ve y-alt iinitelerinden olusur. a-alt {initesi GTP baglanma proteini
iken, - ve y-alt liniteleri plazma membranina baglidir ve normal durumda GDP-bagh
olan a-alt linitesine yiiksek afinite ile baglidir [62]. GHRH hipotalamustan salindiktan
sonra reseptoriine baglanmasiyla, reseptorde konformasyon degisikligi meydana gelir
ve reseptdr, Gs proteininin a-alt tinitesine GTP baglanmasini katalizleyerek uyaric1 G
proteinini aktive eder. GTP baglanmasi adenilil siklazi uyarir ve hiicre i¢ci cAMP
seviyesini arttirir. cAMP artisi, protein kinaz A (PKA)’y1 uyarir. PKA, cAMP-cevap
elementi baglanma proteinini (CREB) fosforile ederek aktive eder. CREB bir
transkripsiyon faktoriidiir ve fosforile olarak aktive olmasi, GH1 geninin ve GHRH-R
geninin transkripsiyonunu arttirir. Ayrica, GHRH reseptorlerinin aktivasyonu,
somatotroflarda bir sodyum kanalinin agilmasia ve bdylelikle depolarizasyonuna
neden olur. Hiicre i¢i voltajdaki degisiklik, voltaj-kapili kalsiyum kanallarinin
acilmasini uyarir ve kalsiyumun hiicreye girisine izin verir. Hiicre ici kalsiyum
miktarinin artmasi, salg1 bezlerinde depolanan GH’nin salgilanmasini uyarir. GHRH
ile indiikklenen GH salinimi ayrica fosfolipaz C/inositol fosfat (PLC/IP) yolagina

baglidir. Bunlarin yani sira nitrik oksit (NO) ve siklik guanozin monofosfat (cGMP)
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sinyal yolagi da GHRH ye bagli GH salinimini diizenler [5], [39], [52], [53]. Alternatif
olarak GHRH, B- ve y-alt iiniteleri araciligiyla Ras/MAPK yolagini uyararak hiicre
biiyiimesini tesvik eder [53] (Sekil 2.7). GHRH peptidinin reseptore baglanmasi ikili
domeyn baglanma modelinde ger¢eklesmektedir. Bu modele gore, peptidin C-
terminalinde yer alan 22. pozisyondaki 16sin, 23. pozisyondaki 16sin ve 27.
pozisyondaki metiyonin gibi hidrofobik amino asitler, reseptoriin ekstraseliiler
domeyninde yer alan hidrofobik bolge ile etkilesime girmektedir. Ote yandan, peptidin
N-terminalinde bulunan 1. pozisyondaki tirozin, 3. pozisyondaki aspartik asit, 4.
pozisyondaki alanin gibi amino asitler ise reseptoriin transmembran domeynine
baglanarak konformasyonel degisiklikler yolu ile reseptoriin sitoplazmik bolgesini
aktive etmekte ve ¢esitli biyolojik cevaplara neden olmaktadir [56]. GHRH ve
reseptorleri, proliferasyon, migrasyon, anjiyojenez ve ¢esitli dokularda neoplastik
transformasyon gibi hiicresel yolaklarda yer alir [39]. Ayrica ekzojen GHRH
uygulamasinin farkli doku ve hiicre tiplerinde proliferasyon, sagkalim, apoptoz,
farklilasma ve yara iyilesmesini diizenledigi bilinmektedir. Ote yandan, GHRH nin
kalp fonksiyonunu arttirdigy, rat kalplerinde enfarktiis biiyiikliigiinii azalttig1, kardiyak

kok hiicre proliferasyonu ve sag kalimi tizerinde etkisi oldugu da gosterilmistir [53].

GH gen Somatotrop
transkripsiyonu proliferasyonu

-
’ -
- -
- -
” -
P -

Vs
GH salinimi | &

Sekil 2.7. GHRH Sinyal Yolag [6]
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2.8 GHRH AGONISTLERI

GHRH peptidinde yer alan bazi1 amino asitlerin kimyasal olarak modifiye edilmesi
sonucu elde edilen peptidler GHRH agonistleri olarak adlandirilir. GHRH agonistleri
hipofizden GH salinmasim1 uyarirlar, cAMP/PKA, ERK ve JAK2/STAT3 sinyal
yolaklar1 araciligi ile biiylime ve proliferasyonun uyarilmasini indiiklerler, bu nedenle
ilk olarak biliyiime hormonu eksikliginin tedavisinde kullanilmak iizere
sentezlenmislerdir. Hiicrelerdeki dogal GHRH’ye gore daha yiiksek aktivite
gosterirler, bu nedenle klinik uygulama i¢in uygundurlar. Hipofizden GH salinmasinin
yan1 sira, periferal dokularda GHRH reseptoriine baglanirlar ve hiicre
proliferasyonunu uyarirlar [63]. GHRH peptidinin  biyolojik aktivitesi N-
terminalindeki 29 amino asitlik kisimda bulundugundan, agonistlerin gelistirilmesi
icin bu kisa peptid kullanilmistir. Bugiine kadar ylizden fazla GHRH antagonisti
sentezlenmistir [26]. Ilk seri agonistler peptidin C-terminalindeki 2°Arg yerine
Agmatin (Agm), N-terminalindeki Tyr yerine Desaminotirozin (Dat) eklenmesiyle
elde edilen MZ-2 serisi agonistlerdir. Bu degisiklikler peptidin C- ve N-terminallerini
enzimatik degradasyona karsi korudugu belirlenmistir. 2°Arg-Agm ve Tyr-Dat
degisikliklerinin yani sira, peptiddeki bazi aminoasitlerin degistirilmesiyle olusturulan
MZ-2 serisi diger agonistlerle yapilan calismalarda bu agonistlerin GHRH(1-29)
peptide gore in vivo daha uzun siireli etki gosterdigi ve GH salgilayict aktiviteyi
arttirdiklar belirlenmistir [64]. Peptidin 12. ve 21. pozisyonundaki bazik lizin amino
asidinden dolay1 bu bdlgelerin enzimatik degradasyona daha acik oldugu 6n
gortisiiyle, bir dnceki MZ-2 serisi agonistlerde yapilan degisikliklere ek olarak, 12. ve
21. pozisyonlardaki lizin yerine Ornitin (Orn) eklenerek JI serisi agonistler
olusturulmustur. Kimyasal oksidasyonu ve kemotripsin ile degradasyonu engelleyen
degisiklikler de uygulanarak JI serisi agonistlerin etkisi attirilmaya calisilmustir.
Yapilan biyolojik aktivite deneylerinde JI-36 ve JI-38’in klinik uygulamaya daha
uygun oldugu gosterilmistir [65]. JI-38 kullanilarak yapilan ¢alismalarda J1-38’in
fibroblastlar1 aktive ederek yara iyilesmesini arttirdigi [63], kardiyoprotektif
etkilerinin oldugu [38], bir kemirgen modelinde akut iskemik hasar sonrasi kardiyak
onarimi uyardigi ve kardiyak performansi arttirdigi [66], pankreatik adacik
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve yenilenmesini uyardigr [67] gosterilmistir. JI serisi
agonistlerin umut vaat eden sonuglarindan sonra, potansiyelin daha da artmasini

amaglayan MR serisi agonistler sentezlenmis ve bu seri agonistlerin endokrin
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aktivitelerinin ve reseptor baglanma afinitelerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir
[68]. Ayrica, MR serisi agonistlerin peptid zincirindeki aminoasitlerin bir ¢ogu
sentetik veya kodlanmayan amino asitlerle degistirildigi i¢in degradasyona daha az
duyarli oldugu ve in vivo ¢alismalarda yarilanma Omriiniin daha uzun oldugu
gosterilmistir [58]. Yapilan ¢aligmalarda agonist MR-403’{in hiicre koruyucu etkisi
oldugu [63], MR-356’nin ise daha yiiksek intravenoz aktiviteye sahip oldugu [26]
ortaya koyulmustur. MR serisinde en ¢ok aragtirilan agonist olan MR-409 ile yapilan
caligmalarda ise, bu agonistin kiictlik hiicreli ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri,
kolorektal kanser ve pankreas kanseri hiicrelerinin hiicre canliligini tesvik ettigi, G1-
S fazina gegisi uyardig1 ve apoptozu azalttig1 [69], GHRH-R eksprese eden akciger,
mide, prostat, meme gibi farkli kanserlerde in vivo timér biiylimesine katki sagladigi,

akciger kanseri hiicrelerinde hiicresel cAMP {iretimini uyardigi [26] gosterilmistir.

GHRH agonistleri etkilerini reseptor araciligiyla gosterdiklerinden dolayi, kardiyak
miyositler, pankreatik B-hiicreleri gibi reseptor eksprese eden dokulari hedeflerler. Bu
nedenle agonist kullanilarak gergeklestirilen terapiler hedefli terapi olarak
nitelendirilebilir [58]. GHRH ve agonistleri, kalp ve koroner vaskiilatiir de dahil olmak

tizere periferal dokularin biitiinliigii ve dayanikliliginda 6nemli rol oynar [63].

2.9 GHRH ANTAGONISTLERI

Biyoaktif peptidlerin terapotik kullanimini arttirmak igin proteolitik degradasyondan
koruyacak stratejilerin gelistirilmesi i¢in dogal olmayan amino asitlerin eklenmesi,
konformasyonal kisitlamalar, biiyilk polimerik isaretler takilmasi gibi sentetik
malipulasyonlar yapilmaktadir [70]. GHRH dizisinin N-terminalindeki 29 amino
asitlik kismi tam biyolojik aktiviteye sahip oldugundan GHRH antagonistlerinin
gelistirilmesi i¢in hedef bolgedir [52]. GHRH peptidinin ikinci pozisyonundaki
alaninin D-arjinine yer degistirmesi sonucu GHRH antagonistinin (Robberecht
antagonisti) olustugunun kesfedilmesiyle [71], GHRH 1-29 peptidi kullanilarak solid
faz sentezinde c¢esitli amino asitlerin degistirilmesi sonucu cesitli serilerde GHRH
antagonistleri tretilmistir [26]. Bu antagonistler GHRH reseptoriine baglanmak igin
GHRH ile yarigmakta ve reseptore baglandiklarinda GHRH-R aktivasyonunu bloke
etmektedirler [63], [72], [73]. Bu sekilde, GHRH antagonistleri GHRH’nin in vivo ve
in vitro etkilerini giiglii bir sekilde antagonize eden, potansiyel antikanser ve anti-

enflamatuar aktiviteye sahip olan peptid analoglaridir [8], [9]. GHRH antagonistleri
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ile yapilan in vitro ve in vivo ¢aligsmalarda, bu antagonistlerin akciger, meme, prostat,
yumurtalik, pankreas, kolorektal, tiroid, glioblastoma gibi bir¢ok kanser tiiriinde direk
olarak tiimor hiicrelerine etki ederek apoptozu arttirdig1 ve proliferasyonu azalttig
gosterilmistir [8], [9], [39], [59]. Ayrica, antagonist uygulamasinin, GH salinmasi ve
GH ile indiiklenen IGF-1 {iretimini inhibe etmesinin yami sira, GHRH ve
reseptorlerinin olusturdugu uyarict dongiiyii bloke ederek GHRH nin otokrin/parakrin
etkisinin inhibisyonu yolu ile tiimor bliylimesini azalttigiyla ilgili sonuglar ortaya
koyulmustur [57], [59]. GHRH antagonistlerinin timor olusumunda rol oynayan
ERK1/2 ve JAK/STAT sinyal yolaklarin1 baskiladig1 [74], ayrica akciger kanseri
hiicrelerinde AMPK’y1 aktive ederek Akt/mTOR sinyalizasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir [75].

Robberecht antagonistinin ratlarda GH salinimini baskiladiginin gosterilmesinden
sonra, antitimdr aktivitenin arttirtldigt daha potansiyeli yiiksek antagonistler
sentezlenmesi i¢in ¢alisilmaya baslanmistir. Bu kapsamda sentezlenen ilk
antagonistler MZ-4-71 ve MZ-5-156 Robberecht antagonistine gore 7-19 kat daha
yiiksek potansiyele sahip oldugu bulunmustur [76]. MZ-5-156, A549 akciger kanseri
hiicrelerine uygulandiginda p53’in indiiklendigi gosterilmistir [9]. MZ serisi
antagonistlerden sonra antagonistik potansiyeli daha yiiksek olan, 9., 28. ve 29.
pozisyonlarda arjinin, D-arjinin veya homoarjinin igeren JV-1-36 ve JV-1-38
antagonistleri sentezlenmistir (Sekil 2.8) [76]. Antagonist JV-1-36’nin, TNF-a
uygunlanmis ve uygulanmamis miyotiiplerde, GHRH’nin sag kalim ve anti-apoptotik
etkilerini yok ettigi ortaya koyulmustur [53]. Daha sonra 8., 9. ve 10. pozisyonlarda
farkli degisiklikler igeren JV-1-63, JV-1-65 ve JV-1-68 antagonistleri ve sonrasinda
amino ucunda yag asidi gruplar1 bulunan MZ-J-7-110 ve MZ-J-7-114 sentezlenmistir
(Sekil 2.8) [76]. MZ-J-7-114 antagonisti VEGF aktivitesini bloke etmis ve EGF ve
VEGF reseptorlerinin ekspresyonunu diisiirmiis, boylelikle anjiyojenez ve timor
biiylimesini 6nemli dl¢iide azaltmistir [63]. Bu degisikliklerin yani sira, 11., 12., 20.
ve 21. pozisyonlardaki lizin ve arjininlerin histidin ve ornitine degistirilmesi ile MZ-
J-7-118, MZ-J-7-138 ve JMR-132 antagonistleri sentezlenmistir. Elde edilen bu
antagonistler, o zamana kadar sentezlenen antagonistler icinde en potansiyel anti-
timor etkiye sahip olanlar olarak belirlenmistir. Serum GH ve IGF-1 seviyelerindeki
inhibisyonun in vivo incelenmesi sonucu JV-1-65, MZ-J-7-110, MZ-J-7-118, MZ-J-7-
138 ve JMR-132 antagonistlerinin endokrin aktiviteleri JV-1-63, MZ-4-71 ve MZ-5-
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156’ya gore daha zayif olmasina ragmen anti-kanser potansiyelinin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir [76]. MZ-J-7-138 antagonistinin prostat kanserindeki koruyucu
etkisinin dogal tip p53 {in indiiklenmesi ile iliskili oldugu, 6zellikle PC3, DU145 ve
MDA-PCa-3b zenograftlarinin biiylimesini p53 indiiksiyonu yolu ile baskilandigi
rapor edilmistir [9]. Ayrica, MZ-J-7-138 ve JV-1-92 antagonistlerinin Ras ve Raf
fosforilasyonunu bloke ettigi ve bu yolla akciger kanseri biiyiimesini baskiladigi
kanitlanmistir [63]. Antagonist JMR-132 ile yapilan ¢alismalara bakildiginda, JMR-
132’nin niide farelerde kolon karsinoma hacmini %75°e kadar azalttigi, HCT116
hiicrelerinde hiicre boliinmesinin S-fazinda tutulmasini sagladigi ve intrinsik yolak
araciligr ile apoptozu indiikledigi, LNCaP hiicrelerinde p53 seviyesini kontrol
hiicrelere gore arttirdigi, prostat kanseri hiicre biiyiimesini Akt ve ERK yolaklarin

baskilayarak inhibe ettigi gosterilmistir [9], [46], [57], [77].

Yakin zamanda dizayn edilen MIA (Miami) serisi (Sekil 2.9) GHRH antagonistleri
(MIA-602, MIA-606 ve MIA-690) timoral GHRH reseptorlerine karsi yiiksek
baglanma afinitesi gostermekte ve c¢esitli kanser hiicre hatlarinda ve farelerde
biiylimeyi baskilamaktadir [26], [39]. MIA-602 antagonisti uygulamasiyla, bir timor
invazyonu belirteci olan MMP2 aktivitesinin azaldigi, glioblastoma, meme ve
yumurtalik kanseri hiicrelerinde hiicre canliliginin ve hiicresel motilitenin azaldig,
sigir pulmoner arter hiicrelerinde ERKI1/2 ve JAK2/STAT3 yolaklarinin
ativasyonunun baskilandigi, hiicre i¢i P53 ve pAMPK seviyelerinin arttig1, endotel
bariyer biitiinliigliniin desteklendigi gozlemlenmistir [59], [78], [79]. Yapilan
caligmalar sonucu yayinlanan veriler incelendiginde, antagonist MIA-690 hiicresel
motiliteyi bloke etmis, GHRH ile artan nérit hiicre sayisindaki artig1 bloke etmistirtir
[39], [80]. MIA-602 ve MIA-690, tiroid kanseri hiicrelerinin bilyiimesini inhibe etmis,
apoptozu indiiklemis, in vivo tiroid timor biiylimesini ve anjiyojenezi inhibe etmis,
kiigiik hiicreli ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde hiicre canliligin
azaltmis, apoptozu arttirmis, hiicresel cAMP seviyelerini ve migrasyonu azaltmis,
farelerde tiimor biiylimesinin inhibisyonunun yani sira hiicre dongiisiinii G1/S kontrol
noktasinda tutarak proliferasyonu inhibe etmis ve invazyonda azalmaya neden
olmustur [81], [82]. MIA-602, MIA-606, MIA-690 antagonistleri ile normal prostat
hiicreleri (RWPE-1) ve prostat tiimorlerinde (LNCaP ve PC3) yapilan ¢alismada
GHRH  antagonistlerinin ~ tiimér  hiicrelerinde  proliferasyonu  azalttigi,

proapoptotik/antiapoptotik molekiil oranini arttirarak apoptotik hiicre sayisini ve
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hiicrelerin S fazinda tutulmasini indiikledigi, epitelyal-mezenkimal gecisi bloke ettigi

gosterilmistir [83].

Normal dokularin ve tiimér dokularin GHRH analoglar1 ile diizenlenmesi, doku

onarimi ve antitimor uygulamalar bakimindan umut vaat eden klinik yaklagimlardir.

Amino acid

residue 12 3 4 56 78 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 1920 21 22 23 24 25 2627 28 29
hGHRH

(1-29)NH, H-  TyrAla Asp Alalle Phe Thr Asn Ser Tyr ArgLys Val Leu Gly Gin Leu Ser Ala Arg Lys Leu Leu Gin Asp lle Met Ser  Arg-NH,
Robberecht’s

antagonist Ac- « D-Args =« = = . s w om s+ = = & = ®x ®» = = = »x % = = xx = =NH

MZ-4-71 lbu- =« D-Args « « PhedClls = =« = = = = = Abus « = = = = s = = = = Nes Agm
MZ-5-156 PhAc-» D-Arge = = Phe(d-Cls = = = = = s = Abus = = = = = s+ s = » =« Nes Agm
JV-1-36  PhAc-= D-Arge =« » Phe(d-Cs » Amgs » » « =« Abus s = w« w w s« s w« » w Nl D-AgHar-NH;
JV-1-38  PhAc-s D-Args =« = Phe{d-C)s = HarTyrMe)s » =« = Abus =« = s« = = s« & x = = Nl D-AgHar-NH,

Amine acid

residue 12 3 4 56 7 8 9 10 11 1213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2627 28 29
hGHRH

(1-29)NH;  H- Tyr Ala  Asp Ala lle Phe ThrAsn Ser Tyr Arg LysVal LeuGly Gin LeuSer Ala Arglys Leu Leu Gin Asp lle MetSer  Arg-NH,
JV-1-63 PhAc- « DAgs « « Phefd-Cle =« Har Amp =« =« s« « Abus =« =« = =« = « =« =« =« = NeD-Ag Ha-NH,
JV-1-65 PhAc- » D-Arge w » Phefd-Cle « Amp Tyre)s « « « Abus = w» s = = & « w« « = NeD-Ag Har-NH,
JV-1-68 PhAc- » DAgs v » PhefdCls o« Ampa » + s » AbUus = = = = = = = = = = NeDAg Har-NH,

MZ-J-7-110  HOOC-
(CH),,CO-+ D-Ags =« » PhedCs = AmpTyrfMels = = » Abus = = = = » s = = = = NeD-Ag Har-NH,

MZ-J-7-114 CHy-

(CH)-CO- « D-Ags = « Pheid-Cl« » Amp TyiMe)s
MZ~J-7-118 CH,-

(CH)eCO- » D-Ags « » Phe{dC)s Ala His TyfE) His » « s Abus s = s s = x s s » = NeD-Ag Har-NH,
MZ-J-7-138 CH,-

(CH),CO- s+ D-Ams =« = Phe{dCls Ala His TyfE) His Oms s Abus s« = s HsOms s s s s NieD-Ag Ha-NH,

JMR-132  PhAc « DAgs o« = Phe(d-Cl)s Ala Har TyrfMe)His « « &« Abus = = » Hisse s = s » « NeD-Ag Ha-NH,

Abus = = = = = % = = » = NeD-Ag Har-NH,

Sekil 2.8. GHRH antagonistleri ve amino asit dizisindeki degisiklikler [76]

Abu, a-aminobutirik asit; Ac, asetil; Agm, agmatin; Har, homoarjinin; lbu,
izobutiril; Nle, norlésin; PhAc, fenilasetil; Tyr(Me), O-metiltirozin; Amp, para-

amidino-fenilalanin; Orn, ornitin; Tyr(Et), O-etiltirozin

Code Position of amino acid’ Malecular Mass

o 2 6 8 9 10 11 12 15 17 20 21 27 26 29 0 Calculated  Measured”
GHRH (1-29) Ala Phe Asn Ser Tyr Arg Lys Gly Leu Arg Lys Met Ser AT
Jv-1-36 Phic D-Arg  Cpa - Arg - - - Abu - - - Nle  D-Arg  Har-NHz
IMR-132 - - - Ala Har  Tyr{Me) His - - - His - - - -
MIA-125 CHa(CHz )i -C0-Ada D-Arg Cpa Ala Har Tyr(Me) His Lys Abu Leu His Lys Nle D-Arg Har-NHz 396437 3965.47
MIA-313 Ac-Aoc - - - - - - om - - - - - - Agm 366723 386824
MLA-408 - - - Me-Ala - - - lys - - - - - - - NH; 378317 378592
MIA-435 Ac-Ada - - Ala - - - om o - - - om o - - -- 3796.18 379726
MIA-457 Phic - - - - - - - - - - - - - - Ada-NH; 387230 3ET3.42
MLA-458 Phic-Ada - - - - - - - - - - - - - - NH; 387221 387335
MIA-455 Ac-Ada - - - - - - - - - - - - - - Ada-NH; 309336 399485
MIA-473 Phac-Ada - - - - - - - - - - - - - - -- A069.39 407052
MIA-475 Ac-Ada - Fpas - - - - - - - - - - - - NH; 385217 385342
MIA-485 CHy[CHy )y ~CO-Ada — cpa - - - - - - - - - - - Ada-NH; 413351 413462
MiA-491 Dea-Ada - Fpas - - - - - - - - - - - - NHy 399233 3993.45
MlA-45% Phic - - - - - - - - - - - - - - Ada-NH; 392820 3929.40
MLA-601 CH3{CHz )i —CO-Ada — - - - - - - - - - - - - - -- A189.50 4190.72
MIA-602 Phac-Ada - - - - - - - - - - - - - - NHy 392820 3929.22
MUA-603 Dea-Ada - - - - - - - - - - - - - -- 3992.93 399344
MLA-604 Phic-Ada - - - - - - - - - - - - - - Agm A041.30 404232
MIA-606 - - - Me-Ala - - - - - - - - - - - - 4056.32 405734
MIA-610 Phic - Cpa Al - Fpay - - - - - - - - - Ada-NH; 393114 3935222
MIA-612 Ac-Ada - Fpas - - Tyr{Me) - - - - - - - - - -- A049.35 405038
MIA-640 Phic - cpa - - Fpay - - - Glu - - - - - -- 3047.10 394830
MIA-6590 Phic-Ada - - - - - - - - Lew - - - - - NHy 3931.14 3933.13

Sekil 2.9. En son sentezlenen MIA serisi GHRH antagonistleri ve amino asit
dizisindeki degisiklikler [70]
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Abu, a-aminobutirik asit; Agm, agmatin; Ada, 12-aminododekanoil; Aoc, 8-
aminooktanoik asit; Cpa, 4-kloro-Phe; Dca, dodekanoil; Fpa5, pentafloro-Phe; Har,
homoArg; Me-Ala, N-metil Ala; PhAc, fenilasetil; Tyr(Me), O-etiltirozin

2.10 APTAMER

Aptamerler, kendilerine 6zgii sekonder ve tersiyer katlanmalar yaparak ii¢ boyutlu
yapilar olusturabilen, ¢ok ¢esitli hedeflere yiiksek afinite ve hassasiyetle etkilesim
kurabilen tek iplikli sentetik DNA veya RNA oligoniikleotidleridir (Sekil 2.10) [14],
[15], [84], [85]. Hedefleri ayn1 molekiil olsa dahi, RNA ve DNA aptamerleri dizi ve
katlanma Ozellikleri bakimindan birbirinden farkli olabilir [14]. Niikleik asitlerle
proteinlerin bir araya gelmesi durumu ilk olarak 1980°li yillarda HIV ve
adenoviriislerle yapilan calismalarda bu viriislerin kiigiik RNA’lar kodladigi ve bu
RNA’larin viral veya hiicresel proteinlere yiliksek afinite ve spesifisite ile
baglandiginin gosterilmesiyle ortaya c¢ikmistir [86]-[88]. Kiiciik molekiiller,
proteinler, peptidler, lipidler, toksinler ve hatta hiicreler aptamerlerin hedefi olabilir
[11], [89]. Aptamerler, negatif yiiklii seker-fosfat omurgalarindan dolayr negatif
yiikliidiir ve hedef proteinlerin pozitif yiiklii bolgeleriyle etkilesime girmeye egilimleri
vardir [15]. Yiik etkilesimleri haricide Van der Waals kuvvetleri ve Hidrojen baglari
da baglanmadan sorumludur. Elektrostatik etkilerin yan1 sira, aptamerlerin
olusturdugu halka, sa¢ tokasi yapilar1 gibi ¢esitli yapilar aptamerlerin hedefle {i¢
boyutlu kontaktlar kurarak daha fazla etkilesime olanak saglar [11]. Aptamerlerin
kesfinden once hedef molekiillere yiiksek afinite secicilikle baglandiklar1 bilinen
antikorlar yaygin olarak kullanilmaktaydi. Ancak aptamerlerin de hedeflerine
hassasiyet, segicilik ve afinite ile baglandiklarmmin ortaya ¢ikmasiyla aptamerler
siklikla antikorlarla kargilagtirtlmigtir [84]. Aptamerlerin antikorlara kiyasla énemli
avantajlart vardir. Diiglik iiretim maliyetleri, iiretim i¢in canli hayvan ihtiyact
olmamasi1 ve laboratuvarda biiyiik Ol¢eklerde sentezlenebilir olmasi, daha kiiclik
olmasi, daha az immunojenitesi olmas1 ve dolayisiyla ¢oklu kez uygulanabilir olmasi,
toksik olmamasi, genis capta pH ve sicaklik stabilitesi saglamasi, daha uzun saklama
stiresi ve daha kararli olmasi, kimyasal modifikasyon konusunda daha ¢ok 6zgiirliik
saglamasi, bliyiikliigii ve esnekligi sebebiyle sakl1 epitoplara baglanabilmesi ve doku
penetrasyonuna olanak saglamasi, iiretim lotlar1 arasinda kalite bakimindan fark

olmamasi aptamerlerin antikorlara kars1 sahip oldugu avantajlardir [11], [84], [85],
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[89]. Ote yandan, aptamerlerin antikorlara kiyasla dezavantajli oldugu noktalar da
bulunmaktadir. En 6nemli dezavantajlarindan biri aptamerlerin yiikiidiir. Aptamerler,
oligontikleotid dizisinin seker-fosfat omurgasindan dolay1 net negatif yiike sahiptir, bu
nedenle hidrofilik Ozelliktedir ve pozitif ylkli hedeflere daha yiiksek afinite
gosterirler. Ayrica niikleazlar tarafindan hizla degrade edilirler. Proteinlerin 22 amino
asitten olusan yapi taglarina gore aptamerler sadece dort tane niikleik asit yapi tasi
igerir, bu durum olasi katlanmalarin ¢esitliligini sinirlandirir. Niikleotid yapi taglarinda
gergeklestirilen kimi modifikasyonlarla bu dezavantajlarin kismen {istesinden
gelinebilir. Ancak bu modifikasyonlar, aptamerlerin geleneksel yoOntemle
sentezlenmesi agsamasinda maliyeti arttirmaktadir [84]. Dogal RNA ve DNA endojen
niikleazlara oldukg¢a duyarli oldugu icin, aptamerlerin niikleazlardan korunmasi ve
stabilitesinin  arttirllmast1  amaciyla  seker-fosfat ~ omurgasinda  kimyasal
modifikasyonlar dahil edilebilir. Bu maksatla niikleotidlerin farkli pozisyonlarina
cesitli modifikasyonlar yapilmasi (Sekil 2.11), fosfodiester bag modifikasyonlari,
plazma niikleazlar tarafindan taninmayan L-niikleotidlerle olusturulan ayna goriintii
oligoniikleotidlerin kullanilmasi (Spiegelmer) gibi farkli stratejiler kullanilabilir [15]
(Sekil 2.12).

Target Protein

Aptamer

Sekil 2.10. Aptamer ve hedef protein etkilesiminin sematik olarak gosterilmesi
[90]
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Sekil 2.11. Bir niikleotidin kimyasal yapis1 ve olas1 kimyasal modifikasyon

bolgeleri

R1: OMe, NHz, F, LNA, vs. R2: S, Sz, CHs, vs. Ra: ¢esitli fonksiyonel yan zincirler.
Ra4: 5” u¢ modifikasyonlari, PEG, kolesterol, vs. Rs: 3° u¢ modifikasyonlari, PEG,
kolesterol, invert dT, vs. OMe: O-metilasyon, LNA: Kilitli niikleik asit (locked
nucleic acid), PEG: Polietilenglikol [15]

D-aptamer
D-target

L-aptamer
L-target

(a)

Aptamer

(o)
Spiegelmer

Sekil 2.12. Geleneksel aptamer ve Spiegelmer (L-aptamer) sematize edilmesi
[91]

2.11 APTAMERLERIN KULLANIM ALANLARI

Niikleik asit aptamerler kendilerine 6zgli hassasiyet ve 6zgiillilkle hedef molekiilleri
taniyarak baglanabildiklerinden dolayi, birgok alanda biyosensorler (isaretleme ve

deteksiyon), nanoteknoloji uygulamalari, ilag tasiyiciligi ve ilag gelistirilmesi, viral ve
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bakteriyel deteksiyon, molekiiler goriintileme gibi ¢ok sayida uygulamada

kullanilabilmektedir (Sekil 2.13) [14], [84], [89].

Biyosensor
lla¢ Tasiviciligy . N " Yeni {lac Gelistirilmesi
Aptamer
Deteksiyon Molekiiler Goriintiileme

Sekil 2.13. Aptamerlerin kullanim alanlari

2.11.1 Tla¢ Tasiyicihig

Hiicre yiizey reseptorlerine baglanan aptamerlere cesitli ilaglar konjuge edilerek
ilaglarin direkt olarak hiicreye tasinmasi saglanabilmektedir [14]. Ornegin, yapilan bir
caligmada, 6nemli bir prostat kanseri belirteci olan prostat-spesifik membran antijeni
(PSMA) eksprese eden hiicrelere 6zgli aptamer A10 ile PSMA(-) hiicrelere 6zgii
aptamer DUP-1 streptavidin kopriisii ile birlestirilerek ikili aptamer probu elde
edilmistir. Bu ikili aptamer probunun A10 bolgesine kemoterapétik ilag doksorubisin
konjuge edilmis, bdylelikle hem PSMA(+) hem de PSMA(-) prostat kanseri
hiicrelerine kemoterapdtik ilacin taginmasi saglanmistir [92]. Yapilan baska bir
caligmada ise PSMA(+) LNCaP hiicreleri i¢in A10 aptamere anti-Lamin A/C ve anti-
GAPDH siRNA’lar1 streptavidin kopriisii ile konjuge edilmistir. Elde edilen konjugat
hiicrelere uygulandiginda, hiicrelerin 30 dakika gibi bir siirede konjugat1 aldig1 ve
etkili bir sekilde gen ekspresyonunun siRNA-aracili olarak inhibe edildigi
belirlenmistir [93].

2.11.2 Molekiiler Goruntiilleme

Aptamerler, toksik olmamalari, hedefe yiiksek spesifisite gostermeleri ve kan
dolasminda hizla difiize olmalar1 nedeniyle, bir florofor, kuantum dot veya diger
materyallerle konjuge edilerek molekiiler diizeyde goriintiileme i¢in kullanilabilmekte
ve klinik analiz ve diyagnozda sonuglarin dogrulugunu attirabilmektedir [14]. A10-

DUP-1 aptamer kompleksine kuantum dot konjuge edilmesiyle sadece prostat kanseri
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hiicrelerine baglandigi, normal prostat hiicrelerine ve diger kanser hiicrelerine

baglanmadig1 gosterilmistir [94].

2.11.3 Deteksiyon

Aptamerler, deteksiyon i¢in ¢esitli molekiillerle konjuge edilerek deteksiyon i¢in de
kullanilabilmektedir. Ornegin, komplike bir prosediir olan ve bircok kimyasal
kullanim1 gerektiren immunoblotlama yontemi, antikorlar yerine kuantum dot ile
konjuge edilmis Histidin (His) isaretine spesifik RNA aptamerleri kullanilarak hedef
proteinin kolaylikla tespit edilmesi saglanmistir [95]. Ayrica yine antikorlarin
deteksiyon i¢in kullanildig1 bir yontem olan enzime-bagli immunosorbent testinde
(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) antikorlar yerine aptamerler

kullanilarak hedef proteinin deteksiyonu gerceklestirilmistir [96].

2.11.4 Biyosensorler

Aptamerlerin hedefi tanima molekiilii olarak kullanildig1 biyosensorler, “aptasensor”
olarak  adlandirilmaktadir.  Gelistirildikleri ~ metodolojilere  bagli  olarak
elektrokimyasal, floresan temelli, kolorimetrik temelli aptasensorler gibi farkl
cesitleri bulunmaktadir [14]. Kif zehiri olarak bilinen okratoksin A ig¢in, altin
yilizeylere immobilize edilen aptamer kullanilarak elektrokimyasal bir aptasensor
gelistirilmistir [97]. Prostat kanserinin erken asamada tespit edilebilmesi i¢in, prostat
kanseri hiicrelerinin salgiladig1 prostat-spesifik antijene (PSA) 6zgii se¢ilen aptamere
tiol grubu konjuge edildikten sonra altin kapl silikon elektrot {izerine immobilize

edilecek aptasensor olusturulmustur [98].

2.11.5 Yeni ila¢ Gelistirilmesi

2004 yilinda, vaskiiler endotel biiylime faktoriine (VEGF) 6zgii gelistirilen aptamer,
Macugen (Pegaptanib), neovaskiiler yasa bagli makiiler dejenerasyon (age-related
macular degeneration, AMD) hastaliginin tedavisi icin Amerikan Gida ve Ilag
Kurumu’ndan (Food and Drug Administration, FDA) onay almistir [99]. Macugen, 28
baz ¢ifti uzunlugunda bir RNA aptameridir ve degradasyona karsi korunmasi igin
seker-fosfat omurgas1 modifiye edilmis ayrica yarilanma dmriiniin uzatilmasi i¢in ise
20 kDa biiyiikliigiinde polietilen glikol (PEG) ile konjuge edilmistir. Neovaskiiler
AMD hastaliginda anormal kan damari biiyiimesinin temel indiikleyicisi, VEGF nin

165 amino asit uzunlugundaki izoformudur (VEGF165) ve Macugen, bu izoforma 6zgii
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bulunan heparin-baglanma bdlgesine spesifisite ile baglanacak sekilde SELEX
yontemi ile sentezlenmistir [100]. Boylelikle, Macugen VEGF165’in heparin-baglanma
bolgesine baglanarak, VEGFies’in Tip-1 ve Tip-2 reseptorlerine baglanarak
aktivitesini bloke eder [99], [100]. Ayrica akut myeloid 16semi (AML) i¢in niikleolin-
spesifik aptamer AS1411, karotid arter hastalig1 icin vonWillebrand-spesifik aptamer
ARC1779, antikoagiilasyon i¢in trombin-spesifik aptamer NU172 klinik denemededir
[14]. Macugen haricinde, farkli biiyiime faktorlerine Ozgli aptamerler de
sentezlenmekte ve cesitli hastaliklarda terapotik etkinligi arastirilmaktadir. Hepatosit
bliylime faktoriine (Hepatocyte Growth Factor, HGF) 0zgii gelistirilen DNA
aptamerinin fare modellerinde karaciger hasarini baskiladigi ve in vivo terapotik
potansiyelinin oldugu bildirilmistir [101]. Trombosit kaynakli biiyiime faktoriine
(Platelet-derived growth factor, PDGF) 6zgii gelistirilen aptamerin ELISA benzeri bir
yontem kullanilarak PDGF tespitinde kullanilabildigi gosterilmistir [102]. Fibroblast
biiylime faktorii 2’ye (Fibroblast growth factor 2, FGF2) 6zgii sentezlenen aptamerin
ise EGF ve FGF2’ye bagli gelisen akciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu

inhibe ettigi in vitro ortamda ortaya konulmustur [103].

2.12 SELEX

Viriisler tarafindan kodlanan kiiciik RNA segmentlerinin proteinlere yliksek afinite ile
baglandiginin gosterilmesinden sonra, 1990 yilinda Gold ve Szostak’in gruplari,
sirasityla T4 RNA polimeraza ve ¢esitli organik boyalara baglanan RNA ligandlarinin
RNA kiitiiphaneleri kullanilarak in vitro ortamda gelistirilebilecegini gosterilmistir
[12], [104]. Bu in vitro proses, Tuerk ve Gold tarafindan SELEX (Systemic Evolution
of Ligands by Exponential Enlargement) olarak [12], sonucta elde edilen RNA
ligandlar ise Ellington ve Szostak tarafindan “aptamer” olarak adlandirilmigtir [104].
Bu yontemin tanimlanmasiyla birlikte ¢esitli hedeflere yonelik in vitro aptamerler
arastirilmaya ve sentezlenmeye baglanmistir ve SELEX yontemi aptamer se¢ilmesi

icin temel yontem olarak kullanilmaktadir [14].

SELEX yontemi, rastgele diizenlenen yaklastk 10%° oligoniikleotid igeren bir
kiitiphane igerisinden, belirlenen hedefe yiiksek afinite gosteren aptamerlerin
secilmesi i¢in kullanilir. Yontemin ilk basamagi oligoniikleotid kiitliphanelerinin
hazirlanmasidir. Oligoniikleotid kiitiiphaneleri, primerlerin baglanmasi icin dizisi

bilinen bdlgelerin arasina genellikle 20-40 merlik rastgele dizilmis oligoniikleotidlerin
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olusturdugu dizisi bilinmeyen bolgelerin birlestirilmesiyle elde edilir. Ikinci
basamakta hedefle kiitiiphane bir araya getirilir, tiglincii basamakta hedefe baglanan
oligontikleotidler baglanmayan oligoniikleotidlerden ayrilir, dordiincii basamakta ise
hedefe baglanan oligoniikleotidler Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilarak
bir sonraki déngiide kullanilacak olan yeni kiitiiphaneyi olusturur [14], [85]. ikinci,
liclincli ve dordiincii basamaklar bir secilim dongiislinii olusturur ve geleneksel
SELEX yonteminde hedefe baglanan aptamerlerin zenginlestirilmesi amaciyla
yaklasik 20 sec¢ilim dongiisii gergeklestirilir. Dongiiler sonunda elde edilen
aptamerlerin tanimlanmasi i¢in DNA/RNA dizileme yapilir [85]. Bu sekilde

olusturulan aptamerler gesitli biyolojik testlerle karakterize edilir [14].

2.13 SELEX TiPLERIi

Geleneksel SELEX yonteminde aptamerlerin dogru secilimi i¢in gerekli olan dongii
sayisinin fazlaligi nedeniyle yontem deneysel olarak uzun siirmektedir. Bu siireyi
kisaltmak ve aptamer secilimi sirasinda hedefe afinitesi daha fazla olan aptamerlerin
daha dogru bir sekilde secilebilmesi i¢in geleneksel yontemde cesitli modifikasyonlar

yapilmistir [85].

2.13.1 Membran-Temelli SELEX

Tuerk ve Gold tarafindan yontemin tanimlandigi ¢alismada kullanilan bu strateji,
protein hedeflerinin immobilizasyonu i¢in nitroseliiloz membranlarin kullanimim
igerir. Nitroseliiloz membranlarin amino asitlere afinitesi vardir ve bu sayede
proteinlerin hizli ve kolay bir sekilde immobilize olmasini saglarlar. Aptamer ve
SELEX yontemi ilk gelistirildigi donemlerde hedef olarak genellikle proteinler
kullanildigr i¢in ilk caligmalarda genellikle bu yaklagim uygulanmistir. Ancak se¢ilim
icin en az 12 dongli gerektiriyor olmast ve membranlarin kii¢iik molekiiller ve

peptidlere baglanamiyor olmasi yontemin kisitlamalaridir [14].

2.13.2 Kapiler Elektroforez-Temelli SELEX

Molekiilleri yiiklerine ve biiyiikliiklerine gore elektrik alan etkisiyle ayiran kapiler
elektroforez yontemi kullanilarak, hedefe baglanan oligoniikleotidler mobilite
kaymas1 yaratmasi nedeniyle baglanmayan oligoniikleotidlerden ayirilabilir (Sekil

2.14) [14]. Bu yontem, giiglii baglanan oligoniikleotidlerle zayif baglananlarin ayirimi
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icin komplike bir basamak icerdiginden 2-4 dongii gibi erken secilim dongiilerinde
aptamer seciliminin basartyla gerceklestirilebilmesini saglar [14], [85]. Noropeptid Y
ve insan immunoglobulin E (IgE)’yi hedefleyen aptamer bu yontem kullanilarak

sadece dort se¢ilim dongiisii sonucu elde edilmistir [105], [106].

Electroosmotic flow

Mobility of target + hibrary

b il B

Sekil 2.14. Kapiler elektroforez yontemiyle aptamer secilimi [14]

2.13.3 Hiicre-SELEX

Tekli proteinleri veya molekiilleri hedefleyen klasik SELEX yontemlerinin aksine, bu
yontemle hiicre yiizeyindeki ekstraseliiler proteinler ve hiicreye 6zgli yapilar
hedeflenmektedir (Sekil 2.15) [107]. Hedefin, yani hiicrelerin, bir yiizeye immobilize
edilmesi ¢ok uygulanabilir bir yontem olmadigindan dolayl, baglanmayan
oligontikleotidlerin ayrilmasi i¢in adheren hiicreler i¢in yikama siispanse hiicreler i¢in
ise santrifiijleme kullanilir. Ayrica hiicre yiizeyini ve bir¢ok hiicrenin ylizeyinde ortak
olarak bulunan boélgeleri taniyan oligoniikleotidlerin ayirilmasi i¢in her dongiide
negatif se¢ilim yapilmasi gerekliligi bu yontemin dezavantajidir. Ancak bu yontemle
aptamer secilimi bir kez gerceklestirildiginde, elde edilen aptamerler hiicre
hedeflemesi i¢in ¢ok giigliidiir [14]. Bu yontemle kiigiik hiicreli akciger kanseri hiicre
hattt SBC3 igin [108], yumurtalik kanseri hiicre hatlart TOV-21G ve CAOV-3 i¢in
[109] ve glioblastoma hiicre hattt U251 [110] i¢in aptamerler izole edilmistir.
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Sekil 2.15. Hiicre-SELEX yonteminin semasi [107]

2.13.4 Afinite Kromatografisi-Temelli SELEX

Afinite kromatografisi, biyokimyasal bir karisimdan belirli bilesenlerin ayirilmasi i¢in
kullanilan, immobil faz olarak genellikle agaroz-temelli boncuklar kullanilan ve
kullanilan bu boncuklarin bir kolon sistemine paketlendigi bir yontemdir [111]. Hedef
molekiiliin kolon sistemindeki boncuklara immobilizasyonu sayesinde kiitiiphane ve
hedefin birlestirilmesi ve baglanmayan oligoniikleotidlerin ayrilmasi asamasinda
SELEX yontemine entegre edilebilir (Sekil 2.16). Hedef molekiiliin immobilizasyonu
asamasinda proteinler i¢in glutatyon S-transferaz (GST) ve His gibi isaretler
kullanilabilirken, kiigiik molekiiller ise kimyasal reaksiyon yolu ile boncuklara fikse
edilir. Bu imkam sagladigindan dolayi, kii¢iik molekiiller i¢in aptamer segilimine
uygun bir yontemdir. Yontemin kisitlamasi ise, hedefin afinite isaretini veya kimyasal
reaksiyon i¢in gerekli fonksiyonel grubu icermedigi durumda uygulanamiyor

olmasidir [14].
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Sekil 2.16. Afinite Kolonu kullanilarak kiitiiphaneden aptamer secilmesi [111]

2.13.5 Manyetik Boncuk-Temelli Selex

Afinite kromatografisi yonteminde kullanilan boncuklarin manyetik boncuklarla
degistirilmesi sonucu elde edilen yontemdir. Manyetik boncuklarla aptamer
kiitliphanesi birlestirildikten sonra boncuklara baglanmayan oligoniikleotidler bir

miknatis yardimiyla kolaylikla ayrilabilir (Sekil 2.17) [14].

Target

\

Library

ot

Magnetic
bead
. Magnet

Sekil 2.17. Manyetik boncuklar yardimiyla aptamer secilimi [14]

2.14 APOPTOZ

Apoptoz, belirli morfolojik 6zellikler ile karakterize edilen programlanmis hiicre 6lim
yontemi olmakla birlikte [112], apoptoz kelimesi ilk olarak 1972 yilinda, gesitli
fizyolojik ve patolojik ¢evresel uyaranlar tarafindan baglatilan veya inhibe edilen,
hiicre 6liimiiniin morfolojik olarak farkli bir tiliriinii tanimlamak i¢in kullanilmigtir
[113]. Memeli hiicrelerinde gergeklesen apoptozun mekanizmalari, Caenorhabditis

elegans model organizmasinda yapilan ¢aligmalarla anlasilmaya baslanmig ve bu
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organizmanin gelisi sirasinda belirli hiicrelerin biitiin bireylerde 6énemli bir dogruluk
ve kontrol altinda programli olarak 6ldiigiiniin belirlenmesiyle, apoptoz
“programlanmis hiicre 6limii” olarak kabul edilmeye baslanmistir [114]. Apoptoz
fizyolojik kosullarda gelisim, yaslanma ve dokulardaki hiicre popiilasyonunu korumak
icin homeostatik biz mekanizma olarak meydana gelmekle birlikte, organizmanin
savunma mekanizmasinda veya hiicreler herhangi bir hastalik veya toksik ajan
tarafindan hasar gordiigiinde de ortaya c¢ikmaktadir [112]. Bir biitiin olarak
bakildiginda, apoptoz, “kaspaz” adi verilen bir grup sistein proteazin aktivasyonunu
iceren, oldukc¢a koordine bir sekilde devam eden, genellikle enerji-bagimli kompleks
bir kaskad ifade etmektedir [112]. Isik ve elektron mikroskobu goriintiileri, apoptoz
stiresince c¢esitli morfolojik degisiklikler oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Apoptozun
erken evrelerinde hiicre kiigiilmesi, sitoplazmanin yogunlasmasi ve organellerin daha
sik1 paketlenmesi ve kromozom kondensasyonu (piknoz) 1sik mikroskobu ile
goriintlilenebilirken, elektron mikroskobu ile hiicre i¢i degisiklikler daha belirgin bir
sekilde tanimlanabilmektedir [112]. Kromatinin sitoplazmada diizensiz olarak
dagilmasi ile meydana gelen nukleus fragmentasyonu sonrasi, hiicre yiizeyinde
cikintilar olusmakta ve hiicre fragmentleri bu apoptotik cisimciklere ayrilmaktadir.
Apoptotik cisimcikler niiklear fragment igeren veya igerneyen, sikica paketlenmis
organelleri ihtiva eden sitoplazmadan olugmaktadir. Bu cisimcikler membrandan
ayrildiktan sonra makrofajlar veya parankimal hiicreler tarafindan fagosite
edildiginden, apoptoz siirecinde veya apoptotik hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
asamasinda enflamatuar reaksiyon meydana gelmez [112]. Belirtilen morfolojik
degisikliklerin haricinde apoptotik hiicreler, protein kesilmesi, proteinlerin ¢apraz
baglanmasi, DNA degradasyonu gibi ¢esitli biyokimyasal degisiklikler gdstermekte
ve bu kapsamda kaspaz adi verilen sistein proteazlar biiyiik 6nem tasimaktadir.
Kaspazlar hiicrede genellikle inaktif proenzim olarak sentezlenmektedir ve bir kere
aktive olduklarinda diger prokaspazlar1 da aktive edebildikleri ve bdylece proteaz
kaskadin1 baslatabildikleri i¢in apoptotik sinyalin amplifiye olmasina ve hizli hiicre
6liimiine neden olabilmektelerdir. Bugiine kadar bir¢ok kaspaz tanimlanmis ve genel
olarak ii¢ kategoriye ayrilmislardir, baslatici kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9, -10), efektor
kaspazlar (kaspaz-3, -6, -7) ve enflamatuar kaspazlar (kaspaz-1, -4, -5). Bu kaspazlar
haricinde kaspaz-11 apoptozun diizenlenmesi ve septik sok sirasinda sitokin
olgunlagsmasinda, kaspaz-12 endoplazmik-spesifik apoptozun yiiriitilmesi ve amiloid-

B3 sitotoksisitesinde gorev almakta, kaspaz-13 ve kaspaz-14 ise sirasiyla sigirlarda
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embriyonik dokularda eksprese edilmektedir. Proteinlerin capraz baglanmasi,
dokulardaki transglutaminazin ekspresyonu ve aktivasyonu ile gerceklestirilmektedir.
Ayrica Ca*? ve Mg*?-bagimli endoniikleazlar tarafindan DNA’nin yikilmasi sonucu
karakteristik DNA ladder goriintiisii jelde goriintiilenebilmektedir. Apoptotik
hiicrelerde meydana gelen bir baska biyokimyasal degisiklik ise hiicre ylizey
belirteclerinin ekspresyonundaki degisiklikler yoluyla, apoptotik hiicrelerin komsu
hiicreler tarafindan fagositoz i¢in taninmasinin saglanmasidir. Fizyolojik kosullarda
membranina sitoplazmik ylizeyinde eksprese edilen fosfatidilserin, apoptotik
hiicrelerde membranin ekstraseliiler ylizeyinde eksprese edilmektedir ve fagositlerin
apoptotik hiicreyi tanimasi i¢in iyi bilinen bir tanima ligandidir. Biitiin bu degisiklikler
g6z Oniine alindiginda apoptoz, molekiiler olaylarin enerji-bagimli kaskadini igeren,
olduk¢a kompleks ve sofistike bir mekanizmadir ve iki ana apoptotik yolak oldugu

bilinmektedir, ekstrinsik (6liim reseptdrii yolagi) ve intrinsik (mitokondriyal) yolak.

2.14.1 Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik (6lim reseptorii-bagimli) apoptotik sinyalizasyon, Tiimoér Nekroz Faktorii
Reseptorii (TNFR) ailesinin {iyesi olan transmembran 6liim reseptorlerinin (TNFR,
Fas, TNF-iligkili apoptoz indiikleyici ligand -TRAIL- reseptorii gibi) ekstraseliiler
domeynlerine, kendilerine 6zgili ekstraseliiler TNF ailesi tiyesi ligandlarin (TNF, Fas
ligand, TRAIL gibi) baglanmasi ile baslar [115], [116]. Oliim reseptérlerinin hiicre ici
“6liim domeyni” ad1 verilen domeynleri bulunmaktadir ve bu domeynler apoptozun
indiiklenmesinde kritik olarak yer alirlar [115]. Ilgili ligand tarafindan &liim
reseptoriiniin aktive olmasiyla reseptorde konformasyonel degisiklik meydana gelir ve
sitoplazmik 6liim domeyni diger 6liim domeyni igeren proteinlerle etkilesime girer
[115]. Adaptor proteinler Fas-iliskili 6lim domeyni (Fas-associated death domain,
FADD) ve TNF reseptor-iligkili 6lim domeyni (TNF receptor-associated death
domain, TRADD), prokaspaz-8 ile ortak olarak 6liim efektor domeyni (death effector
domain, DED) igerir ve boylece baslatic1 prokaspaz-8 ve/ya 10’u protein kompleksi
ile bir araya getirerek ve 6lim-indiikleyici sinyalizasyon kompleksi (death-inducing
signaling complex, DISC) olusumunu saglar ve prokaspaz-8’in otokatalitik
aktivasyonu tesvik eder [115], [116]. Baslatic1 kaspazlarin aktivasyonu, efektor
kaspazlar olan kaspaz-3, -6 ve -7’nin aktivasyonuna ve hiicre canlilig1 i¢in 6nemli
substratlarin kesilmesine neden olmaktadir [115]. Baz1 hiicreler sadece ekstrinsik

yolaga cevap olarak O6lmez ve kaspaz-8 tarafindan indiiklenen bir amplifikasyon
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basamagina ihtiya¢ duyar. Bu durumda, kaspaz-8 Bid (BH3-interacting domain death
agonist) proteinini kesilim igin hedefler ve aktif t-Bid fragmentini iiretir. t-Bid
proapoptotik multi-domeyn proteinleri aktive eder ve ayn1 zamanda intrinsik yolagi
aktive eder [115] (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. Apoptozun ekstrinsik yolag: [117]

2.14.2 intrinsik Yolak

Intrinsik (mitokondri-bagimli) apoptotik yolak, bir reseptdr sinyalizasyonundan
bagimsiz olarak, radyasyon, kemoterapétik ajanlar gibi farkl stres kosullarina cevap
olarak mitokondride birlesen intraseliiler sinyaller tarafindan yonetilir [115], [118].
Onarillamayan genetik hasar, hipoksi, sitozolik kalsiyumun olduk¢a yiiksek
konsantrasyonu ve siddetli oksidatif stres gibi internal uyaranlar, intrinsik
mitokondriyal yolagin baslamasini tetikler [115]. Apoptotik uyariciyr takiben, B
hiicresi lenfoma 2 (Bcl-2) ailesinin proapoptotik iiyeleri Bax ve Bak, antiapoptotik
Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1 proteinlerini nétralize eder ve mitokondriyal dis membran
permeabilitesinin artmasina neden olur, boylece normalde membranlar arasi boslukla
yer alan sitokrom c, apoptoz-indiikleyici faktor (AIF), endoniikleaz G gibi proteinler
sitozole dagilir. Sitokrom c, sitozoldeki Apaf-1 (apoptoz proteaz aktive eden faktor-1)
ile etkilesime girerek apoptozom adi verilen kompleksi olusturur ve prokaspaz-9
proteolizi ile birlikte aktive olmasini saglayarak kaspaz kaskadini baglatir ve efektor
kaspazlar kaspaz-3, -6 ve -7 aktive olur [115], [116]. Efektor kaspazlarin aktivasyonu

ile niikleus fragmente olur ve niiklear membran yikilmaya baslar. Bu asamada kaspaz-
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3’tn hiicre i¢inde kinazlar, DNA kontrol proteinleri gibi bir¢cok farkli hedefi
bulunmaktadir [118]. Bu hedeflerden bir tanesi, poli (ADP-Riboz) polimeraz (PARP)
olup, kaspaz-3 tarafindan PARP’1n 89 kDa ve 24 kDa’luk iki pargaya kesilmesi,
apoptozun en 6nemli belirte¢lerinden biri olarak bilinmektedir [119]. Kaspazlarin

aktivasyonu sonrasi ¢esitli morfolojik degisiklikleri takiben hiicre 6liimii gerceklesir
[118] (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. Apoptozun intrinsik yolag: [120]
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3 MATERYAL VE METOT

3.1 KULLANILAN MATERYALLER

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 3’de verilmistir.

3.1.2 Hiicre Kiiltiirii Donanimlar

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Ekler boliimiinde Tablo 4’de verilmistir.

3.1.3 Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Ekler boliimiinde Tablo 5’te verilmistir.

3.1.4 Kullanilan Tamponlar

Calismada kullanilan tamponlarin icerigi Ekler boliimiinde Tablo 6’da verilmistir.

3.2 YONTEMLER

3.2.1 Bakteri Total Protein Lizati Elde Edilmesi ve inkluzyon Cisimciklerinin

Coziiniir Hale Getirilmesi

His isaretine sahip pCMV3-SP-N-His-NCV (Sino Biological, CV023) (Sekil 3.1)
negatif kontrol ve His-isaretli GHRH cDNA agik okuma boélgesine sahip pCMV3-SP-
His-ORF (Sino Biological, HG15602-NH) (Sekil 3.2) vektorii transforme edilmis
Escherichia coli HB101 suslar1 -80°C den ¢ikarilmis ve 50 ug/ml Kanamisin igeren
LB besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Gece boyu 37°C’de biiyiitiilen bakteriler (1 L), 3000 x
g’de 5 dk +4°C’de ¢oktiiriilerek LB besi yeri uzaklastirilmistir. Pellet {izerine 8 ml
Bakteri Total Protein izolasyonu icin Lizis Tamponu eklenerek pellet resiispanse
edilmis ve buzda 30 dakika inkiibasyon sonrasi ii¢ defa 30 saniye sonikasyon yapilan
ornekler 20000 x g’de 45 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras: elde
edilen siipernatant, temiz bir 1,5 ml santrifiij tiipine (Eppendorf tiip) alinmis ve

“Bakteri Total Protein Lizat1” olarak adlandirilmistir. Pellet iizerine 3,5 ml Inkluzyon
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Cisimcikleri Cozdiirme Cozeltisi eklenerek resiispanse edilmis ve 1 saat oda
sicakliginda rollerda dondiiriilerek inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 yiiksek hizda

15 dakika +4°C’de santrifiij yapilmis ve siipernatant temiz Eppendorf tiipiine alinarak

“Coziintir hale getirilen pellet” olarak adlandirilmistir.
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Sekil 3.2. pCMV3-SP-His-ORF His-GHRH vektoriiniin semasi

3.2.2 His-GHRH proteinin saflastirilmasi

His-isaretli GHRH (1-44) proteininin saflastirilmasi i¢in Invitrogen™ Dynabeads™
His-Tag Isolation and Pulldown manyetik boncuklari kullanilmisgtir. Bu amagla, 2 mg
Dynabeads™ manyetik boncuk temiz bir Eppendorf tiipiine aktarilmis ve tiip manyetik

standa yerlestirilmistir. 1-2 dakika bekleme sonrasi manyetik boncuklar manyetik
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standa dogru tiipiin kenarinda toplanmis, bu sekilde boncuklarin saklandig1 saklama
tamponu “‘siipernatant” olarak ayrilmis, bu silipernatant mikropipet ile g¢ekilerek
uzaklastiritlmis ve boncuklari igeren tiip manyetik standdan uzaklastirilmistir. Bu
sirada, bakteri total protein lizat1 veya ¢6ziiniir hale getirilen pellet, toplam hacim 700
ul olacak sekilde His-Tag 1X Baglanma/Yikama tamponu ile karistirilmistir.
Hazirlanan Protein-Baglanma/Yikama tamponu karisimi manyetik boncuklarin
tizerine eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda tiip dondiiriiciide dondiirtilerek inkiibe
edilmistir. Daha sonra Eppendorf tiip manyetik standa yerlestirilmis ve 1-2 dakika
inkiibasyon sonrasi olusan siipernatant uzaklastirilmistir. GHRH proteini ile baglanan
manyetik boncuklar 4 defa 300 pl His-Tag 1X Baglanma/Yikama tamponu ile
yikanmistir. Baglanan proteinleri boncuklardan ayirmak i¢in boncuklarin {izerine 25
ul His Elusyon tamponu eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika tiip dondiiriiclide
inkiibe edilmistir. Tiip manyetik standa alinmig ve siipernatant “Saflagtirilmis GHRH

proteini” olarak temiz bir Eppendorf tiipe alinmistir.

3.2.3 Memeli Hiicrelerden Protein izolasyonu

Memeli hiicrelerden protein izolasyonu i¢in hiicreler uygun kiiltiir kaplarinda
biiyiitiildiikten sonra 1X PBS ile yikanmig ve 1X PBS eklenerek hiicre kaziyict
yardimiyla kazinmistir. Eppendorf tiiplerine toplanan hiicreler tekrar 1X PBS ile
yikandiktan sonra hiicre yogunluguna goére 30-50 pl Hiicre Lizis Tamponu ile
resilispanse edilmis ve oda sicakliginda 20 dakika calkalayicida inkiibe edilmistir. Siire
sonunda 16.000 x g’de 20 dakika +4°C’de santrifiijlenmis ve siipernatant “total protein

lizat1” olarak temiz tiiplere alinarak -20°C’de saklanmustir.

3.2.4 Bradford Protein Miktar Tayini Yontemi

Izole edilen proteinlerin miktarlarinin  belirlenmesi igin Bradford yontemi
uygulanmistir. Artan miktarlarda (1,5 ng, 3 pg, 4,5 pg, 6 pg, 7,5 pg) Bovine Serum
Albumin (BSA) ve konsantrasyonu 6l¢iilmek istenen 6rneklerden 1’er pl alinarak 96-
kuyucuklu plakanin kuyucuklarma eklenmistir. Biitiin kuyucuklara 200 pl Bradford
Soliisyonu ilave edilmis ve 5 dakika oda sicakliginda 1sik almayan ortamda
inkiibasyon sonras1 mikroplaka okuyucuda 595 nm’de absorbans dl¢timii yapilmstir.
BSA o6rneklerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri kullanilarak konsantrasyon-
absorbans grafigi ¢izilmis ve standart egri olusturulmustur. Bu egrinin denklemine

gore, ornek konsantrasyonlart hesaplanmistir.
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3.2.5 immunoblotlama

3.2.5.1 SDS-Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Proteinlerin biiytikliiklerine gore birbirinden ayrilmasi amaciyla SDS-Poliakrilamid
Jel Elektroforezi yapilmistir. Bu asamada hazirlanan jelin icerigi Ekler boliimiinde

Tablo 7°de verilmistir. Oncelikle %12’lik yiiriitme jeli igerigi hazirlanmig, 1 mm
bosluga sahip camlar arasina dokiilmiis ve tizerine izopropanol eklenmistir. Dokiilen
jel polimerlestikten sonra izopropanol uzaklastirilmis ve fazla izopropanol filtre kagidi
ile temizlenmistir. Daha sonra %4’liik yiikleme jeli i¢erigi hazirlanmis ve yiiriitme
jelinin {izerine dokiilmistiir. 1 mm bogsluklu cama uygun taraklar camlar arasina

yerlestirilerek yiikleme jeli polimerlesmeye birakilmistir.

3.2.5.2 Protein Orneklerinin Hazirlanmas1 ve SDS-Poliakrilamid Jele

Yiiklenmesi

Bradford yontemine gore hesaplanan konsantrasyon dogrultusunda 40 pg protein
ornegi 5X Laemmli Yiikleme tamponu ile 4:1 oraninda karistirilmis ve 95°C’de 5
dakika inkiibe edilmistir. Bu sirada hazirlanan jellerdeki taraklar ¢ikarilarak dikey
elektroforez sistemine yerlestirilmis ve camlar arasina ve tankin i¢cine SDS-PAGE
Yiirlitme Tamponu ilave edilmistir. Hazirlanan 6rnekler 10000 x g’de 30 saniye
+4°C’de santrifiij edildikten sonra ilk kuyucuga protein marker ve diger kuyucuklara
ornekler yiiklenmistir. Yiikleme tamamlandiktan sonra 70-80 V’ta yaklasik 3 saat

yiirlitme gerceklestirilmistir.

3.2.5.3 Proteinlerin Membrana Transfer Edilmesi ve Bloklama

Yiriitme islemi sonrast camlar birbirinden ayrilarak jel cikarilmis ve yiikleme jeli
kesilerek atilmistir. Yiiriitme jeli 6nce distile suya sonra transfer tamponuna alinmistir.
PVDF membran metanol igerisinde aktiflestirilmis ve sonrasinda once distile suya
sonra transfer tamponuna almmistir. Filtre kagitlar1 ve silingerler de transfer
tamponuna alinmistir. Transfer sandvig aparati siinger-filtre kagidi- membran-jel-filtre
kagidi-siinger sirasiyla hazirlanmis ve transfer tankina alinmistir. Tankin i¢i transfer
tamponu ile doldurulmus ve 220 A akimda protein biiytikliiklerine gére 20 dakika-1
saat arasi transfer gerceklestirilmistir. Transfer sonrast membran %5’lik bloklama

siitline alinarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.
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3.2.5.4 Membrana Antikor Uygulamasi ve Goriintii Alinmasi

Calismada kullanilan primer ve sekonder antikorlar %5°lik Bloklama siitii ile
hazirlanmistir. Primer antikorlar 1:500-1:1000, sekonder antikorlar 1:1000-1:3000
araliginda kullanilmistir. Bloklama siiresi sonunda bloklama siitiinden alinan
membranlar primer antikorla gece boyu +4°C’de rollerda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 membranlar 3 defa 15’er dakika TBS-T ile yikandiktan sonra
primer antikorun kokeniyle uyumlu olacak sekilde HRP-bagli sekonder antikora
alinmis ve gece boyu +4°C’de rollerda inkiibe edilmistir. Sekonder antikor uygulamasi
sonrast membranlar 3 defa 10’ar dakika TBS-T ve 1 defa 5 dakika TBS ile yitkanmustur.
Gortntiilerin eldesi i¢in kemiluminesans A ve B tampon ¢ozeltileri 1:1 oraninda
karistirthip 5 dakika inkiibe edildikten sonra membranlar bu ¢ozeltiye alinmis ve 3
dakika bekletilmistir. Siire sonunda kemiluminesans goriintiileme sisteminde CCD

kamera ile ¢ekim alinmistir.

3.2.5.5 Membranlarin striplenmesi

Immunoblotlama sonrasi membrandaki antikorlarin proteinlerden ayristirilarak
yikanmasi ve membrana farkli bir antikorla immunoblotlama yapilmasi amaciyla
membranlar goriintiileme sonrasinda 2 defa 8’er dakika stripleme tamponu ile, 2 defa
5’er dakika 1X PBS ile ve 2 defa 8’er dakika TBS-T ile ¢alkalayicida yikanmis ve
sonrasinda bloklama isleminden itibaren standart immunoblotlama y&ntemi

uygulanmigtir.

3.2.6 Memeli Hiicrelere Transfeksiyon

His- ve His-GHRH vektorlerinin HEK293 hiicrelerine aktarilmasi igin hiicreler 6-
kuyucuklu plakalara 600.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. 24 saat sonra
hiicrelerdeki besi yeri uzaklastirilarak 1800 upl taze besi yeri eklenmistir.
Transfeksiyon karisimi su sekilde hazirlanmistir: 200 pl FBS icermeyen MEM besi
yeri icine 1 pg vektor ve 3 pl transfeksiyon ajani eklenerek 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. 15 dakika sonunda, hazirlanan transfeksiyon karisimi, taze besi yeri
eklenen hiicrelerin tizerine damla damla eklenmis ve 48 saat inkiibe edilmistir. 48 saat
sonunda artan konsantrasyonlarda (0-300 pg/ml) Higromisin yaklagik 10-12 giin
boyunca uygulanarak koloni olusumu beklenmis ve olusan koloniler yeni hiicre kiiltiir

kaplarinda biiyiitiilerek se¢ilim yapilmistir.
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3.2.7 RNA izolasyonu, cDNA, gRT-PCR

His-GHRH plazmidi aktarilan HEK293 hiicrelerindeki GHRH ekspresyonunun
belirlenmesi amaciyla His- ve His-GHRH plazmidi aktarilan hiicreler ve aktarim
yapilmayan dogal tip ticreler 60 mm hiicre kiiltiir kaplarina ekilmis ve 48 saatlik
inkiibasyon sonrast PureZol RNA Izolasyon Ajani (BioRad, Hercules, California,
ABD) kullanilarak RNA izolasyonu yapilmistir. Kisaca, hiicrelerin besiyeri
uzaklastirilarak PureZol eklenmis ve kiiltiir kabinin yiizeyi yikanarak hiicrelerin
kalkmas1 ve parcalanmasi saglanmistir. PureZol ile kalkan hiicreler 1,5 ml santrifiij
tiipiine toplanarak oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir. Hiicre lizatinin iizerine
kloroform eklenmis, 15 sn vortekslendikten sonra oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmis
ve 12.000 x g’de 15 dk +4°C’de santrifiij yapilmugstir. Santrifiij sonrasi ara faza
degmeden, iist seffaf faz temiz bir 1,5 ml santrifiij tiipline alinmis ve iizerine
izopropanol eklenerek karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir.
12.000 x g’de 10 dk +4°C’de santrifiij yapildiktan sonra siipernatant atilarak pellet
%75 etanol ile yikanmustir. 7.500 x g’de 5 dk +4°C’de santrifiij yapilmis, slipernatant
atilmis, ve tliplin agz1 agik birakilarak 5 dk pelletin kurumasi saglanmistir. Pellet,
RNaz icermeyen su ile ¢oziilerek -80°C’de saklanmustir. Izole edilen RNA’larin
konsantrasyonu 6l¢iilmiis ve %1 ’lik agaroz jelde ytiriitiilerek degradasyon bakimindan
kontrol edilmistir. RNA izolasyonu ve kontrolii sonrast cDNA’ya doniistiiriilmiistiir.
RNA’nin ¢cDNA’ya doniistiiriilmesi i¢in iScript cDNA Sentez Kiti (BioRad)
kullanilmistir. Ureticinin talimatlarina gdre, RNA, reverse transkriptaz ve reaksiyon
karisimi bir PCR tiiplinde karigtirilarak termal dongiileyicide 25°C’de 5 dk, 46°C’de
20 dk, 95°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Sentezlenen ¢cDNA Ornekleri -20°C’de
saklanmistir. Hiicrelerdeki GHRH gen ekspresyonunun belirlenmesi i¢in cDNA,
Tablo 1 de verilen GHRH ve 18S’e 6zgii primerler ve SYBR Green PCR karigimi
gPCR striplerinde karistirilmistir. Hazirlanan 6rnekler CFX Connect Real Time PCR
Sistemine (BioRad) yerlestirilerek 55°C baglanma sicakliginda Real Time PCR
gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonrasi elde edilen Ct ve reaksiyon verimi degerleri
kullanilarak PFAFFL [121] yontemine gore hiicrelerdeki GHRH gen ifadesindeki kat

degisimi hesaplanmistir.
Tablo 1. gqRT-PZR reaksiyonunda kullanilan primerler:

Gen ad1 Primer Dizileri Baglanma
sicakligt
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GHRH (230 bp)  F: 5>-TATGCAGATGCCATCTTCAC-3’ 51°C
R: 5’>-TCATCCCTGGGAGTTCCTGC-3”

18SrRNA (70 bp) F:5-CTACCACATCCAAGGAAGGCA-3’ 55°C
R: 5’>-TTTTTCGTCACTACCTCCCCG-3’

3.2.8 GHRH ELISA yontemi

Medyaya salinan GHRH miktariin tespit edilebilmesi i¢in hiicreler 60 mm hiicre
kiiltiir kaplarna ekildikten sonra 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 besi
yeri Amicon Ultra-15 filtrelere (Merck Millipore, C7715) aktarilarak 5000 x g’de 45
dk santrifiij edilerek yogunlastirilmistir. Santrifiij sonrasi filtre arasinda kalan siv1 bir
eppendorf tiipe alinmis ve GHRH ELISA testi i¢in kullanilmigtir. GHRH ELISA testi
(Human GHRH ELISA Kit, Elabscience, E-EL-H1146) igin GHRH antikoru ile kapli
kuyucuklara 100’er pl standart veya filtrelenen 6rnek eklenerek 37°C’de 90 dakika
inkiibe edilmistir. Siire sonunda antikora baglanmayan Ornekler ve standartlar
kuyucuklardan uzaklastirilmig, 100 pl/kuyucuk olacak sekilde Biyotinli Deteksiyon
Antikoru eklenmis ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. 3 defa 350 ul yikama tamponu
ile yikanan kuyucuklar 100 pl HRP-Konjugat ile 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Siire sonunda kuyucuklar 5 kez yikama tamponu ile yikanarak 90 pl substrat reaktifi
eklenmistir. 37°C’de 15 dk inkiibasyon sonrasi 50 pl stop soliisyonu eklenmis ve 450
nm dalga boyunda absorbans 6l¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak
oncelikle standart grafik olusturulmus, sonrasinda da 6rneklerdeki GHRH miktari

hesaplanarak Graphpad 8.0 programinda grafik cizilerek analiz yapilmistir.

3.2.9 Hiicre Sagkalim Analizi

Hiicre sagkalim analizi icin hiicreler 5 x 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6-
kuyucuklu plakalara ekildikten 24, 48 ve 72 saat sonra Tripsin-EDTA ile kaldirilmis
ve 2000 x g’de 5 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi pellet 1 ml besiyeri ile
¢Oziilmiis ve hiicre siispansiyonundan 50 pl alinarak 50 pl Tripan mavisi ile
kanigtirllmistir.  Canli  hiicreler (boyanmamis hiicreler) sayilarak grafikler

olusturulmustur.

3.2.10 Kristal Viyole Koloni Formasyon Deneyi

Hiicrelerin kiiltiir petrisinde koloni olusturma kapasitesinin belirlenmesi i¢in, hiicreler

5 x 102 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu plakanin kuyucuklarina ekilmistir.
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Hiicrelerin koloni olusturmasi i¢in 10-12 giin beklendikten sonra hiicreler 1X PBS ile
yikanmis, 5 dakika 3 ml %100 metanol ve 1 ml asetik asit ile fikse edilmis ve kristal
viyole ile oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda hiicreler distile
su ile yikanmis ve mikroskop altinda koloniler goriintiilenerek koloni caplari

Olciilmiistiir.

3.2.11 Yar1 Yumusak Agar Koloni Formasyon Deneyi

Hiicrelerin ii¢ boyutlu ortamda koloni olusturma kapasitesinin belirlenmesi igin
yapilan yar1 yumusak agar koloni formasyon deneyi i¢in 1:1 oraninda %0,5’lik agar
ve %20 FBS iceren besiyeri hazirlanarak 6-kuyucuklu plakanin kuyucuklarina
dokiilmiistiir. Agarin donmasini takiben, %0,3’liik agar, medya ve 3 x 10* hiicre
karistirilarak donan agarin {izerine dokiilmiistiir. Hiicrelerin koloni olusturmasi i¢in
10-12 giin bekledikten sonra olusan koloniler DiOCg ile boyanmis ve 151k ve floresan
mikroskobunda goriintiiler alinmigtir. Ayrica kolonilerin ¢aplart 6lgiilerek grafik

olusturulmustur.

3.2.12 X-aptamer segilimi

GHRH proteinine 6zglii X-Aptamerlerin se¢ilimi, X-Aptamer sec¢ilim kiti (AM
Biotechnologies Katalog Numarasi 2018-OPR3-TT-du-ISTNBL ) ile yapilmistir.

3.2.12.1 X-Aptamer Kiitiiphanesinin Hazirlanmasi

Secilim i¢in kullanilacak olan tamponlar hazirlandiktan sonra X-Aptamer
kiitliphanesi, 10 ml Sec¢ilim Tamponu B ile resilispanse edilerek 3.000 x g’de oda
sicakliginda 10 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant, geriye yaklasik 100 ul kalacak
sekilde uzaklastirilmis, pellet 3 ml Segilim Tamponu B ile resiispanse edilmis ve 95°C
su banyosunda 5 dakika inkiibasyon sonrasi yavas yavas oda sicakligina inmesi i¢in
yaklasik 30 dakika bekletilmistir. 7 ml Se¢ilim Tamponu A eklendikten sonra 3.000 x
g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant, geriye yaklasik 100 pl kalacak sekilde
uzaklagtirilmis ve pellet total hacim 1,8 ml olacak sekilde Se¢ilim Tamponu A ile

resiispanse edilerek 2 ml’lik santrifiij tlipline alinmustir.

3.2.12.2 Negatif Secilim

Manyetik boncuklar (Invitrogen™ Dynabeads™ His-Tag Isolation and Pulldown)

resiispanse edilmis ve 62,5 pl manyetik boncuk 1,5 ml santrifiij tiipiine aktarilmistir.
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Tiip manyetik standa yerlestirilerek siipernatant atilmis ve toplamda 3 defa 500 pl
Segilim Tamponu A (Tablo 9) ile yikanmistir. Yikama sonrast manyetik boncuklar 50
ul Secilim Tamponu A ile resiispanse edilmis ve hazirlanan X-Aptamer kiitiiphanesine
kanistirilarak oda sicakliginda 1 saat dondiiriilerek inkiibe edilmistir. Tiip manyetik
standa yerlestirilerek siipernatant (manyetik boncuklara baglanmayan kiitiiphane
boncuklar1) 15 ml falkon tiipiine aktarilmigstir. Kiitliphane boncuklart 3 defa 10 ml
Secilim Tamponu A ile yikandiktan sonra 1,8 ml Se¢ilim Tamponu A ile resiispanse

edilerek 2 ml’lik santrifiij tiipiine aktarilmistir.

3.2.12.3 Hedef Proteinin Manyetik Boncuklarla Birlestirilmesi

0,5 mg manyetik boncuk 1,5 ml santrifiij tiipline alinmig, manyetik standda siipernatant
uzaklastirilmistir. 250 pl Segilim Tamponu B (Tablo 9) toplamda 3 defa yikanmustir.
10 pg hedef protein toplam hacim 100 pl olacak sekilde Se¢ilim Tamponu B iginde
oda sicakliginda 30 dakika dondiiriilerek inkiibe edilmistir. Tiip manyetik standa
alinmig, siipernatant uzaklastirilmis ve 3 defa 200 pl Seg¢ilim Tamponu B ile

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

3.2.12.4 Pozitif Birincil Secilim

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 yaris1 1,5 ml’lik santrifiij tiipline aktarilmig, manyetik
standa alinmis, siipernatant atilmistir. Kalan karisim da pelletin iizerine eklenerek
standa alinmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Manyetik partikiiller 500 ul Secilim
Tamponu A ile baglanmayan kiitiiphane boncuklar1 kalmayana kadar yikanmaistir. Son
iki yikamada Secilim Tamponu B kullanilmistir. Pellet 50 pl Se¢ilim Tamponu B ile

resiispanse edilmistir.

3.2.12.5 Putatif Aptamerlerin Kesilmesi

Pozitif birincil secilim 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

aktarilmistir.
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3.2.12.6 Spin Kolon Tampon Degisimi

Kolonun alt kapagi kirilmig, 1,5 ml toplama tiipiine yerlestirilmis ve 1500 x g’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Kolonun igerisindeki resinin iizerine 300 pl Segilim
Tamponu B eklenmis ve 1500 x g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Bu islem 3 kez
tekrarlanmistir. Kolon yeni bir 1,5 ml toplama tiipiine alinmigtir. Bir 6nceki asamada
elde edilen kesilen aptamerler resinin tizerine eklenmistir. 1500 x g’de 2 dakika
santrifiij edilmistir. Kolon atilmis, toplama tiipiinde kalan c¢ozelti “Kesilmis

oligontikleotid havuzu” olarak adlandirilmistir.

3.2.12.7 ikincil secilim

4 tane 1,5 ml santrifiij tiipti alinarak Tip 1, Tip 2, Tip 3 ve Tiip 7 olarak
etiketlenmistir. Biitiin tiiplere 15 ul kesilmis oligoniikleotid havuzu eklenmistir. Ikinci
ve liglincii tiiplere 30 ul 500 nM isaretli hedef protein (His-GHRH) ve 105 pl Secilim
Tamponu B eklenmistir. Birinci ve yedinci tliplere 135 pl Seg¢ilim Tamponu B
eklenmis ve oda sicakliginda 1 saat dondiiriilerek inkiibe edilmistir. 15 pl manyetik
boncuk 3 defa 500 ul Se¢ilim Tamponu B ile yikanmis ve 15 pl Secilim Tamponu B
ile reslispanse edilmistir. 5 pl yikanmis manyetik boncuk ikinci, {igiincii ve yedinci
tiiplere eklenerek oda sicakliginda 30 dakika dondiiriilerek inkiibe edilmistir. Tiip
manyetik standa aliarak 3 defa 150 pl Secilim Tamponu B ile yikanmis ve 100 pl

Se¢ilim Tamponu B ile resiispanse edilmistir.

3.2.12.8 PZR ve Jel Analizi

Ikincil secilim sonrasi elde edilen tiiplerden 10 pl kalip olarak kullanilarak PZR
yapilmigtir. Her bir tiip i¢in uygun revers primer kullanilmigtir (Tiip 1 i¢in revers
primer 1; Tiip 2 i¢in revers primer 2; Tiip 3 i¢in revers primer 3; Tiip 7 i¢in revers
primer 7). Toplam 100 pl reaksiyon hacmi ve final konsantrasyonlar1 1X PZR
Tamponu, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,4 uM forward primer, 0,4 uM uygun
revers primer, 1 U Taq polimeraz olacak sekilde reaksiyon tiipleri hazirlanmistir.
94°C’de 1 dakika ilk denatiirasyon; dongiiler 94°C’de 30 saniye, 50°C’de 30 saniye,
72°C’de 1 dakika; 72°C’de 3 dakika son uzama kosullariyla PZR yapilmigtir. Her bir
tiip i¢in 14 dongii, 18 dongii ve 22 dongii PZR yapilmistir. Elde edilen PZR fiiriinleri

agaroz jelde yiiriitiilerek UV Goriintiileme Cihazinda goriintiiler elde edilmistir.
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3.2.12.9 Tlave Baslangic Havuzu PZR

Biyotinli yakalama oligosu 20 pl niikleaz icermeyen distile su ile hazirlanmistir. 50 pl
Invitrogen™ Dynabeads™ M-280 Streptavidin manyetik boncuklar1 1,5 ml santrifiij
tiiptine alinmis, 3 defa 100 pl Secilim Tamponu B ile yikandiktan sonra 25 ul PBS ile
reslispanse edilmis ve 5 pl biyotinli yikama oligosu eklenerek oda sicakliginda 30
dakika inkiibe edilmistir. 3 defa 100 ul 1X PBS ile yikanmig ve 100 pl PBS ile
resiispanse edilmistir. kincil segilim sonunda elde edilen Tiip 1°den 10 ul alinarak
biyotinli yakalama oligosu ve manyetik boncuk igeren ¢ozeltiye ilave edilmis ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. 3 defa 200 ul PBS ile yikanmis ve 100 pl
PBS ile resiispanse edilmistir. Bu ornekten 10 ul alimarak PZR i¢in kalip olarak
kullanilmistir. 22 dongii PZR reaksiyonu gerceklestirilmistir.

3.2.12.10 GHRH’ye ozgi X-aptamer adaylarmmin dizilerinin belirlenmesi ve

sentezlenmesi

Tiip 1, Tiip 2, Tiip 3 ve Tiip 7 igindeki drnekler tek bir tiipte bir araya getirilerek Yeni
Nesil Dizileme i¢in kitin satin alindig1 firmaya génderilmistir. Yeni Nesil Dizileme ve
aday X-Aptamerlerin 5° biyotin isaretiyle sentezlenmesi ilgili firma tarafindan

gerceklestirilmistir.

3.2.13 Dot blot yontemi

Aday X-Aptamerler 95°C’de 10 dakika denatiire edilmis ve ii¢ boyutlu yap1 kazanmasi
icin oda sicakligina yavas yavas sogumasi beklenmistir. Oda sicakligina soguyan
aptamerler Dot Blot baglanma tamponu i¢inde toplam hacim 10 pl olacak sekilde
protein ile bir araya getirilmis ve +4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast Ornekler 1’er pl olacak sekilde nitroseliloz membrana emdirilmistir.
Membrandaki 6rnekler kurudugunda tekrar 1’er pl 6rnekler emdirilmis ve bu sekilde
biitlin 6rnekler bitene kadar membrana emdirilmeye devam edilmistir. Membran
tizerindeki Ornekler tamamen kurudugunda membrana HRP-Streptavidin konjugat
soliisyonu eklenmis ve oda sicakliginda karanlik ortamda 2 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi membran 5 defa 1X TBS-T ile 5’er dakika yikanmigtir. Yikama
sonrast membrandaki fazla tampon filtre kagidina emdirilerek membran kurutulmus
ve her bir dot lizerine 10 ul TMB substrat ¢ozeltisi eklenmistir. Beyaz tabla iizerinde

gorintiiler elde edilmistir.
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3.2.14 Hiicre Kiiltiirii

HEK293 (ATCC® CRL-1573™), PC-3 (ATCC® CRL-1435™), HT-29 (ATCC® HTB-
38), LNCaP (ATCC® CRL-1740), MIA PaCa-2 (ATCC® CRL-1420), PNTla
(ECACC, 95012614), T-47D (ATCC® HTB-133) ve MDA-MB-468 (ATCC® HTB
132) hiicre hatlar1 %10 FBS ve %1 Penisilin-Streptomisin i¢eren sirastyla MEM,
RPMI, McCoys 5A, RPMI, DMEM, RPMI, RPMI ve %15 FBS ve %1 Penisilin-
Streptomisin igeren DMEM:F12 medyalari igerisinde 37°C %5 CO> igeren ortamda
inkiibe edilmistir. Hazirlanan medyalar 0,22 uM por caph filtre ile steril edilerek

kullanilmistir.

3.2.15 MTT Hiicre Canlihig testi

MTT hiicre canlilig: testi i¢in hiicreler her kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu plakalara ekildikten 24 saat sonra farkli dozlarda (0,1 uM, 0,25 uM, 0,5
uM) aday X-aptamer uygulamasi yapilmistir. Aptamer uygulamasi sonrasi 24., 48. ve
72. saatlerde hiicrelere 50 pg MTT ajan1 (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) eklenmis, 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras: kristallere dokunulmaksizin medya uzaklastirilmis ve formazan
kristalleri 100 ul DMSO ile ¢oziilmiistiir. Daha sonra 570 nm — 655 nm ikili dalga
boyunda absorbans Ol¢iilmiistiir. Elde edilen degerler kullanilarak kontrol hiicrelerine
gore doza ve zamana bagl yiizde canlilik hesaplanmis ve Graphpad 8.0 programi

kullanilarak grafikler olusturulmustur.
3.2.16 Floresan Boyama (DAPI-PI-DiOCs)

3.2.16.1 DAPI Boyama

Hiicreler 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmis, 24 saat
sonra aday X-aptamerler uygulanmistir. 72 saat inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 1
ug/ml DAPI ilave edilmis ve 10 dakika 37°C’de inkiibe edildikten sonra floresan
atagmanli mikroskopta aqua filtre ile 358 nm excitation / 461 nm emission dalga

boylarinda goriintiilenerek fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.16.2 Pl Boyama

Hiicreler 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmis, 24 saat

sonra aday X-aptamerler uygulanmistir. 72 saat inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 2
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pg/ml PI (Propidyum Iyodiir) ilave edilmis ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edildikten
sonra floresan atagmanli mikroskopta yesil filtre ile 493 nm excitation / 636 nm

emission dalga boylarinda goriintiilenerek fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.16.3 DiOCs Boyama

Hiicreler 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmis, 24 saat
sonra aday X-aptamerler uygulanmistir. 72 saat inkiibasyon sonrast her kuyucuga 1
nM DiOCs ilave edilmis ve 15 dakika 37°C’de inkiibe edildikten sonra floresan
atagmanli mikroskopta mavi filtre ile 482 nm excitation / 504 nm emission dalga

boylarinda goriintiilenerek fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.17 Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii analizi icin hiicreler her kuyucukta 100.000 hiicre olacak sekilde 6
kuyucuklu plakalara ekilmis ve yapismasi i¢in 24 saat beklenmistir. 0,5 pM aday X-
aptamerler uygulanarak 72 saat inkiibe edildikten sonra Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile
plakalardan kaldirilan hiicreler 1X PBS ile yikanmis ve %70 etanol eklenerek -20°C’de
1 hafta fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasi hiicreler ¢coktiiriilmiis ve 1X PBS igerisinde
4 mg/ml Pl ve 20 mg/ml RNAz A eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Daha sonra hiicreler Hiicre Akis Sitometrisi Cihazinda FL-2 dedektoriinde okutularak

analizi yapilmistir.

3.2.18 Annexin V-FITC / Pl Apoptoz Testi

Annexin V-FITC / Pl Apoptoz testi (556547-BD Biosciences) i¢in hiicreler 200.000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6-kuyucuklu plakalara ekilmis ve 24 saat sonunda 0,5
uM aday X-aptamerler uygulanarak 72 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda Tripsin-
EDTA ile kaldirilan hiicreler 1X PBS ile yikanmis ve 100 pul Baglanma tamponu i¢inde
reslispanse edilmistir. 5 pl Annexin V-FITC ve 5 pl PI eklendikten sonra oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmis ve akabinde 400 pl Baglanma Tamponu ilave

edilerek Hiicre Akis Sitometrisi ile analiz edilmistir.

3.2.19 cAMP Analizi

Hiicrelerdeki cAMP miktarlarinin = belirlenmesi icin (#4339, Cell Signaling
Technologies) hiicreler 12-kuyucuklu plakalara 20.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde

ekildikten 24 saat sonra aday X-aptamerler serum igermeyen medya iginde
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hazirlanarak uygulanmaistir. 72 saat inkiibasyon sonunda hiicreler 2 defa soguk 1X PBS
ile yikanmis ve hiicrelerin {izerine 1X liziz tamponu eklenerek buz iizerinde 10 dakika
bekletilmistir. Standartlar lizis tamponu ile seri diliisyon yapilarak hazirlanmistir.
Ornekler ve standartlar, HRP-bagli cAMP soliisyonu ile karistirilarak kit
kuyucuklarma eklenmis ve oda sicakliginda 3 saat boyunca orbital ¢alkalayicida
calkalanmistir. Siire sonunda 6rnekler kuyulardan uzaklastirilmis ve 4 defa 1X yikama
tamponu ile yikanmistir. 100 pl TMB soliisyonu eklenmis ve oda sicakliginda 30
dakika inkiibe edilmistir. 100 ul stop soliisyonu koyularak 450 nm dalgaboyunda
absorbans Olclimleri yapilmistir. Standart grafik cizilerek oOrneklerdeki cAMP
konsantrasyonlar1 hesaplanmis ve Graphpad 8.0 ile analiz edilerek grafikler

¢izilmistir.
3.2.20 Ca*? Green Boyamasi

Ca*? Green Boyama igin hiicreler 50.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6-kuyucuklu
plakalara ekilmis ve 24 saat yapismasi beklendikten sonra aday X-aptamerler (0,5 uM)
uygulanmugtir. 72 saat inkiibasyon sonrasi kuyucuklara 1 pM Ca*? Green™-1
eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda floresan atagmanli
mikroskopta mavi filtre ile 506 nm excitation / 531 nm emission dalga boylarinda
goriintiilenerek fotograflar ¢ekilmistir. Pozitif kontrol olarak Tunikamisin (10 uM) 6n

uygulamasi yapilmugtir.
3.2.21 Fura-2 Boyamasi

Fura-2 boyamasi i¢in hiicreler 50.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6-kuyucuklu
plakalara ekilmis ve 24 saat sonra aday X-aptamerler (0,5 uM) uygulanmistir. 72 saat
inkiibasyon sonrasi kuyucuklara 2 uM Fura-2 eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe
edilmigtir. Siire sonunda floresan atagmanli mikroskopta mavi filtre ile 506 nm
excitation / 531 nm emission dalga boylarinda goriintiilenerek fotograflar ¢ekilmistir.
Pozitif kontrol olarak rekombinant GHRH 6n uygulamasi yapilmustir. Floresan ¢ekimi
sonrasi hiicreler Tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilmis ve Hiicre Akis Sitometrisi ile

analiz edilmistir.

3.2.21 immunofloresan (IF) yontemi

6 kuyucuklu plakanin kuyucuklarina lamel koyularak hiicreler bu lameller {izerine her

kuyucukta 500 pl medya icerisinde 20.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24 saat
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sonunda hiicreler yapistiktan sonra aday X-aptamerler uygulanmis ve 72 saat inkiibe
edilmistir. Siire sonunda hiicreler 1X PBS ile 3 kez yikanmis ve fiksasyon i¢in soguk
metanol ile 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra metanol uzaklastirilmis ve hiicreler
kuruyunca Permeabilizasyon Co6zeltisi uygulanarak 15 dakika bekletilmistir.
Sonrasinda hiicreler 3 defa 1X PBS ile, ardindan 3 defa PBB ¢ozeltisi ile yikanmustir.
Yikama sonrast hiicrelere immunofloresan bloklama tamponu eklenmis ve oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. 3 defa PBB ile yikama sonras1 PBB igerisinde
hazirlanan 1:50 GH antikoru uygulanarak gece boyu inkiibasyon yapilmistir. Sonraki
giin GH primer antikoru uzaklastirilmis, 3 defa PBB ile yikanmig ve Alexa Fluor 555
konjuge sekonder antikorla +4°C’de 1 saat muamele edilmistir. Siire sonunda sekonder
antikor uzaklastirilarak hiicreler PBB ile 3 defa yikanmis ve tekrar oda sicakliginda 1
saat bloklama ¢ozeltisi ile bloklanmistir. Sonrasinda ise 1:50, PBB i¢inde hazirlanan
GHRH-R antikoru ile +4°C’de gece boyu muamele edilmistir. Ertesi giin GHRH-R
antikoru uzaklastirilmig ve 3 defa PBB ile yikanan hiicrelere FITC konjuge sekonder
antikor +4°C’de 1 saat uygulanmistir. inkiibasyon sonrasi PBS ile yikanan hiicrelere
Iml PBS i¢inde 1 pg/ml DAPI uygulanarak 10 dakika inkiibe edildikten sonra
hiicrelerin fikse halde bulundugu lameller temiz bir lam iizerine ters kapatilarak
floresan mikroskopta yesil, mavi (482 nm excitation / 504 nm emission dalga
boylarinda) ve aqua (358 nm excitation / 461 nm emission dalga boylarinda) filtrelerde

goriintliler alinarak fotograflar cekilmistir.

3.2.22 Biotin-Steptavidin baglanma affinitesinin immunofloresan boyama ile

gosterilmesi

Bu yontemde hiicreler standart IF yontemindeki sekilde ekilmis, aptamer uygulamasi
yapilmigtir. Inkiibasyon siiresi (72 saat) bitiminde fiksasyon ve permeabilizasyon
islemini takiben hiicrelere Endojen Biyotin Bloklama Kiti uygulanmigtir. Kisaca
hiicrelere 1 damla Streptavidin ¢ozeltisi eklenmis, 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmis,
ardindan 1 damla Biyotin ¢6zeltisi eklenerek yine 37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten
sonra 3 defa PBB ile yikanarak immunofloresan bloklama ¢ozeltisi ile oda sicakliginda
1 saat bloklanmistir. Bloklama sonrast hiicreler 3 defa 1X PBS ile yikandiktan sonra
1X PBS ile 1:1000 oraninda hazirlanan Streptavidin-Alexa Fluor 488 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 iizerine ters kapatilarak floresan mikroskopta mavi
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(482 nm excitation / 504 nm emission dalga boylarinda) ve aqua (358 nm excitation /
461 nm emission dalga boylarinda) filtrelerde goriintiiler alinarak fotograflar

cekilmistir.

3.2.23 Aptamer-GHRH baglanma afinitesinin immunofloresan boyama ile

gosterilmesi

Bu yontemde hiicreler standart IF yontemindeki sekilde ekilmis, aptamer uygulamasi
yapilmistir. Inkiibasyon siiresi (72 saat) bitiminde fiksasyon, permeabilizasyon
immunofloresan bloklama tamponu ile bloklama igslemlerini takiben hiicreler PBB’de
1:50 hazirlanan GHRH primer antikoru +4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Ertesi
giin primer antikor uzaklastirilmis, hiicreler PBB ile yikanmis ve Alexa Fluor 568
konjuge sekonder antikor ile +4°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda sekonder
antikor uzaklastirilarak hiicreler PBB ile 3 defa yikanmis ve Endojen Biyotin
Bloklama Kiti uygulanmistir. 3 defa PBB ile yikanarak immunofloresan bloklama
cozeltisi ile oda sicakliginda 1 saat bloklanmistir. Bloklama sonrast hiicreler 3 defa 1X
PBS ile yikandiktan sonra 1X PBS ile 1:1000 oraninda hazirlanan Streptavidin-Alexa
Fluor 488 ile oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. 3 defa PBS ile yikama
sonrasinda 1ml PBS i¢inde 1 pug/ml DAPI uygulanarak 10 dakika inkiibe edilmistir.
Hiicrelerin fikse halde bulundugu lameller temiz bir lam lizerine ters kapatilarak
floresan mikroskopta yesil, mavi (482 nm excitation / 504 nm emission dalga
boylarinda) ve aqua (358 nm excitation / 461 nm emission dalga boylarinda) filtrelerde

gorlntiiler alinarak fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.24 Aptamerlerin serum stabilitesinin gosterilmesi

Aptamerlerin serum stabilitesinin gosterilmesi i¢in 5 pl 10 pM aptamer ile 5 pl insan
serumu bir araya getirilerek 37°C’de 0 saat, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 24 saat, 48 saat, 72
saat, 96 saat ve 120 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi biten érnekler
-80°C’de saklanmustir. Biitiin orneklerin inkiibasyonu tamamlandiginda 6rnekler,
%2,5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek UV goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir. Elde
edilen jel goriintiilerindeki bant yogunluklar1 Image J programi ile hesaplanmis ve

aptamerlerin % stabilite grafikleri ¢izilmistir.

50



3.2.25 Yiizey Plazmon Rezonansi (Surface Plasmon Resonance, SPR) yontemi ile

aptamerlerin baglanma afinitelerinin belirlenmesi

SPR analizi i¢gin CM-5 ¢ipine doza bagl olarak (250 nM-4000 nM) GHRH 1-29
peptidi yiiklenmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasi, TKY2.T1.13 aptameri ii¢ tekrarli
olarak 120-12000 saniye BiaCore T200 cihazinda yiiriitiilmistiir. Single cycle kinetik
parametreleri analiz edilmis ve heterojen ligandlar kinetik analizi ile modelleme
yapilmistir. Analiz sonucu aptamerin Kq degerleri ve baglanma grafikleri elde

edilmistir.

3.2.26 Aptamerlerin Reaktif Oksijen Tiirleri olusumuna etkisinin belirlenmesi

Aptamerlerin reaktif oksijen tiirleri olusumuna etkisinin belirlenmesi i¢cin MIA PaCa-
2, HT29 ve PC3 hiicreleri 6-kuyucuklu hiicre kiiltlir kaplarina ekilmis, sonraki giin
aptamer uygulamasi yapilmistir. Aptamerler ile 70 saatlik inkiibasyon sonrasi birer
kuyucuga 0,5 mM H20: pozitif kontrol olarak uygulanmis ve hiicreler 2 saat daha
inkiibe edildikten sonra besiyeri uzaklastirilmistir. Hiicrelere 5 pM HDCFDA
uygulanmis, 30 dk inkiibe edilmis ve floresan mikroskobunda mavi (482 nm
excitation / 504 nm emission dalga boylarinda) filtrede goriintiiler elde edilmistir.
Floresan goriintiilerin elde edilmesi sonrasi hiicreler Tripsin-EDTA kullanilarak

kaldirilmis ve Hiicre Akis Sitometrisi cihazinda analiz edilmistir.

3.2.27 Asih damla modeline gore aptamerlerin koloni caplarina etkisinin

belirlenmesi

Asili damla modelini uygulamak i¢in hiicreler aptamerler ile birlikte 60 mm hiicre
kiltiir kabinin kapak kismina her damlada 30 pl besiyerinde 10.000 hiicre olacak
sekilde damla damla ekilmistir. Kiiltir kabina 3 ml 1X PBS eklenmistir. Ekim
tamamlandiginda kapak ters c¢evrilerek kapatilmis hiicrelerin asili halde duran
damlalar igerisinde koloni olusturmasi beklenmistir. Ekimden sonra 24 saatte bir
olusan koloniler goriintiillenmis, caplar1 Olclilmiis ve goriintiiler elde edilmistir.
72.saatte damlalara DiOCg uygulanmis ve floresan atagmanli mikroskopta goriintiiler

elde edilmistir.

3.2.28 istatistiksel analiz

Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmis ve ortalamalar1 alinmistir. Deneysel sonuglar

GraphPad Prism versiyon 8 kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilmistir. Dot blot
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ve serum stabilite deneyleri sonucu elde edilen goriintiiler Image J Jel analiz programi
ile analiz edilerek bant yogunluklari hesaplanmistir. Dot blot sonucu elde edilen dot
yogunluklar1 Sigma Plot programi kullanilarak non lineer regresyon analizi
gerceklestirilmistir.  2-way ANOVA Bonferroni’s multiple comparison test
kullanilarak istatistiksel degisiklikler hesaplanmistir. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
***%n<0,0001
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4 SONUCLAR

4.1 Aptamer Sentezi Icin Hedef Proteinin Bakteriyel Kaynaktan Elde
Edilmesi

X-aptamer seg¢ilim kiti i¢in hedef protein olarak kullanilmak tizere GHRH proteinin
saflastirilmas1 amaciyla oncelikle sadece His isareti iceren pCMV3-SP-N-His-NCV
ve His isaretli GHRH ag¢ik okuma ¢ergevesine sahip pCMV3-SP-His-ORF vektorii
iceren bakteri (E. coli HB101) klonlar1 LB besiyerinde biiyiitiilmiis ve total protein
izolasyonu yapilmistir. Protein orneklerinden 40 pg alinarak %15°lik SDS-
Poliakrilamid jelde yiiriitilmiis, PVDF membrana aktarilmig ve anti-GHRH primer
antikoru ile immunoblotlama yapilmis ve bu sekilde bakteriyel klonlardaki GHRH
proteini kontrol edilmistir (Sekil 4.1). Elde edilen membran goriintiisiinde His isaretli
vektor iceren bakteriyel kolonilerde GHRH protein ekspresyonu goriilmezken His
isaretli GHRH vektorii iceren bakteriyel kolonilerde GHRH protein ekspresyonu
gosterilmistir. Ayrica, protein drneklerinin yiiriitiildiigii jelden proteinlerin membrana
transfer islemi sonrasi jelin Coomassie Boyama Tamponu ile yikanmasi ile His isaretli
vektor igeren bakteriyel kolonilerden izole edilen proteinlerin varligi gosterilmistir
(Sekil 4.1-B)
A B

His His GHRH GHRH

Klon8 Klon11 Klon5 Klon10

His His GHRH GHRH
K Ion11 Klon5 KIon1
1. GHRH (17-12 kDa)

Sekil 4.1. Bakteriyel klonlarda GHRH protein ifadesinin immunoblotlama ile
gosterilmesi A. GHRH immunoblotlama goriintiisiit B. Membrana transfer
sonrasi jelin Coomassie Brilliant Blue boyasi ile boyanmasi
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Immunoblotlama sonucuna gére daha yogun bant profili gésteren GHRH klon 5,
sonraki deneylerde kullanilmak iizere se¢ilmistir. GHRH klon 5 bakterilerinden His
isaretli GHRH proteinini saflagtirmak adina bakteriler daha yiiksek hacim LB besi
yerinde biiyiitiilmiis ve Total protein lizati ve ¢oziiniir hale getirilen pellet elde
edilmistir. Elde edilen protein lizatlar1 yine %15°lik SDS-poliakrilamid jelde
yiiriitiilerek anti-GHRH antikoru ile immunoblotlama yapilmistir. Yapilan deney
sonucunda her iki total protein 6érneginde de GHRH proteini tespit edilmekle birlikte
¢Oziiniir hale getirilen pellette 6zellikle 12 kDa’lik izoformun miktarinin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2). Bakterilere aktarilan ve GHRH acik okuma bdlgesi
iceren vektorde GHRH agik okuma bdlgesiyle ayni promotor tarafindan kontrol edilen
ve acik okuma bdlgesinin 5’ ucunda bulunan 10 adet His amino asidini kodlayan bir
dizi oldugundan dolay1 translasyon sonucu elde edilen protein, His-isareti
tasimaktadir. Bu isaret kullanilarak, anti-GHRH antikoru ile elde edilen goriintiiniin
dogrulanmasi amaciyla, goriintiileme sonrasi membrana strip yapilarak His-isaretine
0zgl antikor ile tekrar immunoblotlama yapilmistir. His-isareti 10 adet His amino
asidinden olustugundan yaklagik 1,5 kDa agirliga sahiptir, ancak GHRH proteini ile
konjuge olarak sentezlendigi i¢in anti-GHRH immunoblotlama goriintiisii ile ayni
yerde bantlar elde edilmistir. Bu sayede anti-GHRH antikoru kullanilarak elde edilen

bantlarin His-isaretli GHRH proteinine ait oldugu dogrulanmistir.

Total Cozuniir hale
Iiz_a__ getirilen pellet
L. -y ——
GHRH (17-12 kDa)
| —
L — L,
His
S

Sekil 4.2. Yiiksek hacimli bakteriden izole edilen total protein 6rneklerinde

GHRH protein varh@inin gosterilmesi

Elde edilen bakteriyel protein lizatlarinda GHRH proteininin  varliginin
immunoblotlama ile gosterilmesini takiben, bu protein lizatlarindan His-GHRH
proteininin saflastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla, elde edilen total protein lizatlari

His-manyetik boncuklarla birlestirilerek total protein igerisindeki GHRH
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proteinlerinin His isaretlerinden manyetik boncuklara baglanmasi saglanmistir.
Baglanma islemi i¢in Ongoriilen baglanma siiresi sonunda, manyetik boncuklara
baglanmayan protein 6rnekleri uzaklastirilmis ve yikama islemleri gerceklestirilmistir.
Yikamalar sonrasinda Elusyon tamponu ile His isaretli GHRH proteinleri manyetik
boncuklardan ayristirilarak, saflastirilmis His-GHRH proteini elde edilmistir.
Saflagtirilan Orneklerin konsantrasyon tayini Bradford yontemi ile yapilmis ve
saflagtirma islemi ile elde edilen GHRH proteininin varli§i, GHRH 6zgii primerlerle
yapilan immunoblotlama ile gosterilmistir (Sekil 4.3). Sekil 4.3°da gosterilen GHRH
immunoblotlama goriintiisiiniin dogrulanmast amaciyla yine membrana stripleme
yapilarak anti-His antikoru ile yeniden immunoblotlama yapilmis ve GHRH sonucu
ile ayn1 yerde sonug elde edilmistir (Sekil 4.3). Boylelikle, X-aptamer secilim kitinde

kullanilmak tizere His-GHRH proteini bakteriyel 6rneklerden saflastiriimistir.

Total Saflagtinimig
lizat His-GHRH

- M | GHRH (17 kDa)

~ - s His

Sekil 4.3. Saflastirilan His-GHRH proteininin varliginin immunoblotlama ile

gosterilmesi

4.2 Aptamer Sentezi Icin Hedef Proteinin Okaryotik Kaynaktan Elde

Edilmesi

Bakteriyel kaynaktan His-GHRH proteininin saflastirilmasinin yani sira, prokaryotik
sistemlerde post-translasyonel modifikasyonlarin olmamasi nedeniyle Okaryotik
kaynaktan da His-GHRH proteini elde edilmesi ve bu proteinlerin de aptamer
seciliminde hedef olarak kullanilmas1 planlanmistir. Bu nedenle, normal halde GHRH
protein anlatimi gériilmeyen insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293) kullanilmis
ve bakterilere aktarilan His- (pCMV3-SP-N-His-NCV) ve His-GHRH (pCMV3-SP-
His-ORF) vektorleri lipozomal ajan araciligiyla HEK293 hiicrelerine transfekte
edilmistir. Transfekte hiicreler Higromisin segilimine tabii tutulmus ve 10-12 giin

higromisin uygulamast sonucu olusan koloniler toplanarak GHRH anlatimlar
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bakimindan test edilmisti. GHRH anlatimlarinin test edilmesi i¢in Oncelikle
immunofloresan yontemi uygulanmistir. Bu yontemde kullanilan anti-GHRH
antikorunu tespit etmek i¢in Alexa Fluor 488 ile konjuge edilmis sekonder antikoru
uygulanmis ve mavi filtre ile yesil 1s1malar goriintiilenmistir. Hiicrelerin niikleuslar
DAPI boyama ile belirlenmistir. Buna gére GHRH klon 12°de GHRH ekspresyonu
tespit edilmistir (Sekil 4.4).

HEK293-Dogal tip HEK293-His HEK293-GHRH HEK293-GHRH
Klon 1 Klon 2

HEK293-GHRH HEK293-GHRH HEK293-GHRH HEK293-GHRH
Klon 3 Klon 11 Klon 6 Klon 12

Sekil 4.4. His ve His-GHRH transfekte edilen HEK293 kolonilerinde GHRH

anlatimimin immunofloresan yontemi ile gosterilmesi

Immunofloresan ydntemiyle elde edilen sonuglarin dogrulanmasi amaciyla HEK293
dogal tip, HEK293 His Klon 11 ve HEK293 GHRH Klon 12 hiicrelerinden RNA izole
edilerek ¢cDNA’ya doniistirilmiis ve GHRH ve 18S primerleri ile qRT-PCR
yapilmustir. Reaksiyon sonrasi drnekler %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiis, sayisal Ct
degerleri kullanilarak da GHRH gen ifadesindeki degisiklikler PEFAFFL yontemiyle
hesaplanmistir. Yapilan sayisal analiz sonucunda HEK293 GHRH klon 12
hiicrelerinde HEK293 dogal tip hiicrelere kiyasla GHRH gen ifadesinde 99.96 katlik
artly gdsterilmistir (****p<0,0001). Orneklerin agaroz jel goriintiisii de bu datay:

desteklemektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. His-GHRH vektorii transfekte edilen hiicrelerde GHRH anlatiminin
gRT-PCRile gosterilmesi (**** p<0,0001)

HEK293 hiicrelerine His-GHRH vektoriiniin ~ kalict  transfeksiyonu sonrasi
hiicrelerdeki GHRH ifadesindeki artisin protein seviyesinde gosterilmesi igin
hiicrelerden total protein izole edilmis, izole edilen proteinlerden 80 pg %15’°lik SDS-
poliakrilamid jelde ayrilmis ve PVDF membrana transfer sonrasi anti-GHRH
antikoruyla immunoblotlama yapilmistir. Elde edilen sonucta, beklendigi iizere,
HEK?293 dogal tip ve negatif kontrol His vektorii transfekte edilen hiicrelerde GHRH
protein anlatimi belirlenmezken His-GHRH vektorii transfekte edilen HEK293 GHRH
Klon 12 hiicrelerinde GHRH proteini anlatimi tespit edilmistir. Ayrica membrana strip
yapilarak anti-GAPDH primeri ile yeniden immunoblotlama yapilmistir. GAPDH,
yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir (Sekil 4.6-A). GHRH bir hormon oldugundan
dolay1, sentezlendikten sonra hiicre digina salinmaktadir. Bu nedenle, medyadaki
GHRH miktarin1 kontrol etmek amaciyla, HEK293 dogal tip, His klon 11 ve GHRH
klon 12 hiicreleri 48 saat biiyiitiildiikkten sonra medyalar1 toplanarak filtreden
gecirilmis ve medyaya salinan GHRH miktar1 GHRH ELISA testi ile kontrol
edilmistir. ELISA testi sonuglarina gore dogal tip HEK293 hiicrelerinde medyaya
salinan GHRH konsantrasyonu 18,72 pg/ml iken, His klon 11 hiicrelerinde 3,16 pg/ml,
GHRH klon 12 hiicrelerinde ise 685,38 pg/ml’dir. Medyaya salinan GHRH
miktarlarindaki degisiklik grafik olarak verilmistir (Sekil 4.6-B) (****p<0,0001).
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Sekil 4.6. His-GHRH vektorii transfekte edilen HEK293 hiicrelerindeki A.
GHRH protein anlatimimin immunoblotlama ile gosterilmesi B. Medyaya
salinan GHRH miktarinin GHRH ELISA yoéntemi ile belirlenmesi
(****p<0,0001)

HEK293 hiicrelerinde GHRH anlatiminin arttirtlmasinin biyolojik aktiviteye etkisinin
de belirlenmesi ve  GHRH anlatim artisiyla sinyal yolagimin indiiklendiginin
gosterilmesi amaciyla, HEK293 dogal tip, His- vektori transfekte edilen ve His-
GHRH vektori transfekte edilen hiicrelerde hiicre proliferasyonu, sag kalimi ve koloni
olusturma kapasitesini gostermek i¢in MTT hiicre proliferasyonu testi, hiicre sagkalim
analizi, kristal viyole koloni formasyon testi ve yumusak agar koloni formasyon
deneyi yapilmistir. Yapilan MTT hiicre proliferasyon testi ile His-GHRH transfekte
edilen hiicrelerde kontrol hiicrelere kiyasla hiicre proliferasyonunda énemli dlgiide
artis oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7-A). Her 24 saatte bir canli hiicrelerin sayildig:
sagkalim analizinde de His-GHRH vektorii transfekte edilen hiicrelerde canli hiicre
sayisinin dogal tipe gore zamana bagli olarak arttigi gosterilmistir (Sekil 4.7-B).
Kristal viyole ve yar1 yumusak agar koloni formasyon deneylerinde ise His-GHRH
vektorli transfekte edilen hiicrelerin olusturdugu kolonilerin ¢aplarimin dogal tip
hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢giide arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.7-C,D)
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)
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Sekil 4.7. GHRH ifadesinin arttirilmasimin HEK293 hiicre proliferasyonu,
biiyiimesi ve koloni olusumuna etkisinin gosterilmesi. A. MTT hiicre
proliferasyonu yontemi B. Hiicre sagkalim analizi C. Kristal viyole koloni
formasyonu deneyi D. Yar1 yumusak agar koloni formasyonu deneyi (*p<0,05,

**<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)

4.3 X-Aptamer Secilimi

Aday X-aptamerlerin segilimi i¢in hedef proteinlerin elde edilmesinin ardindan X-
aptamer secilimine gecilmistir. Bu amagla oncelikte Se¢ilim Tamponu A ve B
hazirlanmig ve X-aptamer kiitiiphanesi bu tamponlarla hazirlanmistir. Yontem, His
veya Biyotin isaretli proteinlerin, bu isaretlere afinitesi olan manyetik boncuklara

tutturulmasina dayanmaktadir. Bu nedenle dncelikle X-aptamer kiitiiphanesi manyetik
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boncuklarla bir araya getirilerek boncuga afinite gosteren aday X-aptamerler
kiitiiphaneden uzaklastirilmistir (Negatif se¢ilim). Bu asamadan sonra hem bakteriyel
hem o6karyotik kaynakli His-GHRH proteini hedef olarak kullanilacag: i¢in aptamer
kiitiiphanesi ikiye boliinmiistiir. Hedef proteinler (bakteriyel kaynakli ve Okaryotik
kaynakli) manyetik boncuklarla birlestirildikten sonra X-aptamer kiitliphanesiyle bir
araya getirilmistir. Hedef proteine baglanan aday X-aptamerlerin hedef proteinden
ayrilmasi islemi sicaklik ve sodyum hidroksit uygulamasiyla gergeklestirilmis ve
kesilmis oligoniikleotid havuzu elde edilmistir. Prokaryotik His-GHRH hedefine
yonelik gergeklestirilen kisimda {retici firmanin Onerisine gore 3 tane tiip
hazirlanmistir (Tiip #1, Tip #2 ve Tiip #7). Tip #1 e, sadece kesilmis oligoniikleotid
havuzu, Tip #2’ye kesilmis oligoniikleotid havuzu ile birlikte manyetik boncuklar ve
hedef protein, Tiip #7’ye ise kesilmis oligoniikleotid havuzu ve manyetik boncuklar
eklenmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda tiiplerdeki érnekler kalip olarak kullanilarak
14 dongii, 18 dongii ve 22 dongii PZR yapilmistir (Sekil 4.8-A). Tiip #2 ve Tiip #7 igin
artan dongii sayisiyla birlikte PZR iiriin miktarinda artma tespit edilmistir. Ancak Tiip
#1°de PZR reaksiyonu ¢alismadigi i¢in iireticinin Onerisiyle ilave baslangi¢ havuzu
PZR yapilmistir. Her ti¢ tiipteki 6rnekler i¢in tekrar 25 dongii PZR yapilmis (Sekil 4.8-

B) ve tiipler bir araya getirilerek dizileme i¢in hazir hale getirilmistir.

A

Marker Tup#1 Tip#1  Tup#1 Tiip#2 Tiip#2 Tiip#2 Tip#7  Tup#7  Tip#7
14dongii 18dongii 22dongii  14dongii  18dongili 22dongii  14dongi 18dongii 22dongli

Tip#1  Tip#2
25dongii 25d6ngii

Tiip#
25déngii

Marker

Sekil 4.8. Prokaryotik His-GHRH hedefine yonelik gerceklestirilen X-aptamer

secilimi PZR goriintiileri

Okaryotik His-GHRH hedefine yonelik secilim yine ayni sekilde gerceklestirilmistir.
Degisen dongii sayilarinda yapilan PZR reaksiyonu sonuglarinda, her 3 tiipte de
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reaksiyon gozlemlenmistir (Sekil 4.9-A). Reaksiyon sonuglarina gore her 3 tiip i¢in de
tekrardan 22 dongli PZR yapilmis ve tiipler bir araya getirilerek dizileme i¢in hazir
hale getirilmistir (Sekil 4.9-B)

A Marker Tup#1 Tup#1 Tup#1 Tup#2 Tup#2 Tup#2 Tup#7 Tup#7 Tup#7
14dongii  18dongii 22dongii  14dongii  18dongii 22dongii  14dongi 18dongii 22dongi

Tip#1 Tip#2  Tiip#7
B Marker 5 sdsngii 25dsngii 25dbngii

Sekil 4.9. Okaryotik His-GHRH hedefine yonelik gerceklestirilen X-aptamer

secilimi PZR goriintiileri

Prokaryotik ve dkaryotik hedeflere yonelik hazirlanan tiiplerdeki 6rnekler kitin temin
edildigi firmaya geri gonderilmis ve firma, yeni nesil dizileme yontemi ile tiiplerde
bulunan aday X-aptamerlerin dizilerini belirlemistir. Bu kapsamda elde edilen aday x-

aptamerlerin dizileri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Aday X-aptamerlerin adlar ve niikleotid dizileri

TEKY2.T1.01 TTTTTITCACGACXGGCGWY COAACAACGAACCY CAAGCAGGTGGGCCCATG
TKY2.T1.02 TTITTITCACGACACCCCYGTGCCGGCCACAGTY YGOGCCGGTGGGCCCATG

TEY2.T1.03 TTTTTITGCCCACAAGGCY GTGCAGOGXCACAGAACACGCAGGXCGY GCCATG
TEY2.T1.04 TTTTTITGCCCACAAGACY GTGCACAACGAACTGY GAGCCGGXCGYGCCATG
TEKY2.T1.03 TTTITTITGCCCACCAGWCY GTGOCCAXCACAGCY YGAGGACGTOGGCCCATG

TEY2.T1.06 TTTTTITCACGACKXAGACY GTGWAXCXCGAACTAY GACAGTGTGGGCCCATG
TEY2.T1.0% TTTTTITGCCCACCYGWCY GTGWCAGKCGAACGCCOAGCAAGTGGGCCCATG

TEY2.T1.10 TTTTTTTCACGACCY CCCYGTGGUXCCCOAACGACACCAATGXOGY GCCATG
TEY2.T1.11 TTTTTTTCACGACKXGGCGWY COAACAACGAACCY CAAACAGGTGOGCCCATG
TEY2.T1.12 TTTTTTTCACGACKXGGCGWY COAACAACAAACCY CAAGCAGGTGGGCCCATG
TEY2.TI1.13 TTTTTTTCACGACAACGCY GTGCGGGACACAGAACACCACGGXCGY GCCATG

TEY2.T1.15 TTTTTITCACGACCAAWCY GTGCAAGACGAACAY Y GGCAATGTGGGCCCATG
TEY2.TL.16 TTTTTITCACGACKXGGCGWY COAACAACGAACCY CAAGCAAGTGGGCCCATG

TKY2.TL.17 TTTTTITCACGACCCACCYGTGWCAGCCACAGCY CAACAACGTGGGCCCATG
TEY.T1.01 TTTTTITGCCCACAYCGCY GTGCCAGCCOGAACAYYGTGCCTGXCGY GCCATG
TEY.T1.02 TTTTTITCACGACAY CGCY GTOACCAGCACAGTY Y GCCAGAGTGGGCCCATG
TKY.T1.03 TTTTTITGCCCACCACWCY GTGWCCACCOGAACAY CGTCACCGXCGY GOCATG
TEY.T1.04 TTTTTITGCCCACGY CGCYGTGAGGGXCGAACGY YGACAWCGTGGGCCCATG
TEY.T1.05 TTTTTITCACGACAY CGCYGTGGGCAACGAACGACAGGCCAGKXCGYGCCATG
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4.4 Aday X-Aptamerlerin Olasi iki Boyutlu Yapilarinin Belirlenmesi

Aday X-aptamerlerin dizilerinin belirlenmesini takiben, bu aday X-aptamerler 5’ ucu

biyotin isaretli olarak firma tarafindan sentezlenmistir. Bir sonraki asamada aday X-

aptamerlerin olas1 iki boyutlu yapilar1 “mfold” [122] programi ile ¢izilmistir

(http://www.unafold.org/mfold/applications/dna-folding-form.php) (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10. Aday x-aptamerlerin olasi iki boyutlu sekilleri
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4.5 Aday X-Aptamerlerin Hedef Proteine Baglanma Afinitelerinin Dot Blot

Yontemi ile Gosterilmesi

Aday X-aptamerlerin olast 2 boyutlu sekillerinin belirlenmesinin ardindan, bu
aptamerlerin hedef proteine baglanma afinitelerinin gosterilmesi amaciyla Dot Blot
yontemi uygulanmistir. Kisaca, hedef protein aday X-aptamerlerle baglandiktan sonra
nitroseliiloz membrana emdirilmis ve HRP/TMB soliisyonlar1 ile kolorimetrik analiz
yapilmistir. Bu kapsamda Oncelikle, sabit aptamer dozu ve sabit protein dozu
kullanilarak genel afinite taramas1 yapilmistir. Elde edilen dot yogunluklar1 Image J
programi ile dl¢iilmiis ve aptamer uygulanmayan hedef proteinin dot yogunluguna
kiyasla aptamer uygulamalarinin dot yogunlugunu ne kadar arttirdigi hesaplanmistir
(Sekil 4.11). Buna gore, TKY2.T1.01 igin hedef proteine baglanma egilimi dot-blot
bant yogunlugu degerlerine gore 2,92 kat artmistir. TKY?2.T1.02 i¢in hedef proteine
baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu degerlerine gore 2,80 kat artmustir.
TKY2.T1.03 icgin hedef proteine baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu
degerlerine gore 2,80 kat artmistir. TKY2.T1.04 i¢in hedef proteine baglanma egilimi
dot-blot bant yogunlugu degerlerine gore 3,07 kat artmistir. TKY2.T1.05 igin hedef
proteine baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu degerlerine gore 2,62 kat artmustir.
TKY2.T1.06 i¢in hedef proteine baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu
degerlerine gore 1,66 kat artmistir. TKY2.T1.08 i¢in hedef proteine baglanma egilimi
dot-blot bant yogunlugu degerlerine gore 1,83 kat artmistir. TK'Y2.T1.10 i¢in hedef
proteine baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu degerlerine gore 1,87 kat artmistir.
TKY2.T1.11 i¢in hedef proteine baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu
degerlerine gore 1,61 kat artmigtir. TKY2.T1.12 i¢in hedef proteine baglanma egilimi
dot-blot bant yogunlugu degerlerine gore 2,15 kat artmugtir. TKY2.T1.13 igin hedef
proteine baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu degerlerine gore 2,2 kat artmistir.
TKY2.T1.15 i¢in hedef proteine baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu
degerlerine gore 2,44 kat artmistir. TKY2.T1.16 i¢in hedef proteine baglanma egilimi
dot-blot bant yogunlugu degerlerine gore 1,23 kat artmigtir. TKY2.T1.17 i¢in hedef
proteine baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu degerlerine gore 2,01 kat artmustir.
TKY.T1.01 i¢in hedef proteine baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu degerlerine
gore 1,82 kat artmistir. TKY.T1.02 i¢in hedef proteine baglanma egilimi dot-blot bant
yogunlugu degerlerine gore 3,75 kat artmigtir. TKY.T1.03 i¢in hedef proteine

baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu degerlerine gore 1,47 kat artmistir.
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TKY.T1.04 i¢in hedef proteine baglanma egilimi dot-blot bant yogunlugu degerlerine
gore 1,61 kat artmistir. TK'Y.T1.05 i¢in hedef proteine baglanma egilimi dot-blot bant

yogunlugu degerlerine gore 1,17 kat artmustir.
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Sekil 4.11. Aday X-aptamerlerin hedef proteine baglanma afinitelerinin dot-blot
yontemi ile gosterilmesi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)

Aday X-aptamerlerin sabit aptamer ve protein konsantrasyonlarinda hedef proteine
baglanma afinitelerinin gosterilmesinin ardindan artan aptamer dozuna bagl olarak
aday X-aptamerlerin baglanma afinitesindeki degismeler yine dot blot yontemi ile
gosterilmis ve elde edilen dot yogunluklarina gore konsantrasyona bagli olarak
baglanma afinitesindeki degisiklik grafigi ¢izilmistir. Cizilen grafikler iizerinden non-
lineer regresyon analizi yapilmis ve aptamerlerin hedeften ayrilma katsayisi (K,
Dissociation constant) Sigma Plot programi ile hesaplanmistir. Buna gore
TKY2.T1.01 aptamerinin Kq degeri 18,317 nM olarak, TKY2.T1.02 aptamerinin Kgq
degeri 12,173 nM olarak, TKY2.T1.03 aptamerinin Kq degeri 15,168 nM olarak,
TKY2.T1.04 aptamerinin Kq degeri 32,969 nM olarak, TKY2.T1.05 aptamerinin Kgq
degeri 2,911 nM olarak, TKY2.T1.06 aptamerinin Kq degeri 36,07 nM olarak,
TKY2.T1.08 aptamerinin Kq degeri 22,708 nM olarak, TKY2.T1.11 aptamerinin Kgq
degeri 149,05 nM olarak, TKY2.T1.13 aptamerinin Kq degeri 57,536 nM olarak,
TKY2.T1.15 aptamerinin Kqg degeri 115,612 nM olarak, TKY2.T1.17 aptamerinin Kgq
degeri 34,88 nM olarak, TKY.T1.03 aptamerinin Kq degeri 2,50 nM olarak,
TKY.T1.04 aptamerinin Kq degeri 6,09 nM olarak, TKY.T1.05 aptamerinin Kq degeri
22,71 nM olarak belirlenmistir (Sekil 4.12- Sekil 4.28).
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Degisim Katsays
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Sekil 4.12. TKY2.T1.01 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.13. TKY2.T1.02 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.14. TKY2.T1.03 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.15. TKY2.T1.04 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Dedigim Katsays:
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Sekil 4.16. TKY2.T1.05 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma
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afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.17. TKY2.T1.06 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.18. TKY2.T1.08 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.19. TKY2.T1.11 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Degisim Katsays|
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Sekil 4.20. TKY2.T1.12 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.21. TKY2.T1.13 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.22. TKY2.T1.15 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.23. TKY2.T1.17 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Cedigem Kanam
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Sekil 4.24. TKY.T1.01 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.25. TKY.T1.02 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.26. TKY.T1.03 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Sekil 4.27. TKY.T1.04 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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Degisim Katsays:
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Sekil 4.28. TKY.T1.05 aptamerinin doza bagh olarak hedefe baglanma

afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi

Aday X-aptamerlerin artan aptamer dozunda hedef proteine baglanma afinitelerinin
gosterilmesinin ardindan artan protein dozuna bagli olarak aday X-aptamerlerin
baglanma afinitesindeki degismeler yine dot blot yontemi ile gosterilmis ve elde edilen
dot yogunluklarina gore hedef protein konsantrasyonuna bagli olarak baglanma

afinitesindeki degisiklik grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Aday x-aptamerinin hedef protein dozuna bagh olarak hedefe

baglanma afinitesinin dot blot yontemi ile gosterilmesi
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46 Aday X-Aptamerlerin Hedef Proteine Baglanma Afinitelerinin SPR

Yontemi ile Gosterilmesi

Molekiiller arasindaki etkilesimlerin analiz edilmesinde kullanilan SPR yontemi, aday
X-aptamer ve hedef protein arasindaki doza ve zamana bagli etkilesimin gosterilmesi
amactyla kullanilmigtir. Deney, gercek zamanli olarak gerceklestirilmis olup, elde
edilen sonuglar grafige aktarilarak disosiasyon sabiti (Kq) hesaplanmistir. Deney {i¢
tekrarli gergeklestirilmis ve Kq degerleri TKY2.T1.13 aptameri i¢in 47,5 nM olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. TKY2.T1.13 aptamerinin doza ve zamana bagh olarak hedefe
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baglanma afinitesinin SPR yontemi ile gosterilmesi

4.7 Aday X-Aptamerlerin Serum Stabilitesinin Belirlenmesi

Aptamerlerin insan serum icerisindeki stabilitesinin belirlenmesi amaciyla aday X-
aptamerler insan serumu ile bir araya getirilerek 0 saat, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 24 saat,
48 saat, 72 saat, 96 saat ve 120 saat inkiibe edilmis ve siire sonunda %2,5’luk agaroz
jelde goriintiilenmistir. Jel goriintiisii incelendiginde 48 saat sonunda aptamerlerin
biiyiik dl¢iide degrade oldugu belirlenmistir. Jelde goriintiillenen bant yogunluklari
Olgiilerek 0. saate kiyasla grafik cizilmistir. TKY2.T1.08 kodlu aptamer 72 saat
sonunda %46 oraninda stabil kalabilirken, TKY2.T1.13 kodlu aptamer ise 48 saat
sonunda %89 oraninda 72 saat sonunda ise %63 oraninda stabil kalabilmistir (Sekil
4.31).
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Sekil 4.31. Aday X-Aptamerlerin Serum Stabilitelerinin Belirlenmesi.
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4.8 Farkh Kanser Hiicrelerinin Endojen GHRH Ekspresyonlarinin

Belirlenmesi

Aday X-aptamerlerin hiicre dis1 ortamda hedef proteine baglanma afinitelerinin dot
blot yontemi ile gdsterilmesinin ardindan, bu aptamerlerin hiicrelerde eksprese edilen
endojen hedef GHRH’ye baglanma afinitelerinin gosterilmesi ve biyolojik
aktivitesinin test edilmesi amaciyla, literatiirde GHRH proteini eksprese ettigi bilinen
pankreas kanseri, kolorektal kanser ve prostat kanseri hiicre hatlariyla hiicre kiiltiiri
caligmalar1 yapilmistir. Aday X-aptamerlerin hiicrelere uygulanmasi 6ncesinde hiicre
kiiltiiriinde kullanilacak olan hiicreler GHRH ekspresyonu bakimindan test edilmistir.
Bu amagla 6ncelikle pankreas kanseri MIA PaCa-2, kolorektal kanser HT29, prostat
kanseri PC3 ve saglikli prostat epiteli PNT1a hiicreleri biiyiitiilerek anti-GHRH
antikoru ile immunofloresan yapilmis ve c¢alisilan hiicre hatlarindaki GHRH

ekspresyonu gosterilmistir (Sekil 4.32).

Isik Mikroskobu DAPI Anti-GHRH

PC3 HT29 MIA PaCa-2

PNT1a

Sekil 4.32. Hiicrelerdeki GHRH ekspresyonunun immunofloresan yontemi ile

gosterilmesi

Immunofloresan deneyini dogrulamak amaciyla hiicrelerden protein izole edilerek
anti-GHRH, anti-GHRH-R ve anti-B-actin primer antikorlar1 kullanilarak
immunoblotlama yapilmistir. Yapilan immunoblotlama sonucunda hiicrelerin, farkli
seviyelerde olmakla birlikte, GHRH proteinini eksprese ettikleri belirlenmistir. Elde

edilen jel goriintiilerindeki bant yogunluklar1 Image J programu ile dlgiilerek yilikleme
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kontrolii olarak kullanilan B-actin bantlarinin yogunluklarina oranlanmis ve

ekspresyon degisimi hesaplanarak grafik ¢izilmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Hiicrelerdeki GHRH ekspresyonunun immunoblotlama yontemi ile

gosterilmesi (****p<0,0001)
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GHRH bir hormon oldugundan dolay1 sentez sonras1 paketlenip salgilanmasi ihtimali
diistintilerek, ¢alisilan hiicrelerde medyaya salinan GHRH miktar1 ELISA yontemi ile
hesaplanmistir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde medyadaki GHRH miktar1 1518 pg/ml iken,
HT29 hiicrelerinde 1556 pg/ml, PC3 hiicrelerinde 1453 pg/ml ve PNT1a hiicrelerinde
668 pg/ml’dir (Sekil 4.34).

GHRH (pg/ml)

;

:

Konsantrasyon (pg/mi)
g B

[iE
Mia-PaCa-2 HT29 PCZ PNT1a

Sekil 4.34. Hiicrelerde medyaya salinan GHRH miktarinin ELISA yontemi ile

hesaplanmasi

49 Aday X-Aptamerlerin Endojem GHRH Ligandina Baglanma

Afinitesinin immunofloresan Yontemi ile Gosterilmesi

Aday X-aptamerlerin endojen GHRH ligandina baglanma afinitesinin ve biyolojik
aktivitesinin  gosterilmesi i¢in se¢ilen hiicrelerde GHRH ekspresyonunun
gosterilmesinden sonra, aday X-aptamerlerin endojen GHRH ligandina baglanma
afinitesi immunofloresan yontemi ile gosterilmistir. Bu amagla, MIA PaCa-2

hiicrelerine artan dozlarda aday X-aptamer uygulanmig ve X-aptamerin 5’ ucuna
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konjuge halde bulunan biyotine 6zgii Streptavidin-Alexa Fluor 488 konjugat1 ve anti-
GHRH antikoru ile ikili boyama yapilarak aptamer ve ligand 1gimalarinin c¢akisip
cakismadigr kontrol edilmistir. Alinan sonuglar incelendiginde, TKY2.T1.08 ve
TKY2.T1.13 uygulanan hiicrelerde aptamere ait 1simalar ile GHRH’yi gosteren
isimalarin ayni yerde oldugu, dahasi artan aptamer dozuna bagli olarak aptamer

1stmasinin arttigi belirlenmistir (Sekil 4.35, Sekil 4.36).

Light Microscopy Strep-AF488 Anti-GHRH

TKY2.T1.08
0 nM

TKY2.T1.08 TKY2.T1.08
100 nM 50 nM

TKY2.T1.08
250 nM

TKY2.T1.08
500 nM

Sekil 4.35. TKY2.T1.08 aptamerinin endojen GHRH ligandina baglanma

afinitesinin immunofloresan yontemi ile gosterilmesi
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Light Microscopy Strep-AF488 Anti-GHRH

. At
),
AL

TKY2.7T1.13
0 nM

TKY2.T1.13 TKY2.T1.13
100 nM 50 nM

TKY2.T1.13
250 nM

TKY2.T1.13
500 nM

Sekil 4.36. TKY2.T1.08 aptamerinin endojen GHRH ligandina baglanma

afinitesinin immunofloresan yontemi ile gosterilmesi

GHRH bir hormon olmasit nedeniyle, hiicrede iiretildikten sonra medyaya
salinacagindan dolayi, aptamerlerin immunofloresan yontemi ile endojen GHRH’ye
baglanma afinitesinin belirlenmesinin yani sira, hiicrelerden salinan medyadaki
GHRH’ye baglanma afinitesinin gosterilebilmesi i¢in, hiicreler immunofloresan i¢in
12-kuyucuklu plakalara ekilmis, aptamer uygulamasi yapilmis, 72 saat inkiibe edilmis
ve siire sonunda besiyeri temiz bir eppendorfa alinarak Streptavidin-konjuge Alexa
Fluor 488 ile inkiibe edilerek Hiicre Akis Sitometrisi ile analiz edilmistir. Buna gore,
aptamer uygulamasi yapilmayan kontrol hiicreler ile kiyaslandiginda, TKY2.T1.08 ve
TKY2.T1.13 aptamerleri uygulanan hiicrelerde hiicre populasyonunda kayma
meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. Medyaya salinan GHRH ile aptamerlerin baglanma afinitesinin

gosterilmesi

4.10 Aday X-Aptamerlerin GHRH Sinyal Yolagi Elemanlarma Etkisinin

Belirlenmesi

Aday X-aptamerlerden biri olan TKY?2.T1.08’in hiicrelerde iiretilen endojen GHRH
ligandina baglanmasi gosterildikten sonra, bu baglanmanin GHRH sinyal yolagi
tizerine etkisi olup olmadig arastirilmistir. GHRH sinyalinin en 6nemli hedefi GH
oldugundan dolay1 6ncelikle aptamer uygulamasinin GH ve GHRH-R ekpresyonuna
etkisi MIA PaCa-2 hiicrelerinde immunofloresan yontemi ile belirlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore, TKY2.T1.02, TKY2.T1.03, TKY2.T1.08, TKY2.T1.10,
TKY2.T1.11, TKY.T1.02 ve TKY.T1.05 uygulamasinin hiicrelerdeki GH ve GHRH-

R ekspresyon seviyesini onemli 6l¢iide diislirdiigii gozlemlenmistir. Bu deneyde
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hiicrelere ayrica ekzojen GHRH uygulamasi yapilarak GH ve GHRH-R ekspresyonu
indiiklenmis ve bu 6rnekler pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Sekil 4.38).

g1k Mikroskobu GHRHR DAPI Igik Mikroskobu GHRHR
7 (RGN 3 [IRA VA
e H SN
¥ R 2 [ NTEES

Kont

‘ [
.

-

-~

GHRH (+)

B Illl

Sekil 4.38. Aday X-aptamerlerin GHRH’nin hedefi olan GH ve GHRH-R

GHRH (+)
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TKY.T1.03
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TKY.T1.04

TKY2T1.11

TKYT‘ 05

TKY2T1.13

TKY2T1.15

ekspresyonu iizerine etkisinin immunofloresan yontemi ile gosterilmesi

GHRH, hiicre membraninda yer alan reseptdriine baglandiginda, fosfolipaz C
aracilifiyla veya voltaj kapili kalsiyum kanallarmin uyarilmasi yoluyla kalsiyum
salinimini indiikler. Bu nedenle, aptamerlerin GHRH sinyal yolag iizerine etkisi
arastirilirken hiicre ici kalsiyum yogunlugu Ca*? Green boyast ile gosterilmistir. MIA
PaCa-2, HT29, PC3 ve PNT1a hiicrelerine aptamer uygulamasini takiben Ca*? Green
boyas1 uygulanmis ve floresan mikroskop altinda fotograflar ¢ekilmistir. MIA PaCa-2
hiicrelerinde TKY2.T1.04, TKY2.T1.08, TKY2.T1.16, TKY2.T1.17, TKY.T1.04 ve
TKY.T1.05 uygulamasiyla kalsiyum miktarinda artma goriilmiistiir (Sekil 4.39). HT29
hiicrelerinde ise TKY2.T1.01, TKY2.T1.04, TKY2.T1.05 TKY2.T1.08, TKY2.T1.16,
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TKY.T1.04 ve TKY.T1.05 uygulamasi kalsiyum miktarint 6nemli dl¢lide arttirmigtir
(Sekil 4.40). PC3 hiicrelerinde TKY2.T1.01, TKY2.T1.08, TKY2.T1.13, TKY.T1.02
ve TKY.T1.04 kalsiyum miktarini arttirirken (Sekil 4.41), PNTla hiicrelerinde
aptamer uygulamasi hiicre i¢i kalsiyum miktarlarinda anlamli bir degisiklik meydana

getirmemistir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.39. Aptamer uygulamasinin hiicre i¢ci kalsiyum miktarina etkisinin MIA

Isik

PaCa-2 hiicrelerinde gosterilmesi
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Sekil 4.40. Aptamer uygulamasinin hiicre i¢i kalsiyum miktarina etkisinin HT29

%

hiicrelerinde gosterilmesi
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Sekil 4.41. Aptamer uygulamasinin hiicre i¢ci kalsiyum miktarina etkisinin PC3

Isik
mikroskobu

Ca*2 Green

hiicrelerinde gosterilmesi
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¥ v

Sekil 4.42. Aptamer uygulamasinin hiicre ici kalsiyum miktarina etkisinin

Ca*2 Green

PNT1a hiicrelerinde gosterilmesi

GHRH ligandinin reseptore baglanmasiyla baslayan sinyal yolaginda G proteinine
GTP baglanmasiyla adenilil siklaz uyarildig1 ve hiicre i¢i cAMP seviyesinde artis
meydana geldiginden, aptamer uygulamasi ile hiicrelerde siklik AMP miktarlarindaki
degisiklik cAMP deteksiyon kiti ile belirlenmeye calisilmigtir. MIA PaCa-2
hiicrelerinde aptamer uygulamasi sonrasi hiicrelerdeki cAMP miktarinin total proteine
orani kontrol hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermezken,

HT29 hiicrelerinde ise aptamer uygulamasi ile yaklasik %20 azalma gostermektedir
(Sekil 4.43) (****p<0,0001)

1.5
o mm MIA PaCa-2

HT29
1.0+

0.5+

0.0-

cAMP Konsantrasyonu/ug protein

1 I I
Kontrol TKY2.T1.08 TKY2.T1.13

Sekil 4.43. Aptamer uygulanan MIA PaCa-2 ve HT29 hiicrelerinde cAMP
seviyelerinin belirlenmesi (****p<0,0001)
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4.11 Aday X-Aptamer Uygulamasinin Hiicre Canlihg Uzerine Etkilerinin

Belirlenmesi

Aday X-Aptamerlerin olast GHRH sinyaline ket vurmasi sonucu hiicre canliginin nasil
etkilendiginin belirlenmesi amaciyla, GHRH eksprese ettigi daha 6nce belirlenen
(Sekil 4.32, Sekil 4.33) ii¢ hiicre hatt1 kullanilarak 500 nM aptamer dozu doz ve 72

saat uygulama siiresi ile MTT Hiicre Proliferasyonu deneyi gerceklestirilmistir.

Yapilan MTT deneyleri sonucunda, MIA PaCa-2 hiicrelerinde TKY.T1.04 numarali
aptamer uygulamasi, hiicre canliliginda kontrol hiicrelere oranla %17, TKY.T1.05
numarali aptamer uygulamasi %14, TKY2.T1.05 numarali aptamer uygulamasi %16,
TKY2.T1.08 numarali aptamer uygulamast %18, TKY2.T1.13 numarali aptamer

uygulamasi ise %22 oraninda azalmaya neden olmustur (Sekil 4.44).

MIA PaCa-2

150+

Bagil Hucre Canlihgi (%)

Sekil 4.44. Aday X-aptamerlerin MTT yontemi ile MIA PaCa-2 hiicre canlihig

iizerine etkisinin gosterilmesi

HT29 hiicreleriyle yapilan MTT deneyinde ise, TKY.T1.04 numarali aptamer
uygulamasi, hiicre canliliginda kontrol hiicrelere oranla %15, TKY.T1.05 numarali
aptamer uygulamast %22, TKY2.T1.05 numarali aptamer uygulamasi %25,
TKY2.T1.08 numarali aptamer uygulamas1 %23, TKY2.T1.13 numarali aptamer

uygulamasi ise %25 oraninda azalmaya neden olmustur (Sekil 4.45).
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HT29

__ 150~

Bagil Hiicre Canlihg: (%

Sekil 4.45. Aday X-aptamerlerin MTT yontemi ile HT29 hiicre canlihgl iizerine

etkisinin gosterilmesi

PC3 hiicreleriyla yapilan MTT deneyinde ise TKY.T1.04 numarali aptamer
uygulamasi, hiicre canliliginda kontrol hiicrelere oranla %15, TKY.T1.05 numaral
aptamer uygulamast %17, TKY2.T1.05 numarali aptamer uygulamasi %18,
TKY2.T1.08 numarali aptamer uygulamast %25, TKY2.T1.13 numarali aptamer

uygulamasi ise %27 oraninda azalmaya neden olmustur (Sekil 4.46).

PC3
150

Bagil Hiicre Canliligi (%)

Aptamerler

Sekil 4.46. X-aptamerlerin MTT yontemi ile PC3 hiicre canlihidl iizerine

etkisinin gosterilmesi

Aday X-aptamerlerin hiicre canliligina etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesinin
ardindan X-aptamerlerin mitokondriyal membran potansiyeli ve hiicre 6liimii iizerine

etkisinin belirlenmesi amaciyla MIA PaCa-2, HT29 ve PC3 hiicreleri aptamer
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uygulamasi sonrast DAPI, DiOCs ve PI floresan boyalar1 ile boyanmis ve floresan
mikroskop altinda incelemeler yapilmistir. Floresan isimalar incelendiginde, MIA
PaCa-2 hiicrelerine TKY2.T1.08 ve TKY2.T1.13 uygulamasi, hiicre olimiinii
arttirmistir. DAPI ve DiOCg boyamalarina bakildiginda ise aptamer uygulamasi ile
hiicre canliligi ve mitokondriyel membran potansiyelinde azalma gozlemlenmistir

(Sekil 4.47)

Kontrol TKY2.T1.08 TKY2.T1.13

Isik Mikroskopu

DAPI

Pl

DIOCs
- |

Sekil 4.47. Aday X-aptamerlerin MIA PaCa-2 hiicrelerinde mitokondri

membran potansiyeli ve hiicre 6liimii iizerine etkisinin floresan boyama ile

gosterilmesi

HT29 hiicrelerinde TKY2.T1.08 ve TKY2.T1.13 uygulamasi sonucu hiicre 6liimiinde

artma, mitokondriyel membran potansiyelinde azalma tespit edilmistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. Aday X-aptamerlerin HT29 hiicrelerinde mitokondri membran

DiOCq DAPI Isik Mikroskopu

Pl

potansiyeli ve hiicre 6liimii iizerine etkisinin floresan boyama ile gosterilmesi

Aptamer uygulamasinin PC3 hiicrelerinde hiicre 6limii ve canlilig: lizerine etkileri
incelendiginde ise, aptamer uygulamasinin yine hiicre 6liimiini arttirdigi ve canlilikta
azalmaya neden oldugu goriilmekle birlikte bu etkinin MIA PaCa-2 ve HT29
hiicrelerinde oldugu kadar belirgin olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.49)
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Kontrol  TKY2T1.08  TKY2T1.13

Isik Mikroskopu

DAPI

Sekil 4.49. Aday X-aptamerlerin PC3 hiicrelerinde mitokondri membran

potansiyeli ve hiicre 6liimii iizerine etkisinin floresan boyama ile gosterilmesi

412 Aday X-Aptamerlerin Reaktif Oksijen Tiirleri Olusumuna Etkilerinin

Arastirilmasi

Aday X-aptamerlerin hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri olusumuna etkisi H.-DCFDA
florojenik boyasi ile belirlenmistir. H2O2 hiicrelere pozitif kontrol olarak
uygulanmisgtir. Floresan mikroskobu altinda elde edilen goriintiiler incelendiginde,
TKY2.T1.08 ve TKY2.T1.13 aptamerlerinin uygulandig: hiicrelerde dotlarin kontrol
hiicrelerine oranla artt1g1, bu aptamerlerin MIA PaCa-2 hiicrelerinde reaktif oksijen

tirleri olusumunu indiikledigi gortilmistiir (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50. Aday X-aptamerlerin Reaktif Oksijen Tiirleri olusumuna etkisinin

MIA PaCa-2 hiicrelerinde incelenmesi

4.13 Aday X-Aptamerlerin Hiicre Dongiisii Uzerine Etkilerinin Arastiriimas:

Aday X-aptamerlerin hiicre canliligt ve hiicre Olimii tizerine etkilerinin
belirlenmesinin ardindan hiicre dongiisii lizerine etkileri MIA PaCa-2, HT29 ve PC3
hiicrelerinde propidyum iyodiir (PI) FACS yontemi ile aragtirilmistir. Aday X-aptamer
uygulamasinin MIA PaCa-2 hiicrelerinde hiicre dongiisiine etkisi incelendiginde
TKY2.T1.13 uygulamasi ile SubG1 fazindaki hiicre popiilasyonunda artis meydana
geldigi belirlenmistir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. Aday X-Aptamerlerin MIA PaCa-2 hiicrelerinde Hiicre Dongiisii
Uzerine Etkilerinin Propidyum Iyodiir (PI) FACS Yontemi ile Gosterilmesi

Aday X-aptamer uygulamasmnin HT29 hiicrelerinde hiicre dongiisiine etkisi

TKY.T1.04, TKY2.T1.08 ve TKY2.T1.13 aptamerleri hiicre

incelendiginde

dongiisiiniin SubG1 fazindaki hiicre popiilasyonunda artisa neden olmakla birlikte,

TKY2.T1.08 uygulamasmin G2/M fazindaki hiicre populasyonunu da arttirdigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. Aday X-Aptamerlerin HT29 hiicrelerinde Hiicre Déngiisii Uzerine
Etkilerinin Propidyum Iyodiir (PT) FACS Yéntemi ile Gosterilmesi

Aday X-aptamer uygulamasmin PC3 hiicrelerinde hiicre dongiisiine etkisi
incelendiginde TKY?2.T1.13 aptamer uygulamasinin hiicre donglisiiniin SubG1 ve
G2/M fazlarindaki hiicre popiilasyonunda artisa neden oldugu belirlenmistir (Sekil
4.53).
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Sekil 4.53. Aday X-Aptamerlerin PC3 hiicrelerinde Hiicre Déongiisii Uzerine
Etkilerinin Propidyum Iyodiir (PT) FACS Yontemi ile Gosterilmesi

4.14 Aday X-Aptamerlerin Apoptotik Etkilerinin Gosterilmesi

Aday X-aptamerlerin farkli hiicre hatlarinda hiicre 6liimiinii arttirdiginin gosterilmesi
tizerine, apoptotik hiicre oranlarinin belirlenmesi amaciyla MIA PaCa-2, HT29 ve PC3
hiicreleri x-aptamer uygulamasi sonrast Annexin V-FITC/PI boyalari ile boyandiktan
sonra hiicre akis sitometesi cihazinda analizler yapilmistir. Buna gore MIA PaCa-2
hiicrelerinde TK'Y2.T1.13 aptamer uygulamasi apoptotik hiicre oranin1 énemli 6lgiide
arttirmustir (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. Aday X-Aptamerlerin MIA PaCa-2 hiicrelerinde Hiicre Oliimii
Uzerine Etkilerinin Annexin V-Propidyum Iyodiir (PT) FACS Yéntemi ile

Gosterilmesi

X-aptamer uygulamasinin HT29 hiicrelerinde hiicre 6liimiine etkisi incelendiginde ise,
TKY2.T1.08 ve TKY2.T1.13 aptamerlerinin ge¢ apoptotik hiicre oranimi arttirdigi
gosterilmistir (Sekil 4.55)
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Sekil 4.55. Aday X-Aptamerlerin HT29 hiicrelerinde Hiicre Oliimii Uzerine
Etkilerinin Annexin V-Propidyum Iyodiir (PT) FACS Yéntemi ile Gosterilmesi

X-aptamer uygulamasinin PC3 hiicrelerinde hiicre 6liimiine etkisi incelendiginde ise,
TKY2.T1.13 aptamerinin ge¢ apoptotik hiicre oranini arttirdigr gosterilmistir (Sekil
4.56).
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Sekil 4.56. Aday X-Aptamerlerin PC3 hiicrelerinde Hiicre Oliimii Uzerine
Etkilerinin Annexin V-Propidyum Iyodiir (PT) FACS Yéntemi ile Gosterilmesi
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5 TARTISMA

Kansere kars1 kullanilan tedavi yontemleri incelendiginde, normal hiicrelerin
neoplastik hiicrelere doniismesi sonucu kazandigi veya kaybettigi 6zelliklerin hedef
olarak alindig1 “hedefli terapiler” 6nemli bir yere sahiptir. Hedefli terapilerde, kanser
hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran molekiiler genetik degisiklikler, molekiiler
hedefli ilaclarin gelistirilmesinde molekiiler hedefler olarak kullanilabilmektedir
[123]. Kanser hiicreleri normal hiicreler ile kiyaslandiginda ise en dnemli degisiklik,
stirekli aktif olan biiyiime ve ¢ogalma sinyali ile birlikte artan proliferasyon hizi
olmakla birlikte, kanser hiicrelerinin hiicre 6liimiinden kagma, anjiyojenez, immiin
sistemden kagma gibi Ozellikler kazandigi da gozlemlenmektedir. Bu nedenle,
Ozellikle kanserli hiicreleri normal hiicrelerden ayirt eden bu 6zelliklerin hedeflenmesi
ile, normal hiicrelere zarar vermeksizin kanserli hiicrelerin belirlenerek biiylimenin
durdurulmasi veya hiicre 6liimiiniin indiiklenmesi, kanser tedavi stratejilerinde siklikla
karsimiza ¢ikmaktadir. Molekiiler hedefli terapiler, kinaz inhibitorleri gibi kiigiik
molekiiller, terapotik monoklonal antikorlar, terapotik kanser asilart ve gen

diizenlenmesi ile gergeklestirilebilmektedir.

GHRH, pankreas [43], prostat [33], yumurtalik [41] ve akciger kanseri [42] gibi birgok
kanser tipinde ektopik olarak ekspre edildigi bilinen bir ndropeptiddir.
GHRH/GHRHR ekspresyonu ve biyolojik olarak aktif sinyal nedeniyle, GHRH’yi
hedefleyen terapétik rejimler 6nemli bir potansiyele sahiptir. Bu kapsamda GHRH
peptidinin biyolojik aktiviteye sahip olan GHRH NH2 (1-29) peptidinde ¢esitli
modifikasyonlar yapilarak birgok GHRH peptid antagonisti sentezlenmistir [26]. Bu
antagonistlerin GHRH reseptoriine baglanmak ve reseptor aktivasyonunu bloke etmek
icin GHRH ile rekabet ettigi gosterilmistir [124]. Boylelikle, bu antagonistlerin
akciger, meme, prostat, yumurtalik, kolorektal ve pankreas kanserleri gibi bir¢ok
kanser tipinde tiimor hiicreleri lizerinde dogrudan etki yoluyla proliferasyonu inhibe
ettigi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir [9], [39]. GHRH antagonistleri, GHRH
sinyalini bloke etmek icin calisilmasina ragmen, bu antagonistlerin peptid yapida

olmasi, antagonistlerin in vivo kullanimini sinirlandirir. Bununla birlikte, literatiirde
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GHRH’ye kars1 bildirilmis bir aptamer bulunmamaktadir. Bu nedenle bu c¢alismada
GHRH’ye kars1 bir aptamerin se¢ilmesi, hedefe baglanma afinitelerinin karakterize
edilmesi ve GHRH antagonistlerine benzer bir strateji ile aptameri bir ligand olarak
yakalayarak GHRH’nin hedeflenmesi ve GHRH sinyalinin bloke edilmesinin

arastirilmasi amaglanmistir.

Molekiiler hedefli kanser terapilerinde kullanilabilecek yontemlerden biri
aptamerlerin kullanimidir. Niikleik asit aptamerleri, ¢esitli sekonder katlanmalar
yoluyla {i¢ boyutlu bir yap1 olusturarak, kii¢lik iyonlardan biitiin hiicreye kadar ¢ok
cesitli molekiillere yiiksek afinite ve 6zgilliik ile etkilesime girebilen tek sarmalll
sentetik DNA veya RNA oligoniikleotidleridir [15], [85]. Kiiciikk molekiiller,
proteinler, peptidler, toksinler ve hatta hiicreler dahil bircok molekiil aptamerlerin
hedefi olabilir [11]. Aptamerler, oligoniikleotid yapilar1 nedeniyle plazma niikleazlar
tarafindan kolaylikla parcalanabilir. Bu zorluk, endoniikleazlar tarafindan taninmayan
L-konformasyon niikleotidleri kullanilarak, niikleotidlerin farklt pozisyonlarinda,
fosfodiester baglarinda ve oligomerizasyonda yapilan baz1 modifikasyonlarla asilabilir
[15]. Genel olarak aptamerler, bir biyosensorde yakalama anahtar molekiilii olarak
tercih edilmelerine ve kemoterapétik ajanlarla konjuge edilmelerine ragmen, aptamer
bazli hormon hedefleme teknolojisi yaklasimlari hala korunmaktadir. Aptamerler daha
kiigiik, daha az immunojenik, daha diisiik maliyetli, daha kararli, kimyasal
modifikasyonlara daha yatkin ve fizyolojik olmayan kosullardan sonra renatiirasyon
kabiliyetine sahip olduklarindan, peptid veya antikorlardan daha cok tercih edilirler
[11], [84]. Yapisal avantajlarindan dolay1r metabolik hastaliklarin tedavisinde bazi
hedef molekiillere kars1 aptamerler tercih edilmistir. Bu aptamerler arasinda Macugen,
yasa bagli makiiler dejenerasyon hastaliginin tedavisi icin vaskiiler endotel biiyiime
faktoriinii (VEGF) hedefleyen FDA onayli ilk RNA aptameridir [99]. Aptamerler,
geleneksel olarak, yaklasik 20 adet niikleotidin rastgele bir sekilde bir araya
gelmesiyle olusturulan bir kiitiiphane icinden, SELEX (Systemic Evolution of Ligands
by Exponential Enlargement, Ustel Genisleme ile Ligandlarin Sistemik Evrimi) adi
verilen bir yontemle segilirler. Bu yontemde, aptamer kiitiiphanesinin hedef molekiille
bir araya getirilmesi, hedefe baglanmayan aptamer adaylar1 uzaklastirilmasi, hedefe
baglanan aptamer adaylar1 hedeften ayrilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltilmasi islemlerinin 2-20 kez tekrarlanmasi sonucu elde edilen DNA veya RNA

ipliklerinin dizisi belirlenmektedir. Yontem yeni bir yontem olmakla birlikte ¢esitli
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avantajlart ve dezavantajlari bulunmaktadir. Yontemin en 6nemli dezavantaji, bu
yontemle secilen aptamerlerin sinirli sayida modifikasyona sahip olmasi ve segilimin
gerceklesebilmesi i¢in genellikle 8-15 secilim turu gergeklestirilmesi gerekmesi
nedeniyle zaman alic1 bir yontem olmasidir [125]. Bu nedenle, daha fonksiyonel
gruplar ve daha fazla stabilite saglayan yeni yontemler gelistirilmistir. Bu nedenle,
aptamerlerin stabilitesini arttirmak igin, ¢esitli modifikasyonlar yapilmaktadir. Yeni
gelistirilen teknolojilerden biri olan X-aptamerler, dizisindeki bazi niikleotidlere
protein-benzeri veya ilag-benzeri yan zincirler eklenerek hem niikleazlara karsi
stabilitenin hem de hedef molekiillere afinitenin arttirildigi spesifik aptamerlerdir
[126]. X-aptamer secilim kiti, tek seferde bese kadar farkli hedefe karsi ayni anda
aptamer secilimine izin veren, manyetik boncuk temelli, hizl1 ve 6zgiilliigii yliksek X-
aptamerlerin segilmesine olanak saglamaktadir [16]. Firmanin 6nerileri dogrultusunda
secilim gergeklestirildikten sonra yeni nesil dizileme ile aday X-aptamer dizileri
belirlenmekte ve bu diziler 3’-Biyotin isareti ile firma tarafindan sentezlenerek aday
X-aptamerler temin edilmektedir. X-aptamer teknolojisi ve seleksiyonu yeni ortaya
cikan bir sistem olmasmma ragmen farkli c¢alismalarda kullanilmaktadir. Son
zamanlarda, X-aptamer teknolojisi kullanilarak sizofreni i¢in potansiyel
biyobelirtecler tanimlanmustir [127]. Iki immiin kontrol noktas: proteini olan PD-1 ve
PD-L1’e karsi X-aptamerleri de bu teknoloji tarafindan secilmistir [128]. Bu
caligmada biiyiime hormonu salgilatict hormona kars1 X-aptamerler de bu teknoloji

kullanilarak X-aptamer secilim kiti ile se¢ilmistir.

Hedefe 6zgii aptamer se¢ilimini gergeklestirebilmek adina en 6nemli basamaklardan
biri hedefin se¢imi ve segilen hedefin saflagtirilmasidir. Bu calismada Biiylime
Hormonu Salgilatict Hormona (GHRH) 6zgili aptamerlerin secilmesi ve karakterize
edilmesi amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda, oncelikle hedef protein olan
GHRH’nin saflastirilmas:1 ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu deneyde hedef proteinin
saflastirilmasi amaclandigi icin, ekspresyon vektorii, GHRH agik okuma bolgesinin 5’
bolgesinde 10 adet Histidin amino asiti kodlayan bolge olacak sekilde secilmistir
(Sekil 3.2). Boylelikle bu bolgeden transkripyon ve translasyon sonucu sentezlenen
protein, N-terminalinde His-isareti olan protein olacaktir. Bununla birlikte, herhangi
bir acik okuma bdolgesi icermeyen, sadece 10 adet Histidin amino asiti kodlayan bolge
igeren vektor ise negatif kontrol olarak segilmistir (Sekil 3.1). Hedef proteinin elde

edilmesi i¢cin, GHRH agik okuma gercevesi iceren ve sadece Histidin kodlayan bolge
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iceren vektorlerin aktarilmis oldugu E. coli HB101 suslart biiyiitiilerek protein
izolasyonu gerceklestirilmistir. Izole edilen proteinler SDS-poliakrilamid jelde
yiiriitiilerek anti-GHRH antikor kullanilarak immunoblotlama yapilmistir. His-isaretli
GHRH vektorii i¢eren klonlarda GHRH ekspresyonunun varligi teyit edilirken, sadece
His-isaretli vektorii igeren klonlarda ise GHRH ekspresyonunun olmadigi
gosterilmistir (Sekil 4.1). Coomassie Brilliant Blue, asidik ortamda proteinlerle mavi
kompleks olusturan ve protein elektroforezi yapilan jellerde proteinlerin gosterilmesi
i¢in kullanilan bir boyadir [129]. immunoblotlama gériintiisiinde protein ekspresyonu
goriilmeyen bolgelerde protein oldugunu gostermek i¢in proteinlerin yiiriitiildiigii jel
Coomassie Brilliant Blue G-250 igeren boyama c¢ozeltisi igerisinde boyanarak
fotograflanmis ve immunoblotlama goriintiisiinde GHRH proteini goriinmeyen His
Klon 8 ve His Klon 11 6rneklerinde protein oldugu bu sekilde gdsterilmistir. Aptamer
seciliminde kullanilmak iizere saflastirma yapabilmek i¢in biiyiik Olgekli protein
sentezine ihtiya¢ duyuldugundan, His-GHRH vektorii igeren E. coli HB101 Klon 5
yiksek hacimde biyiitiilerek protein izolasyonu tekrarlanmistir. Rekombinant
proteinlerin {retilmesi i¢in kullanilan 6zellikle E. coli bakterilerinde proteinler
agregatlar olusturabilmekte ve bu agregatlar inkliizyon cisimcigi olarak
adlandirilmaktadir [130]. Bu cisimciklerin denatiire edilmesi igin yiiksek
konsantrasyonlu iire veya guanidin hidrokloriir kullanilmaktadir [131]. Bu nedenle
ozellikle yiliksek hacimli bakterilerden protein izolasyonu yapilirken bakterilerin
duvar1 ve membraninin par¢calanmasi sonucu elde edilen total lizatin yani sira, pellete
yiiksek konsantrasyonda iire igeren inkliizyon cisimcigi solubilizasyon ¢ozeltisi
eklenerek pellette yer alan inkliizyon cisimciklerinin denatiire edilerek ¢oziiniir hale
getirilmesi amaglanmustir. Bu yontemle elde edilen total lizat ve ¢oziiniir hale getirilen
pellet 6rnekleri, anti-GHRH antikoru ile immunoblotlama yapilarak her iki 6rnekteki
GHRH protein varlig1 gosterilmistir. Ayrica bakterilere aktarilan vektorler His-isaretli
GHRH kodladigindan dolayi, anti-GHRH antikoru ile elde edilen bantlarin dogrulugu,

anti-His isaretine 6zgii antikorlar kullanilarak dogrulanmaya caligilmistir.

Rekombinant proteinlerin saflastirilmasi amaciyla, hedef proteini kodlayan gen
bolgesini igeren vektorlerde gesitli isaretleri kodlayan bolgeler de yer almaktadir. Bu
isaretlerden biri olan His isareti, boyutunun kiicik olmas1 ve diisiik
immunojenitesinden dolay1 siklikla tercih edilmektedir [132]. Histidin reziduelar

Nikel (Ni*?) ve Bakir (Cu*?) gibi metal iyonlarma vyiiksek afinite gostermeleri
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nedeniyle, bu iyonlarin bagl oldugu matriksler kullanilarak His-isaretli proteinler
kolaylikla saflastirilabilmektedir [133]. Ni*? gibi metal iyonlari, agaroz veya sefadeks
gibi matrikslere immobilize edilebildigi gibi, manyetik boncuklara da immobilize
edilebilmekte, boylelikle saflastirma islemi daha kolay ve hizli gerceklestirilebilir
[134]. Bu kapsamda, His isaretli GHRH proteini, Ni*2 immobilize edilen manyetik
boncuklar kullanilarak saflastirilmis ve saflastirma sonucunda elde edilen GHRH

proteininin varligi immunoblotlama ile gosterilmistir (Sekil 4.3)

Onceki sonuglara bakildiginda, His-GHRH rekombinant proteininin fazla miktarda
{iretimi bakteri hiicrelerinde ok daha hizli yapilabilmektedir. Okaryotik hiicrelerde ise
protein sentezi bakterilere kiyasla daha yavas gergeklesmektedir [135]. Bununla
birlikte bakteriyel protein sentez sistemi translasyon sonrasi modifikasyonlardan
yoksun oldugundan ve yontem sonunda sentezlenecek olan aptamerler Okaryotik
hiicrelere uygulanarak biyolojik aktivite kontrol edileceginden dolay1 aptamer seg¢ilimi
hem bakteriyel kaynakli proteinler hem de 6karyotik kaynakli proteinler hedef alinarak
gerceklestirilmistir. His isaretli GHRH vektoriiniin aktarilmasi i¢in, normal kosullarda
GHRH eksprese etmeyen insan embriyonik bobrek hiicreleri HEK293 hiicre hatti
kullanilmistir [136]. HEK293 hiicreleri His- ve His-GHRH vektorleri ile stabil bir
sekilde transfekte edilmis ve stabil hiicrelerden izole edilen protein hedef olarak
kullanilmistir. Stabil olarak transfekte edilen hiicrelerdeki GHRH ekspresyonu ise
immunoblotlama ve GHRH ELISA yontemleri ile dogrulanmustir (Sekil 4.6). Stabil
hiicrelerdeki GHRH ekspresyonunun hiicre biiylimesini, proliferasyonunu ve koloni
olusturma potansiyelini arttirdigi ise yapilan biyolojik aktivite deneyleri ile

gosterilmistir (Sekil 4.7).

Niikleik asit bazli ila¢ kesfinde artan teknoloji ile tasarlanan, DNA kiitliphanesi ile
yiiklii manyetik boncuklarin kullanilmast ile yeni nesil aptamer segilimi, ticari olarak
X-aptamer olarak adlandirilmaktadir. Bu c¢alismada, ticari olarak satilan x-aptamer
secilim kiti kullanilarak, manyetik boncuk tabanli PCR iiriinlerinin klonlanmasi ve
dizilenmesinin ardindan, 19 adet putatif x-aptamer, AM BioTechnologies (Houston,
ABD) tarafindan sentezlenmistir (Tablo 2). Mfold, Zuker’in [122] enerji
minimizasyonu yontemini kullanarak bir DNA veya RNA molekiiliiniin optimal ve
optimale yakin sekonder yapilarini tahmin eden bir programdir ve genellikle tek iplikli
DNA aptamerlerinin sematik profillerinin ve AG seviyelerinin fizyolojik kosullar

altinda tahmin edilmesinde tercih edilir. Mfold programinin aptamerlerin iki boyutlu
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yapisini kabul edilebilir dogrulukta olusturabildigi bildirilmistir [137] ve aptamerlerin
iki boyutlu yapilarinin tahmin edilmesi amaciyla farkli ¢aligmalarda kullanilmigtir
[138], [139]. Bu c¢alismada da x-aptamer se¢ilim kiti ile segilen x-aptamerlerin iki
boyutlu yapilar1 mfold programa ile belirlenmistir (Sekil 4.10). Gergeklestirilen mfold
analizine gore, TKY2.T1.01, TKY2.T1.04, TKY2.T1.05, TKY2.T1.06, TKY2.T1.08,
TKY2.T1.10, TKY2.T1.11, TKY2.T1.12, TKY2.T1.13, TKY2.T1.17, TKY.T1.01 ve
TKY.T1.05 putatif x-aptamerleri iki veya daha fazla olasi iki boyutlu yapiya sahiptir.
Bununla birlikte, TKY2.T1.02, TKY2T1.03, TKY2T1.15 TKY2.T1.16,
TKY.T1.02, TKY.T1.03 ve TKY.T1.04 putatif x-aptamerleri ise bir adet olas1 iki
boyutlu yap1 profiline sahiptir. TKY2.T1.02, TKY2.T1.04, TKY2.T1.05,
TKY2.T1.06, TKY2.T1.08, TKY2.T1.10, TKY2.T1.12, TKY2.T1.13, TKY2.T1.15,
TKY2.T1.17, TKY.T1.03 ve TKY.T1.04 aptamerleri ise uzun ve genis bir profile
sahiptir. Aptamer se¢ilimi i¢in kullanilan yeni nesil x-aptamer teknolojisi ile segilen
aptamerler fosforoditioat, indol veya fenol ile modifiye edilmis deoksitiridin gibi
modifiye niikleotidler icermektedir [16]. Mfold analizinde elde edilen birden fazla
olasi yap1 tahminleri ve farkli yap1 profilleri, aday x-aptamerlerdeki modifiye edilen
niikleotidlerin mfold programi tarafindan dogru tanimlanmamasindan kaynaklantyor

olabilir.

Secilen aptamerlerin sentezlenmis ligandlarina karsi baglanma afinitesinin
belirlenmesi amaciyla Sypabekova ve Li dot-blot yontemini tercih etmistir [140],
[141]. Bu kapsamda bu ¢alismada segilim sonrasi elde edilen 19 putatif x-aptamerin
hedef GHRH ligandina afinitesinin belirlenmesi i¢in dot blot yontemi kullanilmstir.
Putatif x-aptamerlerin 3’ Biyotin isareti, hedef GHRH NH3 (1-44) ligandina baglanma
afinitelerinin belirlenmesinde avantaj saglamistir. Yontem sonunda aptamer
uygulanmayan dot yogunlugu baz alinarak aptamer uygulanan dotlardaki
yogunluklardaki goreceli degisiklikler belirlenmistir. Buna goére TKY2.T1.01,
TKY2.T1.02, TKY2.T1.03, TKY2.T1.04, TKY2.T1.05, TKY2.T1.08, TKY2.T1.10,
TKY2.T1.12, TKY2.T1.13, TKY2.T1.15, TKY2.T1.17, TKY.T1.01 ve TKY.T1.02 x-
aptamerleri hedef proteine anlamli 6l¢giide yiiksek baglanma afinitesi gostermektedir.
aptamerlerin etkinliginin ve hedef molekiillere kars1 aptamerlerin baglanma egiliminin
degerlendirilebilmesi i¢in, uygun hedeflerin se¢imi aptamer se¢ilim siirecindeki en
onemli adimlardan biridir [142]. Genel olarak dot blot ydntemi, ligandlarla

aptamerlerin Kqg degerlerini belirlemek igin kullanilir [140]. Bu ¢alismada da her
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putatif x-aptamer i¢in, artan aptamer dozunda aptamerler proteinler ile bir araya
getirilerek dotlar olusturuldu ve dot-blot yontemi uygulandi. Elde edilen
goriintiilerdeki dot yogunlugunun SigmaPlot programinda gergeklestirilen non-lineer
regresyon analinize istinaden, TKY2.T1.01, TKY2.T1.02, TKY2.T1.03, TKY2.T1.04,
TKY2.T1.05, TKY2.T1.08, TKY2.T1.11, TKY2.T1. 13, TKY2.T1.15, TKY2.T1.17,
TKY.T1.03, TKY.T1.04 x-aptamerlerinin Kq degerleri sirasiyla 18.3, 12.17, 15.16,
32.9,2.91, 22.7, 149.05, 57.5, 115.6, 34.8, 2.50, 6.09, 22.7 nM olarak hesaplanmuistir.
Dot blot yontemi ile elde edilen sonuglarin dogrulanmasi igin, doza bagli aptamer-
ligand dot blot analizinin yani sira, segilen TKY2.T1.13 icin SPR analizi
gerceklestirilmigtir (Sekil 4.30). SPR yontemi, kati-sivi faza immobilize edilen
hedefler ile soliisyon igerisindeki partnerlerinin etkilesiminin deteksiyonu igin
kullanilan bir yontemdir ve bir reakyionun kinetik parametlerinin ve denge sabitinin
belirlenmesi igin kullanilmaktadir. Aptamer ¢aligmalarinda ise, aptamer-hedef ligand
komplekslerinin analizi igin kullanilmaktadir [143]. Buna gore, TKY2.T1.13 putatif
X-apamerinin baglanma afinitesinin gosterilmesi i¢in SPR yontemi uygulanmis ve Kgq
degeri 47,5 nM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.30). Ayn1 aptamer i¢in doza bagh dot
blot yontemiyle hesaplanan K¢ degeri ise 57,5 nM olarak hesaplanmistir ve dot blot
sonucu elde edilen degerin, SPR ile elde edilen degere yakin olmasi, yapilan

caligmanin giivenilirligini arttirmaktadir.

Aptamerler, birer terapotik ajan olarak degerlendirilse dahi, sicaklik ve niikleaz iceren
0zel kosullarda stabilitesi farkli olabilmektedir [144]. Aptamerlerin stabilitelerinin
degerlendirilebilmesi i¢in, aptamerlerin artan siirelerde serum ile muamele edilerek
elektroforetik olarak biitiinliigliniin degerlendirilmesi ¢esitli yayinlarda uygulanmistir
[145], [146]. Bu nedenle, yapilan ¢aligmada esit hacimde insan serumu ve aptamerler
bir araya getirilerek zamana bagli olarak 37°C de inkiibasyonu sonrasi aptamerlerin
serum stabiliteleri zamana bagl olarak degerlendirilmistir. Buna gore, TKY2.71.02,
TKY2.T1.03, TKY2.T1.04, TKY2.T1.05, TKY2.T1.13, TKY2.T1.15, TKY2.T1.17
ve TKY.T1.05 putatif X-aptamerlerinin serum stabiliteleri 120 saate kadar uzamistir
(Sekil 4.31). Yapilan serum stabilitesi, dot blot ve sekonder yapilarinin belirlenmesi
sonucu elde edilen veriler birlikte incelendiginde TKY2.T1.08 ve TKY2.T1.13

aptamerleri sonraki deneyler i¢in hedef iki aptamer olarak secilmistir.

Putatif x-aptamerlerin rekombinant GHRH hedefine baglanma afinitelerinin ve insan

serumundaki stabilitelerinin belirlenmesinin ardindan in vitro ortamda GHRH
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eksprese eden hiicrelerde GHRH ligandina baglanma afinitelerinin arastiriimasi
amaglanmistir. Bu dogrultuda literatirde GHRH ekspresyonu bildirilen pankreas,
kolorektal ve prostat kanseri hiicre hatlar1 MIA PaCa-2, HT29 ve PC3 hiicreleri ile
insan prostat epitel hiicre hatti PNTla hiicrelerindeki GHRH ekspresyonunun
gosterilmesi amaciyla GHRH immunofloresan, immunoblotlama ve ELISA
yontemleri uygulanmis ve belirtilen hiicrelerdeki GHRH ekspresyonu gosterilmistir

(Sekil 4.32, Sekil 4.33, Sekil 4.34).

Immunofloresan, florofor ile isaretli spesifik antikorlar kullanilarak bir doku veya
hiicredeki ¢esitli bilesenlerin goriintiilenmesine olanak saglayan énemli bir tekniktir.
Ozellikle farkl1 floroforlar tasiyan farkli antikorlarm ayni anda kullanilarak yontemin
uygulanmasi ile ligandlarin baglanma profili tespit edilebilir [147]. Bu g¢alismada
putatif x-aptamerler 3’biyotin isareti ile sentezlendiginden dolayi, bu isareti taniyan
streptavidin ve ona konjuge Alexa Fluor 488 floroforu hiicreye uygulanan X-
aptamerlerin gosterilmesi i¢in, anti-GHRH antikoru uygulamasi sonrasi bu antikora
0zgli sekonder antikora konjuge Alexa Fluor 568 hiicrelerde sentezlenen GHRH
ligandinin gosterilmesi i¢in kullanilarak ikili immunofloresan yontemi uygulanmistir.
Bu uygulamada MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicre hattinda hiicre yiizeyine
baglanmasim1 gostermek i¢in kullanilmistir. Immunofloresan sonuglarina gore,
TKY?2.T1.08 ve TKY2.T1.13 x-aptamerlerinin 50 nM konsantrasyondan baglayarak
hiicre membranina baglanmakta ve bu baglanma, uygulanan X-aptamer dozu ile
orantili olarak artmaktadir. Ayn1 zamanda, x-aptamerlerin goriintiilerdeki 1s1malarinin,
GHRH’ye 0zgii antikorlarin 1s1mas1 ile paralellik gostermesi, uygulanan x-
aptamerlerin GHRH ile birlikte hiicre ylizeyine baglandigi konusunda ipucu
vermektedir. Her iki aptamer icin de 6zellikle 250 nM ve 500 nM aptamer dozlarinda
baglanma profilindeki etki onemli dl¢iide gozlemlenmektedir. Buradan yola ¢ikarak
daha ileri ¢calismalarin GHRH nin epitop bolgelerinde TKY?2.T1.08 ve TKY2.T1.13
aptamerlerinin baglanma bdlgesini bulmasi ve ayrica aptamer bagli GHRH’nin
GHRHR’ye baglanma bdlgesinin tanimlanmasi i¢in in silico analizler
gerceklestirilebilir. Bunun yani sira, in vitro analizler ile bu x-aptamerlerin GHRH

sinyali lizerindeki inhibe edici etkisi belirlenebilir.

Immunofloresan ydntemi ile putatif x-aptamerlerin hiicre icindeki GHRH hedeflerine
baglanma profilinin belirlenmesinin ardindan, aptamerlerin ayni kosullarda medyaya

salinan serbest GHRH’ye baglanabilme kapasitelerinin de belirlenebilmesi
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amaglanmistir. Bu dogrultuda hiicre ekimleri ve aptamer uygulamasinin ardindan,
immunofloresan i¢in yapilacak fiksasyon Oncesi hiicrelerin besi yeri toplanarak
Streptavidin-AlexaFluor 488 ile inkiibe edildikten sonra Hiicre Akis sitometrisi
cihazinda okutulmustur. FACS Flow analizi sonucunda aptamer uygulanan érneklerin
populasyonunda kontrol populasyonuna gore kayma gozlemlenmesi, aptamerlerin

medyadaki serbest GHRH’ye de baglanabildigi konusunda bilgi vermektedir.

Putatif x-aptamerler GHRH ligandin1 hedef alacak sekilde se¢ilmistir. Ancak ligandin
hangi bolgesine baglandigi ile ilgili 6n gorii olmadigindan, aptamerin baglanma
bolgesi, GHRH’nin reseptoriine baglanma bdlgesi ile iligkili olup olmadigini
belirleyebilmek adina, aptamer uygulamasi ile GHRH sinyal yolaginda yer alan
downstream hedeflerde degisiklik olup olmadig: arastirilmistir. GHRH sinyal yolag:
incelendiginde (Sekil 2.7) yolagin son hedefi GH salimmmidir. Ayrica GHRH
ekspresyonunun artmasi, pozitif geri besleme mekanizmas: ile reseptdriiniin
ekspresyonunu arttirmaktadir [6]. Bu nedenle, MIA PaCa-2 hiicrelerinde aptamer
uygulamasi1 sonrast GH ve GHRHR ekspresyonu immunofloresan yontemi ile
incelenmistir. Hiicrelere ekzojen rekombinant GHRH uygulanmasi GHRH sinyal
yolagini tetikleyeceginden dolay1 pozitif kontrol olarak kullanilmis ve kontrol
hiicrelere goére hem GH hem GHRHR ekspresyonundaki artis gosterilmistir.
TKY2.T1.02, TKY2.T1.03, TKY2.T1.11, TKY2.T1.17 uygulamalarinda GH ve
GHRHR ekspresyonu daha aktif iken, oOzellikle TKY2.T1.08, TKY2.T1.13,
TKY.T1.02 ve TKY.T1.03 uygulamalarinda sinyalin biiyiik 6l¢lide baskilandig tespit

edilmistir.

GHRH sinyal yolaginin o6nemli noktalarindan biri ise GHRH’nin reseptore
baglanmasiyla konformasyon degisikligine ugrayan reseptdriin uyarici G proteinini
aktive ederek cAMP salmimini uyarmasidir [6]. Bu durum G-protein bagl
reseptorlerin ortak 6zelligi oldugundan ve bu reseptorler farmasotik sanayinin en
Oonemli arastirma alanlarindan biri oldugundan, hiicrelerde cAMP miktarinin
deteksiyonu ig¢in farkli yontemler gelistirilmistir [148]. Bu calismada da bu
yontemlerden bir tanesi olan akumulasyon yontemi ile hiicrelerdeki cAMP miktari
tespit edilmistir. Buna gore HT29 hiicrelerinde TKY2.T1.08 ve TKY2.T1.13
uygulamasi ile cAMP miktar1 bakimindan kontrol hiicrelere kiyasla anlamli bir diisiis
gozlemlenmektedir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ise anlamhi bir disiis

gozlemlenmemektedir. Bu durum, aptamer uygulamasi sonrast baz alinan zaman
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dilimi ile ilgili olabilir. cAMP salinimi, sinyal yolaginin aktivasyonunun ardindan
tetiklenen ilk olay oldugundan, bu hiicrelerde belirlenen uygulama siiresinden daha
erken zaman noktalarinda deney durdurularak tekrarlanirsa beklenen etki bu

hiicrelerde de gézlemlenebilecektir.

GHRH’nin en 6nemli biyolojik fonksiyonu Biiyiime Hormonunun salgilanmasini
uyararak hiicre biliyiimesini ve c¢ogalmasimi tetiklemesidir [39]. Ekzojen GHRH
uygulamasinin ise farkli hiicrelerde proliferasyonu indiikledigi, yara iyilesmesini
hizlandirdigi literatiirde bildirilmektedir [53]. Aksine, GHRH peptid antagonistlerinin
ise GHRH sinyalizasyonunu baskilayarak hiicre proliferasyonuna ket vurdugu Populo
ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir [81]. Bu ¢alismada da uygulanan aptamerlerin
hiicre canliligina keyt vurucu etkisi MIA PaCa-2, HT29 ve PC3 hiicrelerinde
incelenmistir. Yapilan MTT hiicre canliligr testi ile TKY2.T1.08 ve TKY2.T1.13
putatif x-aptamerlerinin her ti¢ hiicre hattinda da hiicre canliligina en ¢ok ket vuran

aptamerler oldugu gosterilmistir.

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS), mitokondriyal oksidatif metabolizma sirasinda veya
cevresel streslere karsi hiicresel cevap siirecinde iiretilmekte ve diyabet, kanser,
norodejenerasyon gibi hastaliklarla iliskilendirilmektedir [149]. Ayrica, endojen veya
ekzojen olarak iiretilen ROS, anti-apoptotik proteinlerin fonksiyonunu inhibe eden
pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerini aktive eden p53 ve/ya JNK proteinlerini aktive
ederek apoptotik yolagin indiiklenmesini saglar [150]. GHRH antagonistleri MIA-602
ve MIA-690’1n reaktif oksiyen tiirleri olusumunu indiikledigi daha Onceki
caligmalarda gosterilmistir [151]. Putatif x-aptamerlerin ROS olusumuna olasi etkisi
H.DCFDA floresan boyama ile arastirilmistir. Floresan mikroskop goriintiileri
incelendiginde, aptamer uygulamasi yapilan Orneklerde DCFDA sinyalinde artis
oldugu gozlemlenmektedir. Hidrojen peroksitin pozitif kontrol olarak kullanildigi bu
deneyin sonucuna gore putatif x-aptamerlerin hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin

olusumunu indiiklemektedir (Sekil 4.50).

Dai ve arkadaglan tarafindan yapilan bir ¢alismada, multiple myeloma hiicrelerini
spesifik olarak taniyan TY04 DNA aptamerinin bu hiicrelerde hiicre dongiisiinde
tutulmaya neden olarak hiicre biiylimesini inhibe ettigi rapor edilmistir [152]. Ayrica
RADS52’ye kars1 gelistirilen aptamerin akut myeloid l6semi hiicrelerinde hiicre
dongiisiinii S/G2 fazinda bloke ettigi ortaya koyulmustur [153]. Bu ¢aligmada segilen
putatif x-aptamerlerden TKY2.T1.08’in HT29 ve PC3 hiicrelerinde G2/M fazinda
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hiicre dongiisiinii bloke ederen bu fazdaki hiicre populasyonunu arttirdigi,
TKY?2.T1.13 x-aptamerinin ise hiicre dongiisiiniin SubG1 fazinda tutulmaya neden

olarak bu fazdaki populasyonda artisa neden oldugu gésterilmistir (Sekil 4.51).

Literatiire bakildiginda, luteinize edici hormona [154], tiroksin hormonuna [155],
kortizol hormonuna [156] karsi aptamerler sentezlenmis ve Kkarakterize edilmis
olmasina ragmen, GHRH ye kars1 aptamer sentezlenmesi ile ilgili herhangi bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu c¢alisma, GHRH’ye karsi x-aptamerlerin
sentezlendigini bildiren ve sentezlenen aptamerleri dot-blot, immunofloresan ve SPR
analizi ile karakterize eden ilk ¢alismadir.

Sonug olarak, gergeklestirilen bu galisma, GHRH (1-44) peptidine kars1 ii¢ adet putatif
X-aptamerin se¢ilimini, sentezini, karakterizasyonunu ve anti-proliferatif etkilerini
gosteren ilk rapordur. GHRHyi hedefleyen ve GHRH sinyal mekanizmasini inhibe
etmek lizere tasarlanan cesitli peptid antagonistleri gelistirilmis olmasina ragmen,
GHRH’yi hedefleyen herhangi bir x-aptamer literatiirde bulunmamaktadir. Bu
calismada literatiirde bulunan bu eksiklik giderilmeye ¢alisilmis ve GHRH NH2> (1-44)
peptidini hedefleyerek x-aptamer teknolojisi ile anti-GHRH x-aptamerler se¢ilmistir.
Secilim sonrasi yeni nesil dizileme yontemi ile GHRH NH> (1-44)’ye kars1 19 putatif
X-aptamer sentezlenmistir. Bu aptamerler arasinda, TKY2.T1.01, TKY2.T1.02,
TKY2.T1.03, TKY2.T1.04, TKY2.T1.05, TKY2.T1.12, TKY2.T1.13, TKY. T1.01 ve
TKY.T1.02 x-aptamerlerinin dot blot analizi ile yiiksek baglanma afinitesi ve diigiik
Kad degerleri oldugu gosterilmistir. Aptamerlerin serum stabiliteleri ve iki boyutlu yap1
analizleri de goz oniine alindiginda TKY?2.T1.13 SPR analizi i¢in secilmistir. Ayrica
TKY2.T1.08 ve TKY2.T1.13 x-aptamerleri, yiiksek GHRH eksprese eden ve
salgilayan hiicre hatlar1 kullanilarak in vitro sistemlerde baglanma yetenekleri
bakimindan karakterize edilmistir. Bu x-aptamerlerin  GHRH sinyalizasyonu
tizerindeki potansiyel inhibe edici etkisinin ve GHRH ligandlar1 tizerindeki x-
aptamerler icin baglanma bdlgelerinin belirlenmesi i¢in yeni ¢alismalar ileri
asamalarda yapilabilir. Ek olarak daha fazla in vitro, in vivo ve in siliko analiz
yapilarak bu iki yeni x-aptamer etkinliginin GHRH sinyali iizerindeki etkisi

vurgulanabilir.
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12-kuyucuklu plaka 92012 TPP

96-kuyucuklu plaka 92096 TPP

25 cm? hiicre kiiltiir kab1 | 90026 TPP

75 cm? hiicre kiiltiir kab1 | 90076 TPP

60 mm hiicre kiiltiir kabi1 | 93060 TPP

100 mm hiicre kiiltiir kab1 | 93100 TPP

Serolojik pipet (5ml) 94005 TPP
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Serolojik pipet (10ml) 94010 TPP
0,22 um siringa filtresi 99722 TPP
Enjektor 6944425888871, Yesil ug | Astraject
igneli 21G

CO; inkiibator HeraCell 1501 51026280 | Thermo Scientific
CO; inkiibator HeraCell 150 Thermo Scientific
Hiicre kaziyici 280 mm Greiner Bio-One
15 ml falkon 91015 TPP
50 ml falkon 91050 TPP
Hemositometre 40441 Assistent Germany
Kriyovial tiip 5042000C CAPP
Pipet ucu (1000 pl) 5130130 CAPP
Pipet ucu (200 pl) 4130075 CAPP
Pipet ucu (10 ul) 5030010 CAPP

Tablo 5. Kullamlan Kimyasallarin Listesi
Adi Uriin Kodu Firma
Tris Baz 648310 Calbiochem
Tris-HCI 648317 Calbiochem
Hidroklorik asit 100317 Merck
Sodyum kloriir S7653-5KG Sigma-Aldrich
Ure 161-0731 BioRad
Triton-X-100 T8787-100ML Sigma
Lizozim 89833 Thermo Scientific
EDTA igermeyen Proteaz | A32955 Thermo Scientific
Inhibitdr Kokteyli
Imidazol 15805168 Fischer Scientific
Guanidin Hidrokloriir 1324GR250 Neofroxx
3-merkaptoetanol M3148 Sigma Aldrich
Kanamisin A1493,0010 AppliChem
LB Broth LBL405.1 BioShop
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Dynabeads™  His-Tag | 10103D Invitrogen
Isolation and Pulldown

Manyetik Boncuk

Dynabeads™ M-280 | 11205D Invitrogen
Streptavidin ~ Manyetik

Boncuk

Sigir  Serum  Albumin | A2153 Sigma Aldrich
(BSA)

Coomassie Brilliant Blue | A3480 Applichem
G-250

Metanol 24229 Sigma Aldrich
Fosforik asit 100573.2500 Merck
Akrilamid/Bisakrilamid A3699 Sigma Aldrich
%30 37,5:1

Sodyum Dodesil Siilfat | 1177GR100 Neofroxx
(SDS)

APS A2941 Applichem
TEMED Al1148 Applichem
[zopropanol 34863 Sigma Aldrich
Gliserol GB0232 BioBasic
Bromfenol mavisi A2331,0025 AppliChem
Glisin 3570 Calbiochem

Protein Marker

PageRuler Plus 26620

Thermo Scientific

PVDF membran 88518 Thermo
Yagsiz Siit Tozu 1172KG001 Biofroxx
Tween-20 822184 Merck
p-Kumarik Asit C9008 Sigma Aldrich
Luminol A2185 Applichem
Ponceau S A1405 Applichem
Hidrojen Peroksit (H202) | 107209 Merck
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GHRH ELISA Testi E-EL-H1146 Elabscience
Sodyum fosfat monobazik | A4229,1000 AppliChem
Sodyum fosfat dibazik A2943,1000 Sigma Aldrich
MgCl> MBO040-100G HIMEDIA
Nitroseliiloz membran 1620115 BioRad

TMB substrat ¢ozeltisi N301 Thermo Scientific

NaOH

106498.1000

Merck

X-Aptamer Secilim Kiti

AM Biotechnologies

2018-OPR3-TT-du-
ISTNBL

Borik Asit A2940,0500 AppliChem
EDTA A2937 Applichem
Agaroz 35-1010 PegLab Biotech

100 bp DNA marker

GeneRulerSM0241

Thermo Scientific

1 kb DNA marker

GeneRulerSM0311

Thermo Scientific

RedSafe 21141 Intron Biotechnology
HRP-Streptavidin N100 Thermo Scientific
Konjugat Soliisyonu

FBS 10500-064 Gibco
Penisilin-Streptomisin P06-07350 PAN BioTech
RPMI Besiyeri P04-18047 PAN BioTech
DMEM Besiyeri P04-03590 PAN BioTech
McCoys 5A Besiyeri BE12-688F Lonza
DMEM:F12 Besiyeri D8437-500ML Sigma

HEK?293 CRL-1573 ATCC

PC3 hiicreleri CRL-1435 ATCC

HT-29 hiicreleri HTB-38 ATCC

LNCaP hiicreleri CRL-1740 ATCC
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MIA PaCa-2 hiicreleri CRL-1420 ATCC

PNT1a hiicreleri 95012614 ECACC

MDA-MB-468 hiicreleri | HTB-132 ATCC

T-47D HTB-133 ATCC

Tripsin-EDTA SH30042.01 Hyclone

MTT Ajani 3580GR005 Biofroxx

DMSO D8418 Sigma Aldrich

DAPI 1322MG025 Biofroxx

Pl P4170 Sigma Aldrich

DiOCs 318426 Sigma Aldrich

10X PBS P04-53500 Pan Biotech

Kristal Viyole C0775 Sigma

Absolute Etanol 100983.2511 Merck

Etanol CAS 64-17-5 Alko Med

FITC Annexin V | 556547 BD Biosciences

Apoptosis Detection Kit |

cAMP XP® Assay Kit 4339 Cell Signaling
Technologies

Ca*2 Green™.-1 C3011MP Invitrogen

Tunikamisin A2242,0005 Applichem

Anti-GH Primer Antikor | sc-374266 Santa Cruz
Biotechnologies

Anti-GHRH-R Primer | Sc-54201 Santa Cruz

Antikor Biotechnologies

Anti-GHRH Primer | TA324986 Origene

Antikor

Anti-His Tag (D3110) | 12698 Cell Signaling

Primer Antikor

Technologies
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Anti-PARP Primer | 9542 Cell Signaling
Antikor Technologies
Anti-B-actin Primer | 12620 Cell Signaling
Antikor Technologies
Anti-Rabbit HRP-Baglh | 7074 Cell Signaling
Sekonder Antikor Technologies

Anti-mouse 1gG (H+L), | 4409 Cell Signaling
F(ab'), Fragment (Alexa Technologies

Fluor® 555 Conjugate)

Rabbit anti-Goat 1gG | 31509 Invitrogen

(H+L) Secondary

Antibody, FITC

Endojen Biyotin | E21390 Thermo Scientific
Bloklama Kiti

Streptavidin-FITC SA1001 Invitrogen

konjugat

FuGene HD | E2311 Promega

Transfeksiyon Ajani

Higromisin 1358MG250 Neofroxx

PureZol RNA Izolasyon | 7326890 Bio-Rad

Ajani

Kloroform UN1888 Applichem

iScript cDNA Sentez Kiti | 1708891 Bio-Rad

iQ SYBR Green | 170-8880 Bio-Rad

Supermix

RNase free dH20 129112 Qiagen

Amicon falkon santrifugal | UFC900324 Merck

filtre

M-PER Mammalian | 78501 Thermo Scientific

Protein Extraction

Reagent

Tripan mavisi EBT-001 NanoEnTek

Asetik asit 27225 Sigma Aldrich
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101115.1000

Amonyum Asetat

Merck

Tablo 6. Kullamlan Tamponlarin Icerigi

Kanamisin (50 mg/ml) Stok Cozeltisi

0,5 g Kanamisin tartilmig, 10 ml’e kadar
distile su ile ¢oziildiikten sonra 0,22 um
filtreden

capl gecirilerek

kullanilmigtir. -20°C’de saklanir.

por

LB Broth

20 gram LB Broth tartilmis, 1L’ye kadar

distile su ile c¢ozildiikten sonra

otoklavlanarak kullanilmistir.

Bakteri Total Protein Izolasyonu icin
Lizis Tamponu

20 mM Tris-HCI pH: 7,5, 300 mM NaCl,
2M Ure, %2 Triton X-100, 1mg/ml
Lizozim ve 1X EDTA icermeyen
Proteaz Inhibitor Kokteyli karistirilarak

hazirlanir.

Inkluzyon  Cisimcikleri ~ Cozdiirme | 20 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 5 mM

COzeltisi imidazol, 6 M Guanidin Hidrokloriir
karistirilarak hazirlanir.

His-Tag 2X Baglanma/Yikama | 100 mM Sodyum fosfat pH: 8, 600 mM

Tamponu

NaCl, %0,02 Tween™-20 karistirilarak
hazirlanir. Hazirlanan tampon, kullanim
oncesi 1:2 oraninda seyreltilerek 1X
konsantrasyona getirilmis ve uygulama

stirasinda 1X tampon kullanilmigtir.

His Elusyon Tamponu

50 mM Sodyum fosfat pH: 8, 300 mM
NaCl, %0,01 Tween™-20, 300 mM

Imidazol karistirilarak hazirlanir.
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Memeli Hiicre Lizis Tamponu (Cell lysis
buffer, CLB)

10 ml M-PER Memeli Protein

Ekstraksiyon ajanina 1 tablet Proteaz
eklenerek

inhibitor hazirlanmstir.

+4°C’de saklanmustir.

Bovine Serum Albumin (BSA, Protein
Standardi)

0,015 gram BSA tartilmig, 10 ml distile
suda ¢oziilmiis ve 0,22 um’lik filtreden
+4°C’de

gecirilerek  kullanilmustir.

saklanmistir.

Bradford Soliisyonu

0,05 gram Coomassie Brilliant Blue (G-
250) boyasi tartilarak 50 ml metanolde
cozdiirmiistiir. Uzerine 100 ml %85
fosforik asit (HsPOs) eklenmis ve
hazirlanan ¢ozelti 500 ml distile suya
eklendikten sonra filtre kagidi ile
stiziildiikten sonra 350 ml distile su ile
son hacim 1 litreye tamamlanmigtir.

+4°C’de saklanmustir.

Amonyum Persiilfat

0,1 gram amonyum persiilfat tartilmis ve

1 ml distile suda ¢ozdiiriilerek

kullanilmistir. -20°C’de saklanmustir.

5X Laemmli Yiikleme Tamponu

60 mM Tris-HCI pH:6,8, %2 SDS, %10
Gliserol, %5 B-merkaptoetanol, %0,01
mavisi

Bromfenol karistirilarak

hazirlanir.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu

10X konsantrasyonda Yiriitme tamponu
hazirlamak i¢in 30,3 gram Tris, 114
gram Glisin ve 1 gram SDS tartilmas,
500 ml distile suda ¢ozdiiriilmiis ve pH’1
8.3’¢ ayarlandiktan sonra son hacmi 1
Bu sekilde

litreye tamamlanmigtir.
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hazirlanan tampon, kullanim 6ncesi 1:10
seyreltilerek 1X konsantrasyona
doniistliriilmiis ve 1X olarak

kullanilmistir. +4°C’de saklanmustir.

Transfer Tamponu

10X konsantrasyonda Transfer tamponu
hazirlamak i¢in 33,3 gram Tris ve 144
gram Glisin tartilmis, 500 ml distile suda
¢Ozdiiriilmiis ve pH’1 8.3’e ayarlandiktan
sonra  son hacmi 1 litreye
tamamlanmistir. Bu sekilde hazirlanan
tampon, kullanim 6ncesi 100 ml 10X
Transfer tamponu, 150 ml metanol ve
750 ml distile su ile 1X’e doniistiiriilerek

kullanilmistir. +4°C’de saklanmustir.

10X TBS

10X konsantrasyonda TBS tamponu
hazirlamak i¢in 86,6 gram NaCl ve 12,11
gram Tris tartilmig, 500 ml distile suda
¢ozdiiriilmiis ve pH’1 8’e ayarlandiktan
sonra  son hacmi 1 litreye
tamamlanmistir. Bu sekilde hazirlanan
tampon,  kullanom  Oncesi 1:10
seyreltilerek 1X konsantrasyonu
doniistlirilmiis ve 1X olarak
kullanilmistur. Oda sicakliginda

saklanmustir.

TBS-Tween (TBS-T)

500 ml 1X TBS ile 500 ul Tween™-20
karigtirilarak hazirlanmustir. Oda

sicakliginda saklanmistir.

%735 Bloklama Suti

2,5 gram yagsiz siit tozu tartilmis ve 50

ml’ye TBS-T ile tamamlanmustir.
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Kumarik Asit 0,15 gram P-kumarik asit 10 ml
DMSO’da c¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.
+4°C’de saklanmustir.

Luminol 0,44 gram Luminol 10 ml DMSO’da

¢ozdiiriilerek hazirlanmis ve -20°C’de

saklanmustir.

Membran Stripleme Tamponu

15 gram glisin, 1 gram SDS ve 10 ml
Tween-20 yaklasgik 800 ml distile su
icerisinde ¢oziildiikten sonra pH’12,2’ye
ayarlanmis ve son hacmi 1 litreye
tamamlanmistir.  Oda  sicakliginda

saklanmistir.

10X PBS

10X konsantrasyonda PBS tamponu
hazirlamak i¢in 80 gram NaCl, 2 gram
KCI, 14,4 gram NaHPO4 ve 2,4 gram
KH:PO4, 500 ml distile suda
¢Ozdiirtilmiis ve pH’1 7,4°e ayarlandiktan
sonra  son hacmi 1 litreye
tamamlanmistir. Bu sekilde hazirlanan
tampon,  kullanom  Oncesi 1:10
seyreltilerek 1X konsantrasyonu
doniistiirilmiis ve 1X olarak
kullanilmistur. Oda sicakliginda

saklanmustir.

10X TBE

10X konsantrasyonda TBE tamponu
hazirlamak i¢in 108 gram Tris ve 55
gram Borik asit 500 ml distile suda
¢ozdiiriilmiis, 40 ml 0,5 M EDTA (pH:8)
eklenmis ve son hacmi 1 litreye
tamamlanmistir. Bu sekilde hazirlanan

tampon,  kullanom  oOncesi  1:10
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seyreltilerek 1X konsantrasyonu
donistiirilmiis ve 1X olarak

kullanilmuastir.

Dot Blot Baglanma Tamponu

15 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM
MgCl; karistirilarak hazirlanmistir.

PBB Tamponu

0,1 gram BSA tartilmis ve 20 ml 1 X PBS
icerisinde ¢oziilerek PBB ¢ozeltisi

hazirlanmistir. +4°C’de saklanmustir.

Permeabilizasyon Cozeltisi

10 pl Triton-X-100 10 ml 1X PBS ile
karistirilarak  hazirlanmistir.  +4°C’de

saklanmustir.

Immunofloresan Bloklama Tamponu

0,1 gram BSA, 5 ml 1X PBS igerisinde
goziilerek  hazirlanmistir.  +4°C’de

saklanmustir.

Hiicre Medyast

Temin edilen DMEM, MEM, McCoy’s
52 ve RPMI Dbesiyerleri, son
konsantrasyonlart %10 FBS %l
Penisilin-Streptomisin  olacak sekilde
kanstintip 0,22 pum’lik  filtreden
gegirilerek  hazirlanmigtir.  +4°C’de

saklanmustir.

Hiicre Dondurma Medyas1

9 ml FBS igerisine 1 ml DMSO
eklendikten sonra 0,22 um’lik filtreden
gecirilerek  hazirlanmistir.  -20°C’de

saklanmustir.
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Tablo 7. %4-12’lik SDS-Poliakrilamid Jel Icerigi

%12 Yiiriitme Jeli (Alt Jel) | %4 Yiikleme Jeli (Ust
Jel)
dH20 1,7 ml 1,537 mi
Tris-HCI 1,25 ml (1,5 M, pH 8.8) 0,625 ml (0,5 M, pH 6.8)
% 10 SDS 50 pl 25 ul
Akrilamid/Bisakrilamid | 2 ml 0,335 ml
%30 37,51
%10 APS 40 ul 12,5 pl
TEMED 5ul 2,5 ul

Tablo 8. Kemiliiminesans Géoriintilleme Tampon icerikleri

Tampon A Tampon B
dH20 9ml 9 ml
Tris Baz pH: 8,5 1 ml 1mi
Kumarik asit 75 ul -
Luminol 150 pl -
H202 - 15 ul
Tablo 9. X-aptamer Secilim Tamponlarinin I¢erikleri
Tampon A Tampon B
PBS pH:7,4 1X 1X
MgCl, 1 mM 1 mM
Tween™-20 % 0,05 % 0,05
BSA % 0,2 -
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