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REKOMBINANT YONTEMLERLE SENTETIiK PARATHORMON
URETIMI

OZET

Biyoteknoloji alaninda iretilen iirtinler icerisinde proteinler olduk¢a Onem
tagimaktadir. Rekombinant yontemler kullanilarak sentetik olarak iiretilen proteinler
terapotik, endiistriyel ve bilimsel aragtirma amach tretimleri gergeklestirilmektedir.
Calismamizdaki amag, rekombinant teknoloji kullanilarak terapdtik kullanimim
amagladigimiz parathormonu tiretmektir.

Parathormon (PTH) polipeptid yapisinda 84 aminoasitlik (aa) tek bir zincir olarak
paratiroid bezlerinden salgilanir. PTH’nin baslica sorumlulugu, kemiklerden
kalsiyum (Ca*?) emilimi ile plazma Ca*® degerlerini diizenlemektir. Bobrekler ve
bagirsaktan Ca™® emilimi ve aym zamanda fosfat (PO, ®) atilimmnini saglayarak,
Ca*%-PO, ® metabolizmasindaki homeostaziyi saglamakta énemli bir role sahiptir. D
vitamininin aktif formunun tiretimi {izerine olan etkisi ile kalsiyumun bagirsaklardan
emilimini kolaylastirir. Hormonun az ya da c¢ok salgilanmasi cesitli saglik
sorunlarina neden olabilir. PTH nin az salgilanmasiyla goriilen en 6nemli endokrin
rahatsizlik hipoparatiroidizm olarak adlandirilir. Calismamizda hipoparatiroidizme
alternatif tedavi yontemi olmas1 planlanan sentetik PTH tiretimi hedeflenmistir. Bu
calismada, hiperplazi dokudan alinan 6rnekten mesajci ribo niikleik asit (MRNA)
izolasyonu ve daha sonrasinda komplementer deoksiribo niikleik asit (cDNA)
eldesinin spesifik primerler ile DNA fragmentleri olusturan, DNA polimeraz enzimi
kullanilarak — gergeklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) c¢alismalari
sonucunda PTH geni elde edilmistir. Rekombinant PTH (rPTH) N-Terminal (1-84)
kodlayan gen, PEGFP-N1(6karyotik plazmid vektor) klonlama vektoriine sekresyon
sinyalinin ardina Yyerlestirilip, molekiiler klonlama teknikleri kullanilarak
klonlanmustir. Konak organizma olarak One Shot® Mach1™ T1R Escherichia coli
kompetent susu kullanilmigtir. Vektor igerisine aktarilan rPTH geni, hiicre

kiiltiirinde HelLa (Henrietta Lacks, serviks kanseri) ve AGS (ATCC®CRL-1739™,

Xiv
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Gastrik Adenokarsinoma) hiicre hatlarina transfeksiyon ajani ile 24 sa., 37 santigrat
("C) ve %5 CO; igeren etiivde inkiibasyona birakilmistir. 24 sa.lik kiiltiir sivisindan
aktivasyon Ol¢iimii ile PTH seviyesi Olc¢llmiis ve ekspresyon diizeyi
sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) analizi ile
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonug ile medikal alanda ¢alismalari
siirdiiriilen sentetik PTH’nin elde edilmesi ile gelistirilen N- terminal (1-84)
formiilasyonu hipoparatiroidi tedavisi i¢in umut verici olabilmesi ve rekombinant

ilag tiretimi alaninda bilimsel ¢alismalara katki saglamasi1 amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Hipoparatiroidi, Klonlama, Parathormon, Rekombinant,

Rekombinant hormon.
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PRODUCTION OF SENTHETIC PARATHORMONE BY
RECOMBINANT METHODS

SUMMARY

Proteins have a great importance within the field of biotechnologically derived
products. Synthetically produced proteins using recombinant methods are produced
for therapeutic, industrial and scientific research purposes. The aim of our work is to
produce parathormone, which we aim to use therapeutically using recombinant

technology.

Parathormone (PTH) is secreted by the parathyroid glands as a single chain of 84
amino acids (aa) in the polypeptide structure. The primary responsibility of PTH is to
regulate plasma calcium (Ca™) levels by Ca*? absorption from the bones. It has an
important role in providing homeostasis in Ca*>-PO, > metabolism by providing
kidney and intestinal Ca*? absorption as well as phosphate (PO, ) excretion.
Parathyroid hormone (PTH) promotes absorption of calcium from the bone in 2
ways. The rapid phase brings about a rise in serum calcium within minutes and
appears to occur at the level of the osteoblasts and osteocytes and when PTH binds to
receptors on these cells, the osteocytic membrane pumps calcium ions from the bone
fluid into the extracellular fluid. The effect of vitamin D on the production of the
active form facilitates absorption of calcium from the intestines. More or less
secretion of the hormone can cause a variety of health problems. The most important
endocrine discomfort associated with low secretion of PTH s called
hypoparathyroidism. In our study, planned synthetic PTH production was targeted as
an alternative treatment method of hypoparathyroidism.

In this study, the PTH gene was obtained as a result of isolation of messenger
ribonucleic acid (MRNA) from the sample taken from the hyperplasia tissue and
subsequent polymerase chain reaction (PCR) experiments using DNA polymerase
enzyme, which generates DNA fragments with specific primers of complementary
deoxyribose nucleic acid (¢cDNA). The gene encoding the recombinant PTH (rPTH)
N-Terminal (1-84) was placed behind the secretion signal in the cloning vector of
PEGFP-N1 (eukaryotic plasmid vector) and cloned using molecular cloning
techniques. As a host organism One Shot® Mach1™ T1R Escherichia coli competent
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strain was used. The rPTH gene introduced into the vector is introduced into the cell
culture with HelLa (Henrietta Lacks, cervical cancer) and transfection agent on AGS
(ATCC® CRL-1739 ™, Gastric Adenocarcinoma) cell lines for 24 h, 37 celsius (°C)
left to incubate. After 24 hours, intact parathormone level in the culture fluid was
measured with activation measurement and expression level was evaluated with
sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) analysis.
The results acquired in this study and ongoing synthetic parathormone development
studies in the medical scope for N-Terminal (1-84) PTH formulation, it was aimed to
promise for hypothyroidism treatment and to contribute to scientific researches in the

recombinant medicine production.

Key words: Hypoparathyroidism, Cloning, Parathormone, Recombinant,
Recombinant Hormone
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1. GIRIS VE AMAC

Organizmanin gerekli fonksiyonel dengesini saglamak ve muhafaza etmek icin
viicuttaki ¢esitli fonksiyonlarin diizenlenebilmesi belirli bir endokrin sistemin
dengesi ile gerceklesebilmektedir. Bu sistemin diizenleyicileri ise hormonlardir.
Hormonlar, viicuttaki organlarin ya da dokularin faaliyetlerini diizenlerler. Endokrin
organlardan paratiroid bezi list ve alt olmak iizere 2 ¢ift bezden olusur. Bezin
yerlesimi embriyolojik olarak gelisimi ile yakindan iligkili olup tiroid bezinin arka
tarafinda, onun kapsiilii i¢inde yerlesmistir. Parankimasinda bulunan esas hiicreler
paratiroid bezinin hormonu PTH salgilarlar. Normal bir paratiroid bezi 5x3x1
milimetre (mm) boyutunda ve yaklagik 40 miligram (mg) agirligindadir. Bu kadar
kiiciikk olmalarina ragmen salgiladiklar1 PTH ile kan Ca*? diizeyinin normal sinirlar
icinde tutulmasini saglamaktadirlar.

Parathormon paratiroid bezinden sentezlenen 84 aa’lik bir polipeptidtir. Kana sekrete
edildikten sonra baslica karaciger ve bobreklerde 34-37 aa’lik bolgeden yikima ugrar
ve hormonun asil biyolojik aktivitesini saglayan N-terminal fragmanlarina ayrilir.
Paratiroid hormonun viicutta etki ettigi dokular arasmda en Onemlisi Ca*?
reglilasyonunun saglandigi kemik dokusudur. Parathormon kemik iizerinde anabolik
(yapict) ve katabolik (yikict) etki tizerinden dengeyi saglar. Anabolik etkiyi kemik
minerilizasyonunu osteoblast ve osteositler iizerinden artirarak gergeklestirir.
Kemikte, 1,25-hidroksi kolekalsiferol (1,25(OH),;D3) ve kalsitonin varliginda hem
osteoblastik hem de daha belirgin olarak osteoklastik aktiviteyi stimule ederek
kemikten kana Ca*? gegisini artirarak, diger bir etki mekanizmasi olan katabolik etki
gosterir. Diger bir hedef organ ise bobreklerdir. PTH bobrekteki parathormon
reseptorleri (PTHR1) iizerine etki ederek bobrekten siiziilen sividan hiicre dis1 alana
Ca*? geri emilimini, bobrekten siiziilen siviya fosforun (P) atilimimi arttirir.
Kalsiyumun renal tubiiler sividan geri emilimini artirir ve ayni zamanda inorganik
PO,3, sodyum (Na) ve potasyumun (K*) geri emilimini azaltir. Ayrica PTH
bobrekte D vitamini metabolizmasinda 6nemli rolii olan 1a-hidroksilaz (VD3-1a)
aktivitesini uyarir. Bu enzim D vitamininin 25 hiroksi kolekalsiferol (25(OH)D)

formunu aktif formu olan kalsitriole doniistiiriilmesini arttirir. Bir diger etkisi ise D



vitamini sentezini stimiile ederek indirek yoldan bagirsaktan Ca*? ve PO, emilimini
artirmaktir.

Eriskinlerde insan viicudunda yaklasik 1000 gram (g) Ca™® bulunmaktadir. Viicutta
bulanan kalsiyumun %99’u kemiklerde depolanmis sekilde bulunurken, %1’inden
az1 kemik disinda bulunmaktadir. Kemik digt Ca*? hiicre ici ve hiicre dig1 alanda
%45°1 serbest iyonize halde bulunur. Fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getiren, aktif
olan serbest (iyonize) formdur. Kan kalsiyumu PTH ve D vitamininin kemik, bobrek
ve ince bagirsaklar tizerine etkisiyle, normal smirlar i¢inde tutulur. Parathormon esas
olarak negatif feedback Ca** mekanizmasiyla kontrol edilmekte, Kan serbest Ca*?
diizeyi diistiigiinde paratiroid hiicrelerindeki Ca*? duyarli reseptorlerin (CaR)
aktivitesi azalir ve paratiroid bezlerinden PTH salgisi artar. Kan serbest Ca*? diizeyi
arttiginda ise CaR aktivitesi artar ve paratiroid bezlerinden PTH salgisi azalir.
Parathormon seviyesinin diismesi viicutta diisiik Ca*? seviyelerine ve yiiksek P
seviyelerine neden olur. Bu durum erken yakalandiginda herhangi bir ciddi probleme
neden olmayabilir ama yasam boyu izleme ve tedavi gerektirir. Eksikligin sebep
oldugu hipoparatiroidizm rahatsizhg giinliik alman Ca*? ve D vitamini suplementi
ile tedavi edilmektedir. Bu durum viicutta Ca*® ve minerallerin uygun seviyelerini
tekrar olusturmaya yardimci olmak tizere tasarlanmistir. Fakat bu hastaliga ¢6ziim
degil sadece yetersiz Ca*™ degerini ve D vitamini énciiliigiindeki absorbsiyonunun
Oniine gecip yan etkilerini azaltmaktir.

Rekombinant DNA teknolojisi, genetik rekombinasyon olaylarinin yapay olarak
gerceklestirmesi esasina dayanan ve ilerlemekte olan, endiistiriyel seviyede protein
tiretiminin gergeklestigi en 6nemli biyoteknolojik uygulamadir. Bu uygulamalar
kullanilarak yapilan ¢aligmalarla PTH’nin iretilebilecegi gosterilmis olup,
hipoparatiroidizm ve osteoporoza alternatif bir tedavi yontemi olmasi amaciyla, C
terminal (1-34) PTH ve N terminal (1-84) PTH olarak formiiliize edilmis ve ticari
olarak klinik kullanim1 ger¢eklesmektedir.

Rekombinant yoOntemlerle ekspresyon vektorii igerisine yerlestirilen ve hiicre
kiiltiriinde tiretilerek deneysel ¢alismalarda gelistirmeyi planladigimiz N terminal (1-
84) PTH formiilasyonu, hipoparatiroidizm tedavisi iginde umut verici olmasi

planlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Paratiroid Bezi

Paratiroid bezinin ve biyolojik roliiniin farkedilmesi, tiroidin tanimlanmasindan
sonra gergeklesmistir. Tiroidin varliginin tanimlanmasindan sonra paratiroidin
isminin verilmesi tiroid bezine dayanilarak yapilmistir. Paratiroid bezi ilk olarak 19.
Yizyilin sonlarina dogru 1850 yilinda Profesor Sir Richard Owen’mn bir hint
gergedanini otopsisi sirasinda kesfedilmis ve gozlemleri ile “ tiroide bagli sar1 renkte
ufak siki glandiiler yapida ki kitle” olarak tanimlanmis ve 1855 yilinda Robert
Remak tarafindan yaymnlanmistir [1-3]. Isve¢ Uppsala Universitesinde tip egitimi
alan anatomi uzmani Ivar Sandstrom, 1880 yilinda insanda ve hayvandaki
varolusunu anatomik ve histolojik yapisini ortaya g¢ikarmis ve paratiroid bezinin
pozisyonundan yola ¢ikarak “Paratiroid” adi vererek bu kesfi ile isve¢ tip

kaynaklarinda yaymlamistir [4-6].

Bezlerin fizyolojisi ile ilgili kapsamli bilgiler ise daha ileriki zamanlarda bilim ve
teknoloji alanindaki ilerlemelere paralel olarak ortaya ¢ikmistir. John Hopkins
hastanesinde gorev alan William Stewart Halsted ve Evans paratiroidlerin cerrahi
anatomisini, paratiroidektomi ameliyatlar1 sonrasi goriilen tetani komplikasyonlarini
ve bu bulgulara dayanarak paratiroid bezlerinin viicuttaki Ca*? metabolizmasinin
diizenlenmesinde rolii olabilecegi fikrini 1906 yilinda ortaya atmistir [7]. Mac
Callum ve Vogel paratiroid bezlerinin kan Ca™ kontrolii islevinin giiclii
savunucularidandi. Diger bulgular arasinda, Ca*? infiizyonu ve biiyiik dozlarda agiz
yoluyla alinan kalsiyum laktat (E327) tetaniyi onlemektedir. Bu bulgular paratiroid
bezlerinin amacinin kani Ca'™ seviyesini kontrol etmek oldugu sonucuna vardirdu.
Yayinlanan makalesinde paratiroid infarktinin tiroid ameliyatlarinda hipokalsemik

etki i¢in muhtemel riskini ilk olarak agiklamislardir [8, 9].

[k paratiroidektomi, 1925 yilinda Viyana Tip Fakiiltesinde siddetli kemik hastaligi
olan bir kiside Felix Mendel tarafindan yapilmis ve vakanin boyun bolgesinde
yerlesik olan paratiroid timori eksize edilmistir [4, 10]. Paratiroid bezlerinden
sentezlenen PTH ise ilk olarak Kanada’da bulunan Alberta Universitesinde James
Collip tarafindan 1924 yilinda izole edilmistir [8, 11, 12].

3



Daha sonraki yillarda tespit edilen olgularda serum Ca*? seviyesini artirdigi, PO4>
seviyesini azalttig1 ve idrarla birlikte Ca*? atihimim hizlandirdiginin bulunmast ile

PTH tedavi amagli kullanilmaya baglanmistir [1, 13].

2.2. Paratiroid Bezi Fizyolojisi

Paratiroid bezlerinin temel fizyolojik gorevi PTH salgilamasi ve hipokalsemi
olusumunu engellemektir. Paratiroid bezlerinin ortalama biiyiikliikleri 5x3x1 mm,
sekil ve renk agisindan kirmizimsi kahverenginden, sarimsi kahverengiye kadar
farkli renklerde olabilirler. Bu degisiklik icerdigi yag dokusunun yapisina, esas
hiicrelerin sayisina ve kanlanmasma bagl olarak degisir [14]. Bezin her bir
agirliklar1 10 mg ile 80 mg arasinda degismekte olup, ortalama olarak 35-40 mg’dir
ve ¢cogunlukla 2 ¢ift paratiroid bezi vardir (Sekil 1) [15, 16].

Tiroid
Bezi

Paratiroid
Bezi

Arkadan
Gériiniim

Sekil 1: Paratiroid bezlerinin anatomik yerlesimi [17].

Paratiroidler yumusak yapida olmasi dolayisiyla sert yapidaki tiroid nodiiliinden
ayrilmasina yardimci olur. Makroskopik olarak kiiresel ve yassi olmakla birlikte,
tiroidin arkasinda subkapsiiler pozisyonda oval, yuvarlak veya damla seklinde olur.
Paratiroidler kan damarlart bakimmdan zengin bir dokudur. Kan damarlarinin beze
giris ve cikist fibroz yapiya sahip tiimsek yapidadirlar. Bir veya iki besleyici kan
damar1 bezin hemen altinda ¢iplak gozle goriilebilir ve lenf bezinden ayrilmasina

yardimci olur.



Paratiroid bezinin parankimal hiicreleri esas hiicreler (chief cell), paratiroid bezinin
PTH salgilayan sekratuar hiicreleridir. Sitoplazmalarinda glikojen ve salgt graniilleri
bulunur.

Histolojik bulgulara gore bezin esas hiicreler olarak adlandirilan sadece bir temel
hiicre tipinden olustugunu, tanimlanmis diger hiicrelerin ise bu hiicrenin morfolojik

cesitleri oldugunu gostermektedir [6, 18-20].

2.3.PTH

Amerikali cerrah Adolph Melanchton Hanson, paratiroid bezinin aktif maddesini
hidroklorik asit kullanarak, deneysel tetaniyi kopekler iizerinde tedavi etmeye
calismistir. Paratiroidektomi sonrasi Ca*? seviyelerini yiikselten ve belli bir siire
boyunca verildiginde osteoporoza sebep olan maddeyi sigir paratiroid bezlerinden
ekstrak etmeye ¢alisarak gozlemlerini 1923 ve 1924 yillarinda yaymlamistir [21, 22].
Ayni1 zamanda, calisma arkadaslar1 ile birlikte insiilini kesfeden nobel odiilli
Edmonton Universitesi biyokimya profesdrii Bertram Collip, tetaniye sebep olan
paratiroid bezinin ekstraktinin hormon irettigini 6ne stirmiistiir. Paratiroid bezini
ekstraktini sicak hidroklorik asit ile paratiroidektomi olan kopeklere enjekte ederek
deneklerin daha uzun siire yasam siirdiirmelerini ve elde ettigi ekstraktin yeni bir
tedavi yontemine hizmet etmesini saglamigtir. Calismalarini1 daha ileriye tasiyarak,
tetaniden muzdarip hastalara klinik olarak hazirladigi hormon ile tedavi etmistir.
PTH’nin ilk olarak izole edildigi ve tedavi amagl kullanildig1i c¢aligmalarini

yayinlamistir [11, 12, 23].

2.4. PTH Fizyolojisi

Parathormon paratiroid bezlerinden salgilanan, 11. kromozomda tek gen tarafindan
kodlanan, tek zincirli, 84 aa igeren ve 9500 dalton molekiiler agirliga sahip olan
viicudun Ca*? ve P dengesinden sorumlu hormondur [24, 25]. Esas hiicrelerde PTH
tiretiminin ilk basamagi, ribozomlardan 115 aa’li polipeptid preproPTH sentezidir.
PreproPTH endoplazmik retikuluma girince N-terminal’den 25 aa ayrilir ve 90 aa’li

proPTH’ye doniisiir.



Olusan proPTH golgi cisimcigine girdiginde 6 aa daha ayrilir ve 84 aa’li PTH olusur.
Calismalarda PTH’nin biyolojik aktivitesinden N-terminaldeki 1-34 aa sorumlu
oldugu gosterilmektedir (Sekil 1.2) [23, 24, 25].

biyolojik aktif dizi —

N-terminal dizisi
C-terminal dizisi

-
4

Sekil 2: Parathormon dizisi [26].

Sentezlenen PTH, ya dogrudan kana salgilanir ya da sekretuar graniillerde
depolanarak ekzositoz ile hiicreden atilir (Sekil 3). Hormonun fizyolojik etkisi
bobrek ve kemiklerde PTHR1 aktivasyon araciligi ile direk ve bagirsaklarda dolayli
olarak etki eder [27, 28]. Ekstraselliilar sivida Ca* iyonunun diismesine karsilik,
paratiroid bezlerinde CaSR uyariminin diismesi, PTH sekresyonunun artigina sebep
olur. Ayrica, Ca*? kendiside agonist olarak CaSR etki ederek aktivasyonunu saglar
[29, 30]. Parathormon kemiklerde ve bobrekte PTHR1’e baglanir. Parathormon tip 1
reseptorlii G-protein ailesinden olup, PTH uyarisiyla hiicre i¢inde protein kinaz A ve
C’yi uyararak sinyal yolagini baslatir [31]. Reseptor interaksiyonu i¢in PTH N-

terminal sekansindaki aa’lerin olmasi sinyal yolagini baglatmak igin gereklidir [32].



gmgaee- | PTH 1-84

~ _ mRNA

Golgi aygitt

PreProPTH
(115 AA) —— ’
Endoplazmik
retikulum 115 —= 90
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Sekresyon

Sekil 3: Parathormon salinimi [6].

Kalsiyum geri emilimi ve idrardan Ca™® atiliminin azaltilmasi ise bdbrekler tarafindan
gerceklesir. Kemiklerde osteoklastlarin rezorpsiyon uyarimi ile kemik yapimi ve bobrekte
kalsifediolun Kalsitriole doniisiimiinii uyararak bagirsaklardan Ca*? absorpsiyonunu
artirmaktadir [33,34].

Intakt PTH (iPTH)’nin serumdaki normal diizeyi 10-55 pg (pikogram)/ ml
(mililitre)’dir. Yar1 omrii yaklasik 10 dakika (dk.) dir. Salgilanan polipeptid karaciger
kuppfer hiirelerinde pargalanarak biyolojik olarak inaktif olan orta ve C-terminal
fragmanlar1 olusur. Bu fragmanlar da gerektiginde bobrekler tarafindan temizlenir

[25, 35].

PTH stimulasyonuna aralikli olarak maruz kalan bazi genler; IGF-1, amfiregulin,
Runx2, TGF-beta, niikleer faktor NF-kB ligant (RANK-L) ve M-CSF’ dir. Fakat
PTH aralikli maruz kalma ile kronik maruziyetin kemik olusumunda ve erimesini
uyaran paradoksal mekanizmasini aydinlatmak ig¢in yapilan c¢alismalar devam
etmektedir [36, 37].



2.5. PTH Salinimu ve Kontroli

Parathormonunun sentezini regule eden diizenleyici tropik bir hormon yoktur.
Parathormon salmmm esas belirleyen etmen serum igerisindeki Ca™
konsantrasyonu tarafindan regule edilirken, bununla birlikte Mg ve vitamin D
diizeyleri de PTH sentezi lizerinde etkilidir. Ekstraselliilar sivida Ca* ve PTH
arasinda negatif feed-back iliskisi vardir ve serum Ca*? degeri fizyolojik sirlarin
altina indiginde homeostazik dengeyi saglamak i¢in PTH salinimi artar (Sekil 4).
Normal diizeyde plazma Ca*? seviyesi 8,5-10,5 mg/dl (desilitre) olup, yar1 yartya
iyonize ve proteine bagli sekilde dolasir. % 45’1 serbest iyonize formda, %45
albiimin proteinine ve %10’da organik anyonlara baglidir. Alblimin ve viicut
stvisinin pH’si, plazma igerisinde Ca™® dagilimimi ayarlayan en énemli iki faktordiir
[38]. Kalsiyum metabolizmasinin ana bileseni hiicrelerdeki Ca*? reseptorleridir.
Parathormon hedef hiicre membran: iizerindeki ¢ok 6zel reseptorlere baglanir; bu
reseptorler renal hiicreler, kemik hiicreleri, kondrositler, adipositler, vaskiiler diiz

kaslar, fibroblastar ve plasental trofoblastlarda bulunur. [6, 25, 35, 39].

Deri

Kolekalsiferol (vitamin Ds3)
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e e — — ——— — — — — o
! inhibisvon
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1
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i
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Sekil 4: PTH ve Ca*? kontrolii [26].
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Hedef organlardaki reseptorlerine baglanan PTH, intraselliller mediyator olarak
siklik adenozin monofosfati (cAMP) kullamir ve serum Ca*? konsantrasyonunu
arttirmaya calisir. Ca*? kontroliinii yoneten hiicrelerde; paratiroid, kemik hiicreleri ve
kalsitonin salgilanan hiicrelerde iyonize Ca' reseptorii bulunur. Hiicreler Ca*?
seviyesinindeki en kiigiik degisimleri bile algilayarak hiicrede fonksiyonel
degisimlerin ortaya ¢ikmasim saglarlar. Serum Ca*? yogunlugunda 0,1 mg/dI’lik
azalma miktar1 PTH salimmmimi 2 kat artirabilir ve yanit olarak birkag saniye
igerisinde depo graniiller i¢indeki preform PTH salinir. On bes dKk. igerisinde de PTH
sentez hizinda artis olur. Paratiroid hiicrelerinin kalsiyuma verdigi cevap, hiicre
zarinda yer alan ve G proteinleri ile baglantili CaSR aracilig1 ile saglanir. PTH’nin
N-terminal tizerindeki 1, 3 ve 17. serin aa’nin fosforilasyonu ile reseptor aktivasyonu
gerceklesir [40]. Aymi zamanda yiiksek Ca™® PTH’nin sentezini diizenlemesi
haricinde, hiicre igerisinde yikilmasini da yonlendirir [41]. 1,25(0OH),D3 paratiroid
bezleri istiine direk etkisi preproPTH mMRNA sentezini yavaslataraktan PTH

sentezini azaltir.

Hipokalsemi dahil, biitin uyaranlarin PTH salgilanmasini uyarmasi, paratiroid
hiicrelerinde adenilat siklaz aktivitesinin uyarimi ve hiicre iginde cAMP artisi ile
depo sekresyondan sorumlu graniillerin artmasi sonucu olur. cAMP’yi inhibe eden
fosfodiesteraz enziminin (FDE) inhibe edilmesi de ekzositozu arttirir. Adenil siklazi
Ca'? inhibe eder. Paratiroid hiicrelerinde cAMP diizeyini azaltan diger ajanlar ise
alfa adrenerjik katekolaminler, prostaglandin F2 alfa gibi metabolitlerdir [40, 42, 43].
Serum magnezyum (Mg*?) diizeyi PTH salimminin regiilasyonunda Ca*? etkisine
benzer fizyolojik rol oynar. Mg*?, PTH sentezi i¢in gereklidir, yalmz Mg**diisiik
potansiyelde Ca*? reseptor agonisti olmasi ve Mg*? plazma degerinin kalsiyumdan
diisiik olmasi nedeniyle fizyolojik degisimlere ve PTH salinimina etkisi daha azdir.
Ekstraselliiler magnezyumun artist PTH sekresyonunu inhibe ederken, paratiroid
hiicrelerinin agonist ile stimule olmasi cAMP akumiilasyonunu inhibe eder [44-47].

Parathormon salmimina etki eden bir diger element ise potasyum (K)’dur.
Potasyumun yiiksek konsantrasyonu histamin reseptorleri (H2) araciligiyla PTH
salimmmint uyarir. Lityum igeren ilaglarin alinmast da PTH sentezini arttirir.
Kemoterapi bazli ilaglar mikrotiibiiler yapiyr bozarak PTH salgisini inhibe eder.
Biiytime hormonu, kortizon ve kalsitonin gibi ¢esitli hormonlar PTH salgilanmasin

indirekt olarak stimiile eder.



2.6. PTH Hedef Organ Etkileri

Parathormonun major etki ettigi {i¢ hedef orgami vardir; kemik, boébrekler ve
bagirsaklardir. Hedef organlarin her biri iizerine sonug etkisi hiicre dis1 sivida Ca*
konsantrasyonunu arttirmaktir. PTH’nin varliginda kemik dokusu tstiindeki etkisi
serum kalsiyumu dengede tutmak ve bu dengeyi ekstraselliiler stvida Ca*? arttirict
etkisini; iskelette osteoblast ve osteoklast aktivitesi ile kemikten kalsiyumun
mobilize olarak plazmaya ge¢mesi, kalsiyumun bobreklerde ki renal tiibiiler sividan
reabsorbsiyonunu arttirmasinin yaninda inorganik fosfatin renal tiibiiler sividan
reabsorbsiyonunu inhibe etmesi, VD3-1a-hidroksilaz aktivasyonunu ile 1,25(0H),D;
sentezinin artisi ile Ca*? emilimini bagirsaklardan artirmasi sonucunda gergeklestirir
(Sekil 5).

Bobrekler ekstraselliiler Ca™® homeostazisi i¢in kritik 6neme sahiptir. Normal serum
Ca'*? seviyesinin altina inildiginde, neredeyse tiim Ca*? tiibiiler sistemdeki glomeriiler
filtrasyondan emilerek kana geri yollanir. Ca*? miktar arttiginda ise idrar ile disari

atilir [6].
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Sekil 5: Parathormonun hedef organ etkileri [6].
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2.6.1. PTH ve kemik dokusu etkisi

Toplam kemik kalsiyumun yaklasik% 1, iki yonlii akis yoluyla PTH ve kalsitiroliin
etkisi altinda her ay degisir. Parathormon diizeyi, kemik dokusunda iki evreli hem
anabolik hem de katabolik etki gosterir. Diisiik konsantrasyonlar da PTH anabolik
etki ile kemiklerde lizozomal enzimler gibi enzimlerin sentezinin arttirarak organik
matriksin olusmasini, minerallerin depolanmasini, osteoblastlarin sayisini ve kollajen
sentezine etki ederek reabsorbsiyonu ve mineralizasyonu artirir (Sekil 6).
Parathormon, dogrudan iliskili primer kemik hiicreleri osteoblastlardaki osteoblastik
enzim aktivitesini kemik yapiminda paralel olarak plazmada alkalen fosfataz
seviyesini arttirir ve fizyolojik sinirlar igerisinde saglikli kisilerde hem kemik
formasyonunu hem rezorbsiyonunu stimiile ederek kemik homeostazisi saglanir [48-
50].

Parathormon sekresyonunun artmasi durumunda kemik dokusunda katabolik,
rezorptif aktivite hakim olur. Katabolik etki oncelikle ilk birkag sa. igerisinde
kalsiyumfosfat tuzlarmin yikimi ile gergeklesen erken fazdir ve en 6nemli etkileri
osteositlerin aktivasyonu sonucunda Ca*? rezorbsiyonun kemiklerden salmm ile
ekstraselliiler sivida dengelenmesini saglar. Geg¢ fazda ise PTH’nin saliniminin
artmasi ile 24 sa.lik siiregte gergeklesen fazdir. Kemiklerde osteoklast hiicrelerinin
proliferasyon ve aktivitesi sonucunda kemikte osteoklastik rezorbsiyon gergeklesir

ve kemik matriksin yikimini gosteren, hidroksiprolin ve diger kollajen iiriinlerinin

\o
4

idrarla atilimini artirir [51].

PTH
%
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Sekil 6: PTH’nin kemik tizerindeki anabolik etkisinin mekanizmasi; PTH osteoblast aktivitesini
artirir; A. osteoblast gelisimini artirir, B. Osteoblast apoptozunu inhibe eder, C. Hiicreleri
matriks sentezinin siirdiiriilmesi igin aktive eder [52].
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Parathormonun kemik dokuda ge¢ fazda gergeklesen etkisi osteoklastik ve
osteoblastik aktiviteyi arttirmasi ile kemik depozisyonundan daha ¢ok kemik
rezorbsiyonuna sebep olmasidir. Diger taraftan, D vitamini yoklugunda PTH’nin
kemik doku kaybi tizerindeki etkisi 6nemli oranda azalir ve muhtemelen Kkalsitriolun
hiicre membraninda Ca*? transportunun artirma iizerine olan etkisi sonucunda

gergeklesir [52].

2.6.2. PTH ve bobrek iizerine etkisi

Bobreklerde PTH’nin temel fizyolojik etkisi, glomeriilden filtre olan Ca*
reabsorbsiyonunu artirma ve PO4~ atihmimi saglamaktir. Ca*? reabsorbsiyonun
biiyiik bir kismi proksimal tiibiillerin henle kulpunda trans epitelyal voltaj gradientini
artirarak, Ca™® pasif transfiizyon yoluyla graniillerdeki distal tiibiildeki Ca*
kanallarinin hiicre yilizeyine ulagmasini saglamaktir [48, 53]. Parathormon, proksimal
ve distal tiibiiler reabsorbsiyonu arttirarak Na'/Ca*? bagimli PO, transportunu
inhibe eder ve iirik asit ile daha fazla PO, atilimini saglar ve ayni zamanda Ca*?
klirensini azaltir. Bbrekler plazmadaki Ca*? degisikliklerine hizli bir sekilde cevap

olusturur ve plazma Ca*? degerinin kisa siirede dengelenmesini saglar.

Parathormon hiicre digindaki fosfatin konsantrasyonunu iki mekanizma ile ayarlar;
bébrekler iizerinde fosfatiirik etki ile plazmadaki PO, ° miktarinin azalmasi ve
kemigin rezorpsiyonunu ortaya gikaran fosforun plazmadaki PO, diizeyini
yiikseltmesidir. Glomertil filtrasyondan gecen inorganik fosforun biiyiik bdliimiiniin
reabsorsiyonu proksimal tiibiilde aktif transport olur ve PTH bu iletiyi inhibe eder.
Fosfatiiri, PTH salinimindan on-on bes dakika igerisinde goriilen en erken etkisidir.

Parathormon, PO, absorbsiyonuna paralel olaraktan Mg ve hidrojen (H")
reabsorbsiyonunu proksimal tiibiillerden arttirarak, Na'/K* ve bikarbonat (HCO3")

reabsorbsiyonunu da inhibe eder [54].

2.6.3. PTH ve bagirsak iizerine etkisi

Parathormonun bagirsaklardan dogrudan Ca™® emilimi iizerine herhangi bir etkisi

yoktur. Parathormonun bagirsaklar iizerine etkisi dolayli olarak D vitamini metaboliti
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olan 1,25(0H);D; sentezini regiile ederek bagirsaklardan Ca*? ve PO,
absorpsiyonunu saglamaktir [54]. Giinlik alinan Ca™ miktarmm %80 kadart iist
gastrointestinal sistemden absorbe olur. PTH inhibe oldugunda 25(OH)D vitamini,
24,25(0OH), dihidroksi kolekalsiferol’e doniistir.

Kolekalsiferol bagirsak mukozasinda bulunan hiicrelere girerek ve sitozol da
reseptorlere baglanarak Ca™ baglayan protein olusumuna etki eder. Bu olayda
kalsiyumun mukozadaki hiicrelere gegisini ve plazmaya tasinmasini kolaylastirir
[56].

Parathormon, 1,25(0H,)Ds5 salmimuni arttirmakla bagirsaktan PO,-® absorbsiyonunu
arttirir. Parathormonun bagirsakta Ca*? absorbsiyonunun artirmasmin hiperkalsemik
etkiye sebep olabilmesi icin aktif vitamin D metabolitlerinin sentezinin artmasi
gerekir. Fakat bu metabolitlerin sentezi yavastir ve PTH sentezinden sonra, 24 sa.ten
daha uzun bir siire gereklidir [48, 57].

2.7. PTH Metabolizmasi

PTH metabolizmas1 karacigerde kuppfer hiicrelerinde gergeklesir. Bu mekanizma
dolagimda farkli N-terminalinden kesik PTH fragmanlarini dolasima salar. Bu kiigiik
pargalar C-terminal par¢a olarak adlandirilirlar, ¢linkii peptidin karboksil kismina
sahiptirler. Bu pargalar; bobrekler tarafindan dolagimdan temizlenir, yalnizca kronik
bobrek yetersizligi (CRF) olan hastalar da kanda akiimiilasyonu gergeklesir,
Parathormondan (1-84) daha uzun yar1 6mre sahiptir, sadece PTH’nin degredasyon
tirtinii degil, hatta paratiroid bezinden de sentezlenirler ve normal bir bireyde toplam
PTH’nin %15-30’unu olustururlar [23].

2.8. Parathormonun Diger Etkileri

Parathormon artis1 veya azligr durumunda kaslarin, santral sinir sisteminin, periferal
sinirlerin  ve diger endokrin bezlerin  fonksiyonunda, plazmadaki Ca*
yogunlugundaki degisikliklerde sapmalar goriilir. Bobrek ve Karacigerde
glikoneojenezi arttirabilir. Meme bezlerinde Ca™ konsantrasyonunu ve izole yag

hiicrelerinde lipolizisi arttirir [6, 54].
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2.9. PTH Iyonik Metabolizmasi
2.9.1. PTH ve Ca metabolizmasi

Kalsiyum insanlarin tiim viicut sivilarinda yer alan, sekresyon, farklilasim ve motilite
gibi birgok fizyolojik siirecte rol oynayan, ayrica kofaktdr ve intraselliiler ikincil
haberci molekiil olarakta gorev alan bir mineraldir [58]. Eriskin bir insanda yaklasik
olarak 1000 g Ca*? bulunmaktadir.

Kalsiyum miktarinin %99’u kemiklerde, %1 ise intraselliiler ve ekstraselliiler sivida
bulunmaktadir. Beslenme ile alinan kalsiyumun %35°’i D vitamini sentezinin
etkisiyle bagirsaklar tarafindan emilir. Plazmada Ca*® ayarlanmasi, kalsiyumun
kendisi ve bazi hormonlar tarafindan yonetilmektedir. Hormonlardan en 6nemlisi
kalsitrioldiir (Sekil 7).Uzun vadede, PTH osteoblastlara direk etki ve osteoklastlara
ise indirek etki ederek Ca'? metabolizmasindaki degisiklileri indiikler. PTH
tiretiminin devamlilig1 pre-osteoklastlar1 aktif osteoklasta transforme ederek kemik

yapimini uyarit.

Plazma Ca ** |
25-(OH)D, ’
l {+) +—— | Paratiroid hormon 1

Kemikten
5. — -
1,25-(OH),D; 1 @ Ca®'™ PO,” mobilizasyonu |
_l Bobrelkten
Ince barsaktan —*| Ca ™ gen enulimi 1
(Ta e Pﬂf' emilimi | PO43' geri emilimi |
N -
—
Plazma Ca **
PO, |

Sekil 7: Ca*? regulasyonu [6].
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PTH, interlokin-1 ve 1,25 (OH),Ds ile birlikte RANK-L reseptor aktivasyonu ile
osteoblastik iiretimi uyarir. Pre-osteoklastlarin yiizeyi iizerindeki bu reseptorler,
RANK-L aktivasyonu ile aktif osteoklast doniisiimiinii indiikler. Diger bir taraftan,
PTH kemik yapimmmi uyarirken ayni zamanda osteoblast proliferasyonu ve
farklilasimina yardim eder ve apoptozunu geciktirir. Bu 6zellige dayanarak klinikte

osteoporoz tedavisi i¢in kullanilmaktadir [23, 54, 59].

2.9.2. PTH ve Mg metabolizmasi

Parathormon ve Mg+2 arasindaki iliski ile ilgili yapilan ¢alismalar ekstraselliiler MgJr2
seviyesindeki degisikliklerin, Ca*? degisikliklerine benzer etkiler olusturdugu tespit
edilmistir. Mg*? diisiik etkide bir Ca™ reseptoriiniin agonisti olmasi ve kan diizeyinin
kalsiyumdan diisiik olmasina baglh olarak, magnezyumdaki fizyolojik degisikliklerin
PTH salinmasina etkisi vardir. Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda normal
fonskiyonda diisiik Mg*? diizeyi PTH sentezini inhibe eder [45]. Kronik hipomagnezi
diistikliigli halinde paradoks bir hipoparatiroidi gelisir. Yapilan degerlendirmeler bu
durumun hiicre i¢i sivida Mg+2 eksikligi, sekretuar mekanizmalarla iliskili olarak,

PTH salinimini inhibe ettigi diistiniilmektedir [46, 60, 61].

2.9.3. PTH ve D vitamini

D vitamini, esas rolii Ca*? homeostasini ve PO4™ metabolizmasini diizenleyen,
bagirsaklardan absorbe olan ve yagda eriyen bir vitamindir. Daha iyi bir tanimla,
besinsel olmayan ultraviyole 1simn kaynagindan olusan ve bu olusumda giines
kaynagindan gelen UVB 1smina maruz kalinmasiyla konsantrasyonunu arttiran
vitaminsel mineraldir. Yiiksek rakimlarda UVB 1smina daha az maruz kalinmasi
viicutta diigiik D vitamini konsantrasyonuna sebep olmaktadir. Sentezlendigi yerden
karacigere giderek vitamin D3 ve daha sonra metabolizma edilerek 25(OH)D
formuna doniistir. PTH ve hipofosfatemi renal enzim olan VD3-1la-hidroksilazi
uyararak vitamin Dgsii kalsitriole doniistiiriir. 1,25(OH)D, D vitaminin en aktif formu
olup bagirsaklardan Ca*? absorpsiyonunu saglar.

D vitamini ile PTH iligkisi; serum PTH seviyesi ile serum 25(OH)D seviyesinde
negatif ilgilesim bulunmasi ve D vitamini suplementerinin PTH seviyesini

baskilamasidir. Bu fizyolojik rol, hipokalsemi tedavisinde Ca*? suplementerinin tek
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basina yeterli olmadigin1 gostermektedir. Diisik PTH seviyesinde 1,25(0OH),D3
sentezi bozulur ve aym zamanda Ca'™® absorpsiyonu 1,25(OH);D; eksikliginde
azalmaktadir [62-64].

2.10. Hipoparatiroidizm ve Etiyolojisi

Hipoparatiroidizm, vyetersiz PTH salmmunmn  neden oldugu diisik Ca*
konsantrasyonu sonucu olusan hipokalsemik bulguya sebep olan hastaliktir. Edinsel
hipoparatiroidizm en sik olarak boyun bolgesine uygulanan cerrahi operasyon
sirasinda paratiroid bezlerin tamaminin istenmeden ¢ikarilmasi veya hasarlanmasi
nedeni ile olusabilecegi gibi daha siklikla kan akiminin kesilmesi sonucunda ortaya
cikar. Amerika ve Avrupa da yapilan galismalarda 4.000’de 1 birey kismi veya
tamaminin alindigi tiroid ameliyatinda paratiroidin zarar gormesinden kaynakli
hipoparatiroidi gelismekle birlikte 2/3 birey tiroid operasyonu olmadan, otoimmiin
hastaliklar nedeniyle idiyopatik hipoparatiridi olmaktadir. Tiirkiye de ise yapilan
tiroid operasyonlarindan 100.000°de 18 olasilikla goriilmektedir. Bir diger sebep,
nadir goriilen genetik mutasyonlardan kaynakli CATCH-22 (DiGeorge sendromu),
otoimmiin diizenleyici (AIRE) gen ve CaSR mutasyonunun sebep oldugu otozomal

dominant hipokalsemi (ADH)’dir [64, 65].

Hipoparatiroidizmin klinik etkileri hipokalsemi, hiperfosfatemi ve tetani ile
aciklanmaktadir. Ortaya ¢ikan durum iskelet néromuskiilerde irritabiliteye neden
olur. Distal ekstremitelerde ve agiz c¢evresinde parestesi, kas kramplari,
laringospazm, Chvastek ve Trousseau belirtileri, tetani ve nobet goriiliir.
Konvansiyonel terapide aktif vitamin D ve Ca*® suplementi takviyesi, serum Ca*
seviyesini normal smirlara getirmekle beraber, Ca**-PO,® homeostazisini fizyolojik
seviyede normallestirememesi ve ek komplikasyon riskini artiran durumlarla karsi
karsiya getirmesi hastalarin yagam kalitesini diigmesine sebep olur. Bir¢ok ¢alismada
rPTH (1-84) ve N-terminal PTH fragmani terapi amacglh kullanilmaktadir. Her iki
takviyede serum Ca*? seviyesini normale getirirken, vitamin D ve Ca*? suplementi
ihtiyacim azaltmaktadir. Fakat hormon enjeksiyonu Ca*? seviyesini yiikseltirken, bu
seviyenin istenilen fizyolojik konsantrasyonda etki etmesini saglamak i¢in daha fazla

caligma gerekmektedir [8, 66, 67].
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2.10.1. Klinik bulgu; hipokalsemi

Hipoparatiroidizmin siklikla goriilen komplikasyonu hipokalsemidir. Serumdaki Ca*?
seviyesinin 8,5 mg/dl’nin ve iyonize Ca*? diizeyinin 1,12 mmol/I’nin altinda olmasi
ile ortaya ¢ikan klinik tablodur. Hipokalsemi tiroidektomi operasyonlarindan sonra
48 sa. icerisinde ortaya cikar. Toplam Ca*? degeri 4,5 mg’in, iyonize Ca*? degerinin
ise litrede 0,62 mmol’un altina diistiigiinde agir hipokalsemi seyriyle karsilagilir.

Tiroidektomi sonrasinda goriilen hipokalseminin olusum nedenleri; Paratiroid
bezinin cerrahi olarak eksizyonu, paratiroid bezinin devaskiilarizasyonu, artan
endotelin-1 salgisi, diseksiyon sonrasi gelisen vendz staz, 6dem ve Kapsiiler
hematomdur. Operasyondan sonraki bir yil igerisinde takviye terapiye ragmen

plazma Ca™ diizeyi hala normal degerin altindaysa kalict hipokalsemi goriiliir.

2.10.2. Hipokalseminin sistemler iizerine etkisi

Noromuskiiler Sistemdeki Sonuclar

e Parestezi; perioral bolgede ve parmaklarda parestezi, karincalanma
hipokalseminin ilk belirtisi

e Tetani, chovestek ve trousseau belirtileri, larenks spazmi, karpopedal spazm

e Pseudo Tiimor Cerebri, intrakranyal basing artis1 ve papil 6demi

o Fokal veya Generalize epileptik ataklar

e Ekstrapiramidal belirtiler

e Organik beyin sendromu, psikoz, anksiyete

Kardiyovaskiiler Sistemdeki Sonuclar;

e EKG’de QT uzamasi

o Konjestif kalp yetmezligi

¢ Digitalis toksikasyonu

e Ventrikiiler ileti bozukluklar

Dermatolojik sonuclar;

e Kuru cilt, atopik egzama

e Bolgesel alopesi

e Kirilgan tirnaklar
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Oftalmik sonug;
e Subkapsuler Katarakt [68].

2.10.3. Hipoparatiroidizm tedavisi

Hipoparatiroidizm fizyolojik etkisi olarak ortaya ¢ikan hipokalsemi ve néromuskiiler
duyarlilik icin geleneksel olarak uygulanan tedavi ydntemi Ca*? ve D vitamini
suplementi takviyesidir. Bu takviyeler farkli bolgelerdeki enstitiiler tarafindan farkli
konsantrasyonlar da ayarlanmaktadir. Parathormon aktif 1,25(OH),D3 sentezi igin
bobrek  VDs-la-hidroksilaz  enzimini  uyarir  ve bunun sonucu olarak
hipoparatiroidizmde PTH eksikliginin yani sira 1,25(0OH),D3 vitamini eksikligiyle de
bas edilmelidir. Bu yiizdendir ki, konvansiyonel tedavide Ca' ile D vitamini
takviyesi birlikte alinmaktadir.

D vitamini aktivasyonu igin alfakalsidol (la-hidroksivitamin D) ve 1,25(0OH),Ds
takviyesi kullanilmaktadir. Kalsitriol daha giiglii kalsemik etkiye sahiptir. Aktif D

2 takviyesi ile serum Ca™ diizeylerinin normalize

vitamini analoglar1 ve Ca’
edilmesine ragmen, hastalarin yasam kalitesinin bozulmasina (QoL test-hastalarin
yagsam kalitesini 6lgen test) ve bir takim komorbidite riski altinda kalmalarina neden

olmaktadir [69].
2.11. Rekombinant DNA teknolojisi ile protein iiretimi

Rekombinant DNA teknolojisi, herhangi bir canlinin DNA’sindan elde edilen
dizilerin, vektor adi verilen tasiyict molekiillerin igerisine aktarilarak farkli DNA
parcalarinin birlesmesi ile iiretilen yeni genetik kombinosyanlarin olusturulmasini
kapsayan bir teknolojidir.

Bu alanda yapilan muameleler, genlerin herhangi bir organizmadan alinarak yeni bir
biyolojik bilesen iiretilmesi ve lretilen genlerin gerek temel, gerekse uygulamali
arastirmalar i¢in kullanilmasi olarak tanimlanabilir.

Bu teknolojinin en yaygin kullanilmistirgr alan biyoteknoloji, biyolojik molekiillerin
endiistriyel tiretimiyle gelisen en 6nemli alandir. Farmakoloji alaninda uygulanan ve
terapotik anlamda {retilen tiim biyoteknolojik protein iiretimine farmasdotik

biyoteknoloji denir. Bugiin, en yaygin olarak kullanilan ticari biyoteknoloji
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iriinlerden biri insiilindir. Rekombinant DNA teknolojisinde en yaygin olarak

kullanilan vektorler plazmidlerdir (Sekil 8).

Vektor
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Sekil 8: Rekombinant yontemle plazmid igerisine gen klonlanmasi [70].

Rekombinant yontemlerle {iretilen proteinlerin basinda gelen ve sistematik

diizenleyiciler olan hormonlar ticari seviyede iiretilen biyoteknolojik tiriinlerdir [71].

2.12. Rekombinant PTH iiretimi

Son yillarda yapilan birgok ¢alismada rekombinant metodlarla iiretilen ve ¢alismalari
halen devam eden PTH, osteoporoz basta olmak tizere hipoparatiroidide tedavi edici
etkisinin oldugu kanitlanmis ve gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir. Osteoporoz
kemik hassasiyetinde kirilganligin artmasi ile kemik kiitlesinde azalma ve kemik
yapisinda bozulum ile karakterize edilmistir. Osteoporoz tedavisinin temeli

biyofosfanat gibi kemigi giliclendirici ajanlar kullanmaktir. Buna ragmen,
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biyofosfanat iskelet kiitlesinin %25 kaybi olan hastada kemik mineral yogunlugunu
(BMD) %4-8 oraninda arttirmaktadir [72]. PTH igeren, “osteoanabolik” ajanlar ise
BMD’yi arttirmada daha tesirli ve terapotik potansiyele sahiptirler.

Forteo™ teriparatide PTH (1-34) iriinii FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan 2002 yilinda onaylanmistir. Amerika, Avrupa ve Giiney Amerika da ise faz
Il ¢caligmalarint gegmis ALX111 (rPTH (1-84)) ilaci anabolik ajan olarak erkek ve
kadin osteoporoz tedavisi i¢in onaylanmistir [36, 73-76]. Daha sonra yapilan
farmakokinetik c¢aligmalar da daha detayli ¢alisma ve zamanla ortaya gikabilecek
komplikasyonlara kadar giivenilirligini kanitlamis raporlar yaymlanmistir [77].
Ginliik tavsiye edilen doz miktar1 ile 2 yildan uzun siire icerisinde osteoblastik
aktiviteyi arttirdign gozlemlenmistir [78]. Bir de, sinirli periyodda PTH kullanimi
kemik formasyonuna rezorpsiyondan daha fazla katkida bulunmaktadir. Bu sinirl
slire igerisindeki tedavi periyoduna “anabolik pencere” ad1 verilmektedir [79].
Kapsamli galismalar igerisinde yapilan PTH (1-34) takviye terapisi sirasiyla %13 bel
omuru ve %6 femur boyunda BMD artis1 oldugunu goéstermistir [80]. Terapinin
devam eden 8§ aylik siirecinde %65’ten %75’¢e kirilma riskinin azaldig1 gosterilmistir.
Yapilan diger bir caligmada ise nadir goriilen ¢ene kemigi nekrozunda konvansiyonel
tedavi olarak PTH takviyesinin iyilestirici etkisi gosterilmistir [81]. PTH’nin anti-
osteoporoz ilact oldugu kanitlamis, fakat yiiksek {icreti, enjeksiyon yolu ve
glivenilirligi konusundaki siipheler dogrultusunda ilk uygulanacak terapi yontemi
olarak kabul gormemistir. Ustelik yapilan bazi caligmalarda ratlara verilmesi
sonrasinda bir ¢esit kemik kanseri tiirevi olan osteosarkoma vakalarina sebep
oldugunun goriilmesiyle, FDA tarafindan 2 yillik limit ile kullanimi
siirlandirilmistir. Klinik kullaniminda insanda heniiz osteosarkomaya sebep oldugu
goriilmemesi ve kanitlanmamis olmasina ragmen risk {izerindeki ¢alismalar devam
etmektedir [82-84].

Basarili elde edilmis ¢alismalara dayanarak PTH tamamlayict takviye olarak
hipoparatiroidizm tedavisinde kullanim1 degerlendirilmektedir. Bir¢ok vakada,
hipoparatiroidizmde gelisen kallus formasyonu ve agri ¢oziimiinii yiiksek dozda Ca*?
ve vitamin D suplementi ile tedavinin zorlugu rapor edilmistir. Giinliik ¢ift doz PTH
kullaniminin, serum Ca*? diizeyinde daha az dalgalanmayla etkili oldugu ve
normokalsemi seviyesi elde edilirgi, Ca*? ve vitamin D suplementi ihtiyacin1 da

azalttigin1 gostermistir [85].
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Calismamizda rekombinant PTH iiretimi gerceklestirilmistir. Insan PTH genine ait
dizi, paratiroid hiicrelerinin kiiltiirinden elde edilen mRNA’nin c¢cDNA’ya
cevrilmeyle elde edilmistir. Daha sonra Okaryotik ekspresyon vektoriine aktarilan
gen, hiicre kiiltiirinde HelLa ve AGS hiicre hatlarina transfeksiyon ile aktarilmis ve
tiretimi saglanmistir. Hiicre kiiltlirii sivisina salgilanan PTH, biyokimyasal analizler
ile kantitatif olarak tespit edilmistir. Elde edilen hormon SDS-PAGE elektroferez ile

de gosterilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cihazlar
Tez asamasinda kullanilan cihazlar asagidaki tabloda yer almaktadir.

Tablo 1: Kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Adx Cihazin Firmasi Kullanim Amaci

Tiim molekiiler ¢caligsmalar

Santrifiij etc da kullanilmustir.

PZR iiriinlerinin
Yatay Jel Elektroforez Sistemi Major Science yiiriitiilmesin de
kullanilmastir.

Protein boyamasinin
Calkalamali Etiiv Benchmark inkiibasyonun da
kullanilmistir.

Agar petrilerinin
Etiiv Niive inkiibasyonun da
kullanilmaistir.

Agaroz da yiiriitiilen DNA
Jel Gériintiileme Sistemi Fusion Fx7 ,,f{ag?lanlarm,m
goriintiilenmesin de

kullanilmistir.

Klonlanacak DNA firiiniiniin
PZR Cihazi Biorad aplikasyonun da
kullanilmastir.

DNA miktar tayinin de

Spektrofotometre Thermo Scientific
kullanilmaistir.

Protein miktar tayinin de

Nanodrop Maestro kullanilmustir.

SDS-PAGE analizin de

Dikey Jel Elektroforez Sistemi Biorad
kullanilmastir.

Tiim molekiiler ¢alismalar

Otomatik Pipetler Eppendorf, da kullanilmstir.

Tiim molekiiler ¢caligsmalar

Distile Su Cihazi Sartarius Stedim Biotech
da kullanilmustir.

Ornekler ve tamponlarin
Buzdolab1 (+4°C) Beko saklanmasin da
kullanilimisitr.

Tampon pH ayarlamasin da

pH metre Hanna Instruments
kullanilmaisgtir.

Orneklerin
Vorteks Stuart homojenizasyonun da
kullanilmistir.

Hiicrelerin goriintiilenmesin

Florasan Mikroskop Zeiss de kullamlmastir
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Buz Makinesi

Scotsman

Soguk ortamda
gerceklestirilen caligmalar
da kullanilmistir.

Gii¢ Kaynagi

Consort,

Elektroforez cihazinin
caligtirilmasin da
kullanilmaistir.

Hassas Tart1

Precisa

Kimyasallarin miktar tayinin
de kullanilmistir.

Derin Dondurucu (-20°C)

Vestel

Orneklerin saklanmasin da
kullanilmastir.

Otoklav

Niive

Laboratuvar malzemeleri
sterilizasyonun da
kullanilmaistir.

Sogutmal1 Santrifiij

Niive

Protein izolasyonun da
kullanilmastir.

Memeli Hiicre Kiiltiirii Etiivii

Fisher Scientific

Hiicre hatt1 biiyiitme
agsamasin da kullanilmistir.

Derin Dondurucu (-80°C)

Haier

Orneklerin saklanmasin da
kullanilmistir.

3.1.2. Ticari kitler

Ticari olarak satin alinan kitler asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2: Kullanilan ticari kit listesi

Kitler

Marka

Kullanim amaci

Transform Aid Bacterial
Transformation Kit

Thermo Fisher Scientific

Kompetent bakteriler
igerisine plazmid
transformasyonu i¢in
kullanil.

Genejet Plasmid Miniprep Kit

Thermo Fisher Scientific

Plazmidlerin hiicreden
izolasyonu i¢in kullanilmustir.

Turbofect Transfection Reagents

Thermo fisher scientific

Hiicre igerisine plazmid
transfeksiyonu icin
kullanilmastir.

PCRPurification Kit

Thermo Fisher Scientific

PZR iiriiniinii izole etmek
i¢in kullanilmustir.

Rapid DNA Ligation kit

Thermo Fisher Scientific

PZR iiriinlerinin ligasyonu
i¢in kullanilmistir.

InsTAclone PCRcloning kit

Thermo Fisher Scientific

PZR iriinlerinin klonlamasin
da kullanilmugtir.

Direct-zol™ RNA MiniPrep

Zymo research

Dokudan RNA izolasyonu
i¢in kullanilmustir.

Applied Biosystems™ High-
Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Thermo Fisher Scientific

RNA dan cDNA
transkripsiyonu i¢in
kullanilmistir.

FastAP Alkaline Phosphatase

Thermo Fisher Scientific

PZR iiriinii defosforilasyonu

i¢in kullanilmustir.
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GeneJET Gel Extraction Kit

Thermo Fisher Scientific

PZR iiriiniiniin agaroz jel
icerisinden piirifikasyonu i¢in
kullanilmastir.

3.1.3. Kimyasallar

Tez agamasinda kullanilan kimyasallar agagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3: Kullanilan kimyasallar listesi

Kimyasal Ad1 Marka Kullanim Amaci
Molekiiler ¢aligmalar da
Absolute Etanol Emsure
kullanilmastir.
. Elektroforez jel yapimin da
Agaroz Biorad
kullanilmaistir.
Ampisilin Sigma Antibiotik

Aps (amonyumper siilfat)(%10)

Fisher Biossiure

SDS-PAGE analizin de

kullanilmaistir.

Asetikasit

Emsure

SDS-PAGE analizin de

kullanilmaistir.

Coomassie mavisi

Thermo Fisher Scientific

Protein boyama da

kullanilmaistir.
) DNA boyama da
DNA Yiikleme Boyasi Biorad
kullanilmastir.
S o ) Protein izolasyonun da
Edta (Etilendiamin tetraasetik asit) Sigma
kullanilmaistir.
Beng ve malzeme temizligi
Etanol Emsure
de kullanilmistir.
. DNA etiketleme de
Etidyum bromiir Millipor
kullanilmistr.
. Hiicre besleyici serum olarak
FBS (Fetal Sigir Serum) Gibco
kullanilmaistir.
) ) ) SDS-PAGE analizin de
HCI (Hidroklorik Asit) Emsure
kullanilmastir.
. Protein pargalama da
Imidazole Santa Cruz
kullanilmaistir.
Protein pargalama da
K,HPO Merck
kullanilmaisgtir.
Protein par¢alama da
KH,PO, Merck
kullanilmasgtir.
. ) Bakteri biiylitme asamasin da
LB (luria bertani) Merck

kullanilmaisgtir.
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Coomassie boyasini
Metanol Emsure
seyreltme de kullanilmistir.
Protein pargalama da
NaCl ( Sodyiim Kloriir) Merck
kullanilmastir.
] Hiicre yikama soliisyonu
PBS (Fosfat tamponlu tuz) Applichem
olarak kullanilmugtur.
) ) Protein izolasyonun da
PMSF (Fenil metan siilfonil florit) Santa Cruz
kullanilmastir.
o . ] SDS-PAGE analizin de
Poliakrilamit (%640) Fisher Bio Reagents
kullanilmistir.
RPMI (Roswell Park Memorial Sib Protein izolasyonun da
ibco
Institute) kullanilmigtir.
. . SDS-PAGE analizin de
SDS Fisher Bio Reagents
kullanilmistir.
) SDS-PAGE analizin de
Temed (%10) Sigma
kullanilmaistir.
) ) ) SDS-PAGE analizin de
Tris Fisher Bio Reagents
kullanilmaistir.
] : Protein pargalama asamasin
Triton X 100 Sigma
da kullanilmistir.
) Protein SDS-PAGE
B-Merkaptoetanol Sigma
yiiklemesin de kullanilmigtir.

3.1.4. Enzimler

Tez asamasinda kullanilan enzimler;

Tag DNA polimeraz: DNA replikasyonu sirasinda ortamdaki niikleotidleri
kullanarak polimerizasyonu saglayan enzimdir. Ticari olarak Bioline marka enzim
satin alindi. PZR uygulamalarinda kullanilmistir.

EcoR1: Restriksiyon endoniikleaz enzimidir. TA ve GFP-NI vektoriiniiniin
kesilmesinde kullanilmustir.

Smal: Restriksiyon endoniikleaz enzimidir. pEGFP-N1 vektoriiniin kesilmesinde
kullanilmastir.

BamH1: Restriksiyon endoniikleaz enzimidir. TA ve GFP-N1 vektoriiniiniin
kesilmesinde kullanilmustir.

Ligasyon enzimleri: Kesilen vektorlerin birbirlerine baglanmasin da kullanilmistir.

25




3.1.5. Primerler

Klonlanacak olan PTH gen bolgesine uyumlu, PZR asamasinda gen bolgesine
baglanip reaksiyonun devamini saglayacak oligoniikleotitler dizayn edilir ve ticari
olarak sentezletirilmistir.

Kullanilan primerler asagida verilmistir:

Tablo 4:pTZR57R/T vektor-PTH geni igin belirlenen primerlerin 6zellikleri

Oligo ad1 Baz Dizisi 5’-3' Baz sayis1 Tm (°C)
PTH-Forward 25 58.98
(Sentromer DNA ACATATGATACCTGCAAAAGACATG
Teknolojileri)
PTH-Reverse ATCTAGATTCATTTTCACTGGGATT 25 59.74
(Sentromer DNA

Teknolojileri)

Tablo 5: pEGFP-N1 vektor- PTH geni i¢in belirlenen primerlerin 6zellikleri

Oligo ad1 Baz Dizisi 5’-3' Baz sayis1 Tm (°C)

PTH-Forward (Sentromer
DNA Teknolojileri) ACATATGATACCTGCAAAAGACATG 25 58.98

PTH-Reverse (Sentromer
DNA Teknolojileri) TTCTAGACTGGGATTTAGCTTTAGTT 26 57.60

3.1.6. Mikroorganizma

e Escherichia Coli One Shot® Mach1™-T1R kompetent hiicreleri;
Escherichia coli susuna aittir ve rekombinant protein {iretimi i¢in kompetent hiicre

olarak kullanilmistir.

3.1.7. Vektor sistemi
PTZ57R/T vektorii (Thermo scientific, #K1213) direk olarak PZR iiriinlerinin

klonlanmasin da kullanilmigtir. TA klonlama yontemi i¢in PZR firiininiin sonuna
fazladan Adenin baz1 eklenerek klonlanmistir. Vektor haritasi  Sekil 9.da

belirtilmistir.
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lPUII 127

f Adel, Ppu21l 230 ;
Pdml 2564 [ BtaZ! Pp ECOR.I,, 615
Hin1l 2505 L Wl 242 Ecl136ll 621
Bogl 2485 _Alol 279 Sacl 621
/  Psil 358 AccBSI 627
Scal, Tatl 2447 /% Kpnl 627
Bsp6BI 633
Mval2691 637
Mph11031 630
Z dqr Xbal 644
pTZ57R/T k. T gamil 654
TPy Cfrol 658
2886 bp ' EcoS8l 658
Gsul 2054_- Smal €58
Eco31l 2036~ \ Apal 661
Eam11051 1984~ Lgul 863 \ Bsp1201 661
Hincll 667
Afll, Pscl 1076 o -
Pstl 672
' , Alfl 674
[ lBse¥) 1380 -
ICail 1487 \Hindll 690
17 promoter
Sekil 9: pTZRS7R/T vektor haritast
Tablo 6: PTZ57R/T vektor sisteminin dzellikleri
pTZRS7R/T Vektoriin pTZRS7R/T Vektoriin pTZRS7R/T Vektoriin Baz
Ozelligi Fonksiyonu Pozisyonu
rep (PMB1) Replikasyondan sorumlu baz 1122-1736
Baslatma pozisyonu 1136 (x1)
la (ApR - . . 1896-27
bla (ApR) B-lactamaz - ampisilin resistans geni 896-2756
LacZ a-peptide Mavi/beyaz rekombinant klonlarin 449-739
ayrim taramast
Multiple cloning site (MCS) Haritalama, tarama ve ekzisyon 615-695
klonlanmisg insert
L Ek ile ligasyon i¢in 3'-ddT kuyruklu
Cloning site DNA uglars 650-651
Escherichia coli suslarin da IPTG
T7 promoter ile indiiklenerek T7 RNA 697-716
polimerazin iiretilmesini saglar.
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PEGFP-N1 vektorii

(4675) AFIIII - Pcil Asel (7)

| [ |CMV enhancer]
(4361) Apall \ NdeI (234)

A \ | e _SnaBI (340)
e Nhel (591)
/ BmtI (595)
S Afel (598)

~ _BgIII (809)
“ _PaeR7I - Xhol (513)
_ Eco53kI (618)
- SacI (620)
— HindIII (622)
EcoRI (629)
— PstI (638)
Sall (639)
" Accl (640)
Acc651 (645)
Kpnl (549)
Sacll (652)
PspOMI (653)
TspMI - Xmal (556)
Apal (657)
. Smal (658)
. BamHI (660)

(3855) EcoO109T

(3746) Bsal

pEGFP-N1
4733 bp Agel (666)
~ BsrGI (1388)
NotI (1401)

T XbaI¥ (1411)

" Mfel (1507}
Hpal (1520)

Slag ori
[ _I‘

(3273) RsrII
SV40 promoter

TAFITT (1639)

(2950) BsrDI~

(2875) PFIFI - Tth1111
(2859) FspI
Dralll (1873)

(2839) Mscl”
(2760) PluTI ™~ _
(2758) Sfol )
(2757) Narl =/ Y.
(2756) KasI
(2557) BspDI* - ClaI* / |
(2578) Stul
SexAl* (2346)

(2532) Sfil

Sekil 10 : pEGFP-N1 vektor haritasi

Tablo 7: pEGFP-N1 vektor 6zellikleri
PEGFP-N1 vektoriin PEGFP-N1 vektoriin Fonksiyon pEGFP-N1
Ozellikleri vektoriin Baz
pozisyonu
Plazmid tiirti Memeli ekspresyonu -
Promotor CMV 1-589
Baglatma noktasi Transkripsiyon 583
Boyut - 4700 kb
) . - 2166-2171, 2189-
Bakteriyel direng Ampisilin 2194
Replikasyon (origin of replication) 4008-4651

pUC plazmid
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3.1.8. DNA ve protein markerleri
Agaroz jel elektroforezin de, “Page Ruler 1kb Gene Ruler DNA ladder” ve Protein

elektroforezin de ise “PageRuler Protein Ladder” kullanmilmistir. “Thermo Fisher

Scientific (Istanbul)” markasindan satin alinmistir.

A Ladder mix kDaC: s . -2

— ] 20
10 —

— - 00
%0 - — -

Resim 1: A: 1 kb Gene Ruler-DNA Ladder B: 10 bp Benchmark protein ladder

3.1.9. Tampon ve soliisyonlar

SDS-PAGE ig¢in gerekli tamponlar

e 1 Molar (M) Tris pH 8,8 (1 litre (1))

181,65 g Tris base 800 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir ve daha sonra pH degeri 1
milimolar (mM) HCI ile 8,8'e ayarlanir. Distile su ile 1 I’ye tamamlanr.

e 1MTrispH6,8(11)

61 g tris base 700 ml iginde ¢oziilir ve ImM HCI kullanilarak pH degeri 6,8'e
ayarlanir. Son hacim olarak 1 I’ye tamamlanur.

e 10X Tris Glycine running buffer (4 1)

121,1 g Tris base 3 | igerisinde ¢oziiliir ve tizerine 576 g glisin eklenir. 200 ml
%20'lik SDS eklendikten sonra distile su ile 4 I’ye tamamlanr.

e 5X Sample buffer (100 ml)

1 ml 0,2 M Tris pH (6,8) iizerine 3 ml %10'luk SDS eklenir. Daha sonra 2 ml %20
gliserol eklendikten sonra %0,005 oraninda 0,5 ml ve 10 mM bromophenol blue ile
karistirtlip 100 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanir. Son olarak 30 pul 10 mM
- merkaptoetanol eklenir.
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e Destain soliisyonu (500 ml)

50 ml asetik asit ve 200 ml metanol karistirilir. Daha sonra 250 ml distile su ile
toplam 500 ml’ye tamamlanur.

e 910 SDS (100 ml)

10 g toz SDS 80 ml distile su igerisinde c¢ozdiiriiliir ve soliisyon 100 ml’ye
tamamlanir.

e Coommasie blue soliisyonu (500 ml)

0,5 gr Coomassie R250, 50 ml asetik asit, 200 ml metanol ve 250 ml distile su ile
toplam 500 m1’ye tamamlanarak hazirlanir.

e APS soliisyonu (2 ml)

20 mg ammonyum peroksi disiilfat alinip 2 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek
hazirlanir.

e Etidyum bromiir (10 ml)

10 ml olacak sekilde 500 mikrolitre (ul)’lik hacimlerde 10 pl etidyum bromiir eklenir
ve distile suda ¢ozdiiriilerek stok sollisyon olarak hazirlanir. Stok soliisyon daha
sonraki kullanimlar i¢in 4°C’de muhafaza edilir. Agaroz jel elektroforezi sirasinda

son hacimde 1 pg/ml olacak sekilde kullanilir.

Protein izolasyonu i¢in gerekli tamponlar

e Protein lizis soliisyonu (pH 7,8)

0,3 ml 1M KH2POy4, 4,7 ml 1M K;HPO4, 2,3 g 400 mM NacCl, 0,75 g 100 mM KCl,
10 ml %10 Glycerol, 0,5 ml %0,5 Triton X-100 ve 0,068 g 10 mM Imidazole eklenir.
Protein lizis tamponu i¢in malzemeler son hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile
tamamlanir.

e P.I.C.(Protease Inhibitor Cocktail) soliisyonu

Aprotinin, Bestatin, E-64, Leupeptin ve Pepstatin A maddeleri igerir. Serin, sistein,
aspartik  proteazlar ve aminopeptidazlarin inhibasyonunu saglayan DMSO
formundaki inhibasyon soliisyonudur. Protein izolasyonu sirasinda lizis buffer ile

birlikte kullanilir.
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e PBS (Phospahte Buffered Saline) (pH 7,2)

Hiicre kiiltlirii aplikasyonlarinda kullanilan dengeli tuz soliisyonudur. Potasyum
fosfat monobazik, NaCl ve sodyum fosfat dibazik igerir. Hiicrelerin yikanma

asamasinda kullanilir.

Agaroz jel elektroforez icin gerekli tamponlar
e 10X TAE (Tris Aceticacid Edta) tamponu (1 1)
48,4 g Tris base, 11,4 ml Soguk asetik asit ve 3,7 g EDTA eklenir. 1 | distile su ile

tamamlanip pH degeri 8,4 ayarlanir.

e %1 Agaroz jel (100 ml)

1 g agaroz, 100 ml TAE soliisyonu igerisinde ¢ozdiiriiliir ve 1 pl etidyum bromiir
eklenir.

e 6X Loading tamponu

10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,03% bromofenol mavisi, 0,03% ksilen siyanol FF, 60%
gliserol ve 60 mM EDTA iceren DNA yiikleme boyasidir. Elektroforez asamasinda
jel kuyularina DNA ile birlikte yiiklenir.

PZR tamponlari;
e 10X PZR tampon

PZR iiriinlerinin olusumunda, ortamdaki enzimlerin calisabilecegi optimum
konsantrasyonu saglar. 200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCI ve 50 mM

magnezyum klorid igerir. PZR sirasinda kullanilir.

Transformasyon ve biiyiitme medyumlari
e SOC medyum

E. coli’nin bakteriyel hiicre transformasyonu sirasinda, transformasyonun verimini
artirmak amagl kullanilmistir. Kompozisyonunda; 2% tripton, 0.5% maya ekstrakti,
10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO, ve 20 mM glikoz

icermektedir.
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e 1X LB-s1ivi medyum (500 ml)

10 g Triptofan, 5 g Maya Ekstrakti ve 5 g NaCl( sodyiim kloriir) i¢erir. 500 ml LB
medyum i¢in malzemeler eklenip 121 °C’de 20 dk. otoklav yapilir ve daha sonra

kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edilir.

e LB-Ampisilin agar

10 g Triptofan, 5 g Maya ekstrakti, 5 g NaCl ( sodyum kloriir), 15 g Agar ve 100 ul
Ampisilin 1 1 medyum igin, 500 ml igerisinde ¢ozdiiriilip 1 1’ye tamamlanir.
Medyum 121 ‘C’de 20 dk.. otoklav yapildiktan sonra ilimaya birakilir ve en son
asamada ampisilin antibiyotigi eklenir. Steril petri kaplara dokiildiikten sonra +4

°C’de muhafaza edilir.

Ampisilin stok soliisyonu

100 mg/ml ampisilin distile su igerisinde ¢ozdirilir ve 1,5 ml’lik miktarlara

ayrilarak +4°C’de muhafaza edilir.
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3.2. Yontem

3.2.1. PTH gen eldesi

Bezmialem Vakif Universitesi etik kuruldan alman 71306642-050.01.04 nolu izin ile
total paratiroidi cerrahi operasyon gecirecek goniillii hastalardan operasyon sirasinda
alman hiperplazik dokudan mRNA izolasyonu yapilmigtir. PTH gen dizilimi igin
gerekli kalip DNA, paratiroid dokusundan izole edilen mRNA’lardan elde edilmistir.

e Dokudan RNA izolasyonu

Dokudan RNA izolasyon islemi yapilmadan 6nce elde edilecek RNA’nin ortamdaki
niikleaz enzimleri tarafindan zarar gérmemesi i¢in kullanilacak olan tiim cihazlar,
ara¢g gere¢ ve ortam hidrojen peroksit (H2Oy) ile sterilizasyon islemi yapilmistir.
RNA izolasyonu i¢in “Zymo research direkt-zol™ miniprep kit” kullanilmistir.
Izolasyon asamasina ge¢meden once doku tartimi yapilmistir. RNA izolasyon

asamalar1 agagidaki gibidir.

e 20 mg doku tartilir ve fiizerine 600 pl eklenen TRI reagent® eklenir.
Homojenizasyon seramik boncuk kullanilarak homojenizator ile pargalanir.

e 14.000 rpm (dakikadaki devir sayis1), +4 °C’de 5 dk. santrifiij edilir.

e Liziz edilen ve TRI reagent® igeren ornekler santrifiij sonrasi slipernatant farkl
steril ependorflara alindiktan sonra 1:1 oraninda etanol (%95-100) ile karistirilip
vorteks yapilir.

e Karigim kitten ¢ikan Zymo-Spin™ IIC Column kolonlarina transfer edilir ve
karigim 12000 rpm, +4 C°, 1 dk. santrifiij edilir.

e Tiim kolonlara 75 ul DNA digestion buffer ve 5 ul DNaz eklenir ve 15 dk. buz
iistlinde inkiibasyona birakilir.

e 400 pl Direct-zol™ RNA PreWash kolon igerisine eklenir ve 12000 rpm, +4 C°
de ve 1 dk. santrifiij edilir. Alt s1v1 atilarak bu basamak iki defa tekrarlanir ve her
santrifiij sonrasi kolon Rnaz’dan arindirilmis tiip igerisine transfer edilir.

e 700 pul RNA Wash Buffer kolona eklenir ve 12000 rpm, +4 C° de ve 1 dk.

santrifiij edilir. Kolon Rnaz’dan arindirilmis tiip igerisine transfer edilir.
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e RNA’y1 ayristirmak i¢in 50 pl Dnaz / Rnaz’dan arindirilmis su kolonlara eklenir
ve 2 dk. buz iistiinde inkiibasyona birakalir.

e Kolon membranina hapsolan RNA’y1 elde etmek igin 14.000 rpm, +4 °C’de, 2
dk. santrifiyj edilir.

e Spektrofotometre de RNA miktar tayini ve saflig1 lgiildiikten sonra Kullanilmak

tzere -20 °C’de saklanir.

cDNA eldesi
Tek zincirli bir gen bolgesi olan mRNA, c¢ift zincirli CONA’ya doniistiiriilmistiir.
cDNA transkripsiyonu i¢in “Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit” kullanilmistir.  Kit  malzemeleri buz {izerinde c¢alisarak

hazirlanmustir.
Bilesenler Miktar
10X revers transkripsiyon tamponu 2,0 ul
25X dNTP karisimi (100 mM) 0,8 ul
10X RT Random primerler 2,0 pul
MultiScribe™ Revers transkriptaz 1,0 ul
RNaz inhibitori 1,0 ul
Niikleaz-free H,O 3,2 ul
Toplam reaksiyon hacmi 10 ul

Her bir kuyuya 2X revers transkripsiyon karisimindan 10 pl ve tizerlerine 10 pl
mRNA ornekleri pipetlenerek eklenir. Kuyular kapatilarak santrifiij edilip, PZR

cihazina konulur.

Tablo 8: Revers transkriptaz PZR adimlari

Ayarlar 1.Adim 2.Adim 3.Adim 4.Adim
Ist 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dk.. 120 dk.. 5 dk.. 0
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3.2.2. Primer tasarlama

Gen ekspreyonunu belirleyebilmek i¢in PZR asamasinda kullanilacak bolgeye 6zgi
primer bioinformatik bilgisayar programlarinda tasarlanip, daha sonra ticari olarak

satin alinmistir.

PTH (iiriin baz sayis1 : 462 bp) genomik dizisi,

ATGATACCTGCAAAAGACATGGCTAAAGTTATGATTGTCATGTTGGCAATTTGTTTTCTAACAAAATC
GGATGGGAAATCTGTTAAGTAAGTACTGTTTTGCCTTGGAATTGGATTTTTTATGTTGACTTTATCAT
TTCGAAGTGGGGAGCTAATGGGAAGTGGCCCTCTCTGTTTCTCTTCTTCCCAGGAAGAGATCTGTGAG
TGAAATACAGCTTATGCATAACCTGGGAAAACATCTGAACTCGATGGAGAGAGTAGAATGGCTGCGTA
AGAAGCTGCAGGATGTGCACAATTTTGTTGCCCTTGGAGCTCCTCTAGCTCCCAGAGATGCTGGTTCC
CAGAGGCCCCGAAAAAAGGAAGACAATGTCTTGGTTGAGAGCCATGAAAAAAGTCTTGGAGAGGCAGA
CAAAGCTGATGTGAATGTATTAACTAAAGCTAAATCCCAGTGAAAATGAALCtAGATA

PTH gen dizisi i¢gin tasarlanan Primerler ;

PTH- forward ACATATGATACCTGCAAAAGACATG

PTH-reverse ATCTAGATTCATTTTCACTGGGATT

3.2.3. izole edilen PTH geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmasi

Kalite ve miktar1 belirlenen ¢cDNA kalip olarak kullanilarak spesifik genomik
bolgenin ¢ok sayida kopyasinin elde edilmesi yontemi olan PZR ile ¢ogaltilmistir.
PZR islemi icin asagidaki tabloda verilen PZR bilesenleri belirtilen miktarda PZR
tipleri igerisine konularak hazirlanmistir. PZR tampon i¢in “Thermo Scientific
Phusion Flash high fidelity PZR master mix” kullanilmistir.

Tablo 9: PZR’de kullanilan madde miktarlar1

Madde Miktar
Master mix 12,5 pl
Primer F 1,25 ul
Primer R 1,25 pl
DNA 2 ul
dH,0 6 ul
Toplam 25 ul

PZR bilesenleri dikkatli bir sekilde oda sicakliginda PZR tiipleri icerisine eklenip,
tim bilesenlerin karigmasi ig¢in spin yapilmistir. PZR bilesenleri asagida verilen

program kullanilarak yapilmistir.
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Tablo 10: PZR igin kullamlacak olan sicaklik ve déngii bilgileri

Basamaklar Sicaklik Zaman Dongii sayisi
i1k denatiirasyonu 98 °C 10 sn.
Denatiirasyon 95 °C 3 sn.
Baglanma 60 °C 5 sn. 33 dongii
Uzama 72°C 10 sn.
Final uzama 72°C 1 dk.

Izole edilen DNA nin miktar1 ve varligt UV spektrofotometresinde 260 nanometre
(nm)’de ve DNA’nin saflign 280 nm/ 260 nm absorbansina boliinmesi ile
belirlenmistir. PZR  iiriinii  dogru uzunluktaki genomik alanin ¢ogaltilip
cogaltilmadigin1 belirlemek iizere agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur.
Yukarida verilen programda yiiriitilen PZR c¢alismasimin calisip ¢alismadigini
kontrol etmek i¢in 100 ml % 1°lik jel hazirlanmistir. 1 kb DNA standart1 ile beraber
jele yiiklenir ve 30 dk. 80 voltta yiiriitillen elektroforezden sonra U.V. 1s1k altinda
DNA bantlar1 goriintiilenip kaydedilmistir.

3.2.4. Vektor dizaym

TA vektore klonlama

PZR isleminden sonra elde edilen gen kopyalar1 geni tasiyacak olan vektor igerisine
ligasyon teknigi kullanilarak yerlestirilmistir. “InsTA klon Kiti” kullanilarak
pTZ57R/T vektoriine TA klonlama metodu ile klonlanmugtir.

Ligasyon

Vektor ve geni baglayacak enzim olan DNA ligaz enzimi tampon ¢ozeltiyle birlikte
tipe eklenmistir. PZR triinii ile vektor miktar1 igin en verimli olacak olan o6lgii
konsantrasyon ile dogru orantili olarak 1:1 oraninda eklenmistir. Ligasyon karigimi

hazirlandiktan sonra PZR cihazinda inkiibasyona birakilmistir.

Tablo 11:Ligasyon i¢in kullanilan madde miktarlari

Bilesenler Miktar
Insert 1 (PTH) 2 ul
Insert 2 (vektér pTZ57R/T ) 3 ul
Ligasyon tamponu 6 ul
Enzim (T4 DNA ligaz) 1 pl
dH,O ( niikleaz-free) 18 ul
Toplam 30 pl
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Kisa siireli vorteks yapilir ve miks 22 °C’de bir sa. inkiibasyona birakilmistir. Bir
sonraki transformasyon islemi i¢in +4 "C’de saklanmustir.

3.2.5. Kompetent hiicre hazirlama?

Transformasyon igin gerekli hiicreler luria bertani (LB) agar; %1 triptofan, %0,5
maya ekstrakti, %0.5 sodyum klorid, %1.5 agar igerisinde biyiitiilir. Bir gece
bliylimeye birakilan hiicreler igerisinden tek bir koloni alinarak 25 ml LB sivi
besiyeri ig¢erisinde 37 “C’ de ve 4-6 sa. siireyle inkiibasyona birakilir. Hiicreler daha
sonra 10 dk. buz tizerinde bekletilip 4100 rpm’de, +4 °C ve 10 dk. santrifuj edilir.
Hiicre peleti 10 ml kalsiyum kloriir (CaCl) igerisinde ¢ozdiriiliir ve 10 dk. buz
iizerinde inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra 4100 rpm’de 10 dk. santrifiij edilir.
Hiicre peleti 5 ml soguk 1 M CaCl ve %15 gliserol tiip igerisine eklenerek -80 “C’de

depolanmustir.

3.2.6. E. coli hiicresine vektor transformasyonu
Rekombinant iiretilen plazmidlerin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan kompetent hiicre ve
One Shot® Machl1™-T1R E.coli hiicreleri igerisine aktarimi gergeklestirilmistir.

Transformasyon Oncesi asagida verilen hazirlik asamalari yapilir;

e Bir giin dncesinde ampisilin igeren agar petrileri hazirlanir; bunun i¢in 6,4 gr LB
agar, 200 ml distile su ve 200 pl ampisilin antibiyotik eklenir. Petrilerde agarin
donmasi ile birlikte ters ¢evrilerek +4 °C’de birakilir.

e Hazirlanan petriler 37 °C de bir siire 1limaya birakilir.

e Transformasyonda kullanilacak hiicreler 100 pl alinarak 1,5 ml S.0.C. medyum
icerisine almir ve 37 °C’de calkaliyici etiivde 2 sa. inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonunda 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilerek hiicre peleti transformasyon igin
buza birakilir.

e Transformasyon igin bakteriyel transformasyon kiti kullanilmistir; Kitin hazirlik
asamasinda ise kit icerisinde bulunan A ve B soliisyonlarinin her birinden 250 pl

alinarak T soliisyonu olusturulur ve ependorf tiip icerisinde buzda bekletilir.

Hazirlik islemi tamamlandiktan sonra transformasyon islemine gegilmistir.
Transformasyon igin “InsTAclone PCR Cloning kit” igerisindeki transformasyon

malzemeleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
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e Kompetent peleti tizerine T soliisyonu 200 pl eklenir ve buzda 5 dk. bekletilir.

e Buzdan alinan soliisyon 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilir.

e Santrifiij sonrast siipernatant atilir ve kalan T soliisyonundan 300 pl hiicre
peletinin tizerine eklenip 5 dk. buz da bekletilir.

e Siire sonunda drnekler buzdan alinip ligasyon sonunda elde edilen vektoérden 5 pul
ve T soliisyonundan 70 ul alinarak nazikg¢e karistirtlip 5 dk. siire ile buzda
bekletilir.

Buzda bekletilen plazmid soliisyonu transformasyon i¢in agar petrilerin iizerine
yayilarak 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilir. Ekim yapilirken dezenfekte edilmis
tezgahta tiim tiipler ve ekim Ozesi atese tutularak steril edildikten sonra islemler

gerceklestirilir.

Pozitif transformasyon analizi

Pozitif koloni ve istenilen vektoriin elde edilmesi ig¢in bazi analiz yontemleri ile

dogrulanmasi saglanmistir.

Antibiotik analizi

Transformasyon asamasindan sonra ampisilin ile segici besiyerine ekilen hiicrelerden
plazmid transfer edilen hiicreler, ampisiline direngli gen bdlgesi icerdiginden dolay1
ortamda c¢ogalirken, plazmid igermeyen hiicreler ampisiline karst direng
gosteremediginden yasayamazlar. Petri iizerinde biiyliyen ve diger kolonilerden ayri
olarak bulunan koloniler segilerek bir sonraki asama olan dizileme islemi

gerceklestirilmistir.
Plazmid izolasyonu

Dogrulugu analiz edilmis vektor igeren kolonileri biiyiitme islemi LB besiyeri ve
1/100 oranda ampisilin eklenerek calkalamali etiiv igerisinde 37 “C’de 3 sa. siireyle
inkiibe edilerek gergeklestirilmistir. Cogalan hiicrelerden plazmid izolasyonu

yapilmistir.

e 3 sa. siireyle ¢ogaltilan hiicreleri alinip 14.000 rpm’de 1 dK. santrifiij yapulir.
e FElde edilen pelet iizerine 250 pl resiispension ¢ozeltisi ilave ettikten sonra

homojen oluncaya kadar pipetleme yapilir.
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e Siispanse edilen karisim tizerine 250 pl lizis tamponu eklendikten sonra karisim
viskoz ve agik bir hale gelinceye kadar, tiipler 6-8 defa hafifce alt iist edilerek
karistirtlip, oda 1sisinda birkag dk. inkiibe edilir.

e Soliisyon iizerine 350ul noétrolizasyon tamponu eklenir. Tip 6-8 kez alt {ist
edilerek karigtirilir. Karisim 14.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek, plazmid
DNA disindaki genomik DNA, protein ve lipitlerin dibe ¢okmesi saglanir.

e Siipernatant dikkatlice alinarak Genejet spin kolon tiip icerisine eklenir ve 14.000
rpm’de 1 dk. santrifiij edildikten sonra dipte kalan sivi dokiilir.

e Kolon iizerine 500ul yikama soliisyonu eklenip, 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edildikten sonra dipte kalan sivi dokiiliir ve bu asama iki kez tekrarlanir. Bu
sayede kolondaki tuzlar ve kalintilar ortamdan uzaklastirilmis olur.

e Herhangi bir sey eklemeden kolon 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilerek etanol
ortamdan uzaklastirilir.

e Kolon yeni bir tiipe konularak tizerine 50 pl eliisyon tamponu eklenip, 14.000
rpm’de 1 dk. santrifiij edildikten sonra dipte kalan plazmidi igeren sivi
toplanarak, -20°C’de kullanincaya kadar depolanir.

e Plazmidlerin 10ul’si % 1 agarose jelde goriintiilenip, nanodrop’ta OD (optical

density) ol¢limii yapilir.

3.2.7. Dizi analizi

Dizi analizi PZR iriniiniin vektére klonlanmasi asamalarinda baz dizisinde
olabilecek mutasyonlar ve eksiklikleri belirlemede kullanilmistir. TA klonlama ile
elde ettigimiz klonlama vektorii pTZS57R/T dizi analizine gonderilmis ve PZR
trlinlimiiziin dogru yerlesip yerlesmedigi kontrol edilmistir. Analiz sonucuna gore

bir sonraki isleme gecilmistir.

3.2.8. Restriksiyon kesimi

pTZ57R/T vektorii restriksiyon enzimlerinden BamH1 ve EcoR1 ile kesimi

yapilmistir. Reaksiyon miksi pipetelenerek 37 “C’de inkiibasyona birakilmistir.
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Tablo 12: Restriksiyon kesim iglemi madde miktarlari

Bilesenler Miktar
Reaksiyon Tamponu 15 pl
BamH1 2,5 ul
EcoR1 2,5 ul
Vektor 15 ul
dH,O 25 ul
Toplam hacim 50 pl

3.2.9. Restriksiyon iiriinii

Agaroz jel yiikleme

Restriksiyon kesim islemine tabi tutulan pTZR57R/T vektorii ve kesilen PTH gen
parcast %1 agaroz jel ve TAE tamponu igerisinde elektroforetik olarak analiz
edilmistir. Stok soliisyondan alinan 100 ml TAE tamponu ile 1 g agaroz mikrodalga
icerisinde homojen hale gelene kadar isitilir ve daha sonra sogumaya birakilir.
Elektroforez plakanin igerisine dokiilmeden 6nce 1 ul etidyum bromiir eklenir ve oda
sicakliginda polimerize olmaya birakilir. 15 pl 6rnek ve 2 ul yiikleme boyasi ile
beraber eklenerek kuyulara pipetlenir. Elektroforez gii¢ kaynagi 30 dk. siireyle 100 V
ayarlanir. Yiritilen jel UV 1sik altinda 260 nm’de goriintiileme cihazinda

goriintliilenmistir.

Jel ekstraksiyon iglemi

Ligasyon islemi sonucunda, iiriinii 15 pl agaroz jele yiiklenerek, istenilen iriiniiniin
olusup olugsmadigi kontrol edilmistir. Bunun igin %]1°lik agaroz jel 100 V, 30 dk.

yiiriitiilmiis ve UV 151k altinda goriintiileme cihazinda kontrol edilmistir.

Kesilen vektoriin ve PTH {irlinliniin dogrulugu DNA marker ile kontrol edilmistir.
Elde edilen restriksiyon iiriiniiniin U.V. 151k altinda yer tayini yapildiktan sonra
ekstraksiyon asamasina gegilmistir. PTH geni jel igerisinden “GeneJET Gel
Extraction Kit” ile izole edilmistir.

e Jel belirlenen bolgeden steril bistiiri ile kesilir ve agirligi 6lgiilerek 1,5 ml’lik

ependorf tiipe aktarilir.
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e Jel miktariyla 1:1 oraninda iizerine binding buffer eklenir.

e Jel kartsimini 60 “C’de 10 dk. 1s1 blogu iizerinde jel eriyene kadar inkiibe edilir.

e Karisim GeneJET piirifikasyon kolon igerisine aktarilir ve 1dK. santrifiij edilir.

e Tekrar 100 ul binding buffer eklenerek 1dk. santrifiij edilir.

e 700 ul wash buffer kolon igerisine eklenip 1dk. santrifiij edildikten sonra sivi
kismi atilarak bos olarak 1dk. daha santrifiij edilir.

e 50 pl eliisyon tamponu eklenerek santrifiij edilir. Elde edilen DNA {iriintiniin

saflig1 ve miktar1 spektrofotometrede dlgtliir.

3.2.10. Sub-klonlama - pEGFP-N1 vektor
PEGFP-NI vektor restriksiyon kesimi

Restriksiyon enzimleri olan EcoR1 ve BamHI ile vektor kesilerek PTH gen ile
ligasyonu yapilmustir.

Tablo 13: Vektor pEGFP-N1 restriksiyon kesim islemi madde miktarlari

Bilesenler Miktar
Vektor ( pEGFP-N1) 12 ul
Enzim EcoR1 1 ul
Enzim BamH1 1l
dH,0 11 ul
Restriksiyon enzim Tamponu Sul
Toplam 25 ul

Vektor defosforilasyonu

Vektoriin kendi iizerine kapanmamasi (self-ligation) i¢in 5 ucudaki fosfor gruplarini
kaldirarak defosforile islemine tabi tutulmustur. Defosforilasyon igin Alkalin
Fosfataz (AP) enzimi igeren “Thermo fisher scientific” markasindan alinan “Rapid

DNA Ligation Kit” kullanilmigtir.

Tablo 14: Vektor pEGFP-N1 defosforilasyon islemi madde miktarlari

Bilesenler Miktar
Enzim (AP) 4 ul
Tampon 6 ul
DNA 20 ul
dH,0 20 pul
Toplam hacim 50 nl
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Vektor defosforile islemi i¢in PZR cihazi igerisine yerlestirilip 37 °C’de 10 dk. ve

sonrasinda enzimin inaktivasyonu i¢in 72 °C’de 10 dk. bekletilmistir.
pPEGFP-N1 vektor ligasyonu

Defosforile edilen plazmid DNA ve kesilen PTH geni ligasyonu yapilmistir.
Ligasyon islemi vektdr-insert molar orani 1:3 olarak “Rapid DNA ligation kit” ile

yapilmistir. Ligasyon karisimindan 5 pl alinarak bir sonraki transformasyon islemine

gecilmistir.

Tablo 15: Vektér pPEGFP-N1 ligasyon islemi madde miktarlari
Bilesenler Miktar

Vektor DNA (pEGFP-N19 2ul

Insert DNA (PTH) 6 ul

Rapid DNA ligasyon tamponu 4 ul

T4 DNA ligaz 1 ul

Toplam hacim 20 pl

3.2.11. Klonlama
Ligasyon islemi ile olusturulan rekombinant plazmid vektér pEGFP-N1+PTH
cogaltilmasi i¢in kompetent hiicrelere plazmid aktarimi gereklidir. Transformasyon

kompetent Escherichia coli susun igerisine transforme edilerek gerceklestirilmistir.

3.2.12. pEGFP-N1 vektorle GFP sekresyon sinyali ile klonlama

PZR isleminden sonra elde edilen gen kopyalar1 geni tasiyacak olan vektor igerisine
klonlanmigtir. Elde edilen PTH geninin igerisinde var olan ve transkripsiyonu
sonlandiran stop kodon bir sonraki asamada c¢ikartilarak GFP sinyali ile
gbzlemlenebilecek hiicre transfeksiyonu olusturulmustur. Bu islem igin yeni bir

reverse primer dizayn edilmistir.

Pirmer dizaym ile PZR islemi tekrarlanmistir. insert PTH ve vektér pEGFP-N1

ligasyonu yapilmustir.
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Tablo 16: vektér pEGFP-N1 restriksiyon islemi madde miktarlari

Bilesenler Miktar
Reaksiyon tamponu 18 ul
Smal 2 ul
Vektor (pEGFP-N1) 10 pl
dH,0 20 ul
Toplam hacim 50 pl

Bir sonraki islem, vektor ligasyonu “Rapid DNA Ligation Kit” kullanilarak
yapilmistir. Kompetent E.coli hiicresine vektor transformasyonu “TransformAid
Bacterial Transformation Kit” ile yapilmistir. Transforme edilen hiicrelerin bir
gecelik inkiibasyonundan sonra plazmid izolasyonu “Genejet Plazmid Miniprep Kit”

kullanilarak yapilmustir.

3.2.13. Transfeksiyon

Transfeksiyon igin “Turbofect Transfection Reagent kit” ile hiicreler muamele
edilmistir. Oncelikle transfeksiyon edilecek hiicreler hazirlanir. Bu islem igin HeLa
(Henrietta Lacks, Serviks Kanser Hiicreleri) ve AGS (ATCC® CRL-1739™, insan
Gastrik Adenokarsinom Hiicreleri) kullanilmistir. Hiicreler hiicre kiiltiirii ortaminda
slide chamber {iizerinde 2 gilin biiylimeye birakilir. Biiylime asamasinda fenol

kirmizist ve glutamin igeren 20 ml RPMI medyum ve 1 ml FBS kullanilmistir.
Transfeksiyon igin kit hazirlik agamalart;

e Toplam kuyucuk sayis1 kadar preparat hazirlanir.

e Her bir kuyu i¢in; 4 pl transfeksiyon ayiraci, 8 ul DNA ve 188 ul RPMI
medyumun eklendigi soliisyon 20 dk. oda sicakliginda inkiibe edilir.

e Transfeksiyonun gerceklesmesi icin hiicrelerin iizerindeki FBS’li medyum
alinarak 2 ml serumsuz medyum eklenir.

e Her bir kuyuya medyum tiizerine 200 ul ayirac+DNA karigim eklenir.

e Bir gece boyunca 37 “C’de etiivde inkiibasyona birakilir.

Bir sonraki giin hiicrelerin {izerindeki serumsuz ayiracin oldugu medyum alinir ve
ayiracin kalintilarini temizlemek i¢in PBS ile yikanir. Elde edilen medyumdan PTH

analizi yapilmigstir. Hiicrelerin iizerine tekrardan serumlu medyum eklenerek PTH
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tiretimine devam edip protein Ol¢iimii yapilabilmesi i¢in bir gece daha etiivde

inkiibasyona birakilmigtir.
Transfeksiyon tayini

Transfeksiyondan sonra elde edilen ve daha sonra serumlu medyum ile tekrar
inkiibasyona birakilan hiicrelerin transfeksiyonun gerceklesip gerceklestirmedigini
belirlemek i¢in ilk olarak PTH 6l¢iimii yapilmistir. Daha sonra hiicrelerin florasan
mikroskobunda goriintiileri alinmistir. EGFP-PTH geni kodlayan plazmidi alan

hiicrelerin U.V. 15181 altinda goriintiisii alinmustir.
PTH oélciimii

Elde edilen rekombinant PTH’nin Ol¢imi “ARCHITECT Intact PTH Kkiti”

kullanilarak yapilmistir. Protein miktari nanodrop ile belirlenmistir.

3.2.14. Protein izolasyonu

Hiicreler -20 dereceden alinarak buz iizerinde ¢éziilmeye birakilir. PBS ile toplanan
hiicreler iizerindeki tamponun ayrimi igin 14.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilir.
Supernatant atilir. Izolasyon igin 400 pl RIPA-LB, 5 pl PIC ve 1 ul PMSF eklenerek
20 dk. buz iizerinde inkubasyona birakilir. inkiibasyon asamasindan sonra 14.000
rpm ve +4°C’de 15 dk. santrifiij edilir. Hiicre peleti igerisinde tiim hiicre yaglari,
enzimleri ve niikleik asitler bulunmaktadir. Supernatant kismi ise istedigimiz

proteinlerden olusmaktadir. Supernatant alinarak protein 6l¢iimii yapilmistir.

Protein konsantrasyon tayini

Protein konsantrasyonu nanodrop cihazi ile 6lgiilmiistiir. 1 ul distile su ile blank
6l¢timii yapildiktan sonra, 1 pl protein 6rneklerinin protein degeri 6l¢iilmiistiir. N1-

PT ve GFP-PT olmak iizere 280 nm de 6l¢timleri yapilmustir.

3.2.15. SDS-PAGE

PTH proteinin varligini tespit etmek icin SDS-PAGE islemi yapilmistir. Elektroforez
islemi asagidaki gibi gerceklestirilmistir.
e Elektroforez camlar1 kullanilmadan 6nce su ve alkol kullanilarak iyice temizlenir,

sonra camlar arasinda 0,75mm olacak sekilde sistem olusturulur.
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Ayirma jeli hazirlanir, jeli hazirlarken en son asamada TEMED ve APS
eklendikten sonra camlara dokiiliir.

Ayirma jeli dokildiikten sonra polimerlesmenin saglanmasi ve jelin iist kisminin
diiz bir sekil almasi ve baloncuk olusmamasi igin dikkatlica eklenir. 15-20 dk.
arasinda oda 1s1sinda jel polimerlesmesi beklenir.

Yigma jeli, ayirma jelinin {izerine dokiildiikten sonra taraklar yerlestirilir. 15-20
dk. arasinda polimerlesmesi saglanir.

Jel hazirlandiktan sonra; Protein Ornegi 1:1 oraninda yilikleme tamponu ile
karistiritlip 5 dk. 95°C’de inkiibe edilir. SDS oda 1sisinda eklendiginde protein
ornekleri proteazlar tarafindan parcalanir, bunu 6nlemek i¢in buz {izerinde
tutulur, proteazlari inhibe etmek igin ise kaynatma islemi gerceklestirilir.
Kaynama isleminden sonra érnekler buz tizerinde 5 dk. sogutulur.

Taraklar jelden dikkatlice ¢ikarildiktan sonra kuyular SDS elektroforez yiiriitme
tamponu ile yikanir.

Jeller tanka yerlestirildikten sonra i¢ kisim 1X SDS elektroforez yiiriitme
tamponu ile doldurulur. Ornekler kuyulara ayni miktar ve yogunlukta eklenir
yoksa yan kuyucuklara yayilma olabilir. Kuyucuklara protein 6rneklerinden 20pul
yiiklenir.

Protein biiytlikliikklerinin belirlenmesi i¢in belirteg olarak, “Benchmark protein
ladder markorii (Thermo)” kullanilmastir.

Jeller 100 V akimda yaklagik 2 sa. yiiriitiiliir.

Camlar agilip jel ¢ikarildiktan sonra boyama islemine gecilir. Hazirlanan jelin ist
kismu daha diisiik yogunlukta oldugundan dolayr kopmasi daha kolaydir ve
dikkatlice camdan ayirilmasi saglanir.

Jel coomassie mavi boyada 40 dk. ¢alkaliyicida inkiibe edilir. Sonrasinda fazla
boyanin giderilmesi i¢in jel yikama ¢ozeltisi eklenir.

Bantlar belirginlesip fazla boya giderildikten sonra boya uzaklastiran soliisyon
degistirilir ve bu sekilde bir gece boyunca jel seffaf bir hal alana kadar inkiibe

edilir. Boyadan arinan jel goriintiisii alinmigtr.
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4. BULGULAR

4.1. Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) yontemi ile

parathormon gen bolgesi eldesi

Bu c¢alismada, parathormon gen bolgesinin ekspresyonu igin, rekombinant
parathormon geni tasiyan PEGFP-N1+PTH vektorii olusturulmustur. Elde edilmek
istenen PTH geni hiperplazi hastasindan doku nakli i¢in alinan 6rnekten mRNA
izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyon asamasindan sonra mMRNA’dan ¢cDNA elde
edilmistir. PTH geni primerleri dizayn edildikten sonra, revers transkriptaz PZR ile
elde edilen cDNA iiriiniinden PZR yapilmis ve analiz edilmistir. ilk olarak gen
PTZ57R/T ¢ogaltma vektorii igerisine eklenerek elde edilmis ve daha sonraki

asamada ekspresyon vektorii olan pEGFP-N1 vektorii igerisine aktarilmastir.

4.2. PZR ile ¢ogaltilan gen bolgesinin bulgusu

izole edilen PTH gen bélgesi icin tasarlanan primerler kullanilarak PZR islemi
yapilmistir. PZR isleminde optimum iiriin elde etmek i¢in, en uygun Tm sicakligini
yani primerlerin baglanma 1sis1 belirlenerek optimum baglanma sicakliginda PZR

islemi yapilmistir. PZR islemi sonucunda 348 bp biiyiikliigiinde iiriin elde edilmistir.

PTH- Transkript 348 bp;
ATGATACCTGCAAAAGACATGGCTAAAGTTATGATTGTCATGTTGGCAATTTGTTTTCTTACAAAATC
GGATGGGAAATCTGTTAAGAAGAGATCTGTGAGTGAAATACAGCTTATGCATAACCTGGGAAAACATC
TGAACTCGATGGAGAGAGTAGAATGGCTGCGTAAGAAGCTGCAGGATGTGCACAATTTTGTTGCCCTT
GGAGCTCCTCTAGCTCCCAGAGATGCTGGTTCCCAGAGGCCCCGAAAAAAGGAAGACAATGTCTTGGT
TGAGAGCCATGAAAAAAGTCTTGGAGAGGCAGACAAAGCTGATGTGAATGTATTAACTAAAGCTAAAT
CCCAGTGA
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DNA marker(100 bp)

(baz ¢ifti)bp

3000

1000

500

348 PTH geni

100

Resim 2: PZR isleminden sonra elde edilen ve elektroforez analizi ile
dogrulugu tayin edilen PTH gen iiriiniiniin UV goriintiisii

PZR programi kullanilarak elde edilen iiriin, %1 lik agarose jelde yiiriitiildiikten

sonra goriintiileme cihazinda UV goriintiisii alinmistir.

4.3. Vektor eldesi

PZR ile cogaltilan gen bolgesi ¢ogaltma vektoriine aktarilmistir. Bunun igin
pTZ57R/T vektori kullanilmistir. Bu vektore PZR ile ¢ogaltilan gen bolgesi DNA

Ligaz enzimi ile vektdrde agik bulunan uglara baglayarak vektor hazirlanmigtir.

4.3.1. Ligasyon bulgusu

PTH gen bolgesinin PZR islemi esnasinda, PZR programinin uzama asamasinda
ekzoniikleaz aktivitesi olmayan taq polimeraz enzimi kullanilmistir. Ug kisimlarina T
(timin) niikleotidleri eklenerek lineer hale getirilmis pTZ57R/T vektoriine, gen
bolgesinin ug kisimlarma poli A (adenin) niikleotidleri eklenen PZR iiriinii olan, PTH
gen bolgesinin baglanmasi saglanir. Ligasyon islemi sonrasinda PZR iiriiniin,

pTZ57R/T vektoriine yerlestigi ve sirkiiler bir yapiya doniistiigii varsayilmstir.
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BsrFl - 127 - r'CCGG_y
Krol - 127- G'CCGG_C
NgoMIV - 127 - G'CCGG_C
Nael - 129 - GCC'GGC
BgZI - 227 - GCGATGnnnnnnnnnn'nnnn_
BeiVI - 3174 - GTATCCnnnnn_n' BsaAl - 232 - yAC'GTr
BsmAl - 3174 - GTCTCn'nnnn_ Dralll - 235 - CAC_nnn'GTG
BspHI - 3172 - T'CATG_A Alol - 271 - GAACnnnnnTCCnnnnnnn_nnnnn*
Sspl - 3141 - AAT'ATT BsaXI - 271 - ACnnnnnCTCCnnnnnnn_nnn*
TspGWI - 3119 - ACGGAnnnnnnnnn_nn' Drdl - 279 - GACnn_nn'nnGTC
Acul - 3004 - CTGAAGRNnnAnAnAnAnnn_nn* BsaXI - 301 - GGAGnnnnnGTnnnAnAnAn_nnn*
BssSI - 3001 - C'ACGA_G Alol - 303 - GGARNNAANGTTCnnnnnAn_nnnnn"
Acll - 2936 - AA'CG_TT Psil - 360 - TTA'TAA
Xmnl - 2936 - GAAN'nnTTC Sspl - 440 - AAT'ATT
Begl - 2876 - CGAnnnnnnTGCnnnnnnnnnn_nn* Bgll - 470 - GCCn_nnn'nGGC
BsaH| - 2874 - Gr'CG_yC Fspl - 477- TGC'GCA
Begl - 2842 - GCAnnANANTCGnnnAnAnAnN_nn' Puul - 498 - CG_AT'CG
Rsal - 2817 - GT'AC Pwull - 527 - CAG'CTG
Scal - 2817 - AGT'ACT EcoRl - 615- G'AATT_C
CviQl-2816-G'TAC Eco53KI - 623 - GAG'CTC
Tatl - 2815 - WGTAC_w Sacl - 625-G_AGCT'C
TspGWI - 2777 - ACGGAnnnnnnnAnn_nn' Acctbl - 627 - G'GTAC_C
Pwul - 2707 - CG_AT'CG CviQl-628-G'TAC
Avall - 2697 - G'GwC_C Rsal - 629- GT'AC
Kpnl - 631 - G_GTAC'C
Nrul - 635 - TCG'CGA
Bsml - 643 - GAATG_Cn'
Nsil - 643 - A_TGCA'T
Xbal - 644 - T'CTAG_A
Ndel - 654 - CATA_TG
BspMI - 670 - ACCTGCnnnn'nnnn_
Bglll - 746 - AGATC_T
Nsil - 774- A_TGCA'T
Pstl - 834 - C_TGCA'G
BStAP! - 838 - GCAn_nnn'nTGC
BseRI - 855 - GAGGAG | nn*
Styl - 856 - C'CwwG_G
Ecob3kl - 863 - GAG'CTC
Sacl - 865 - G_AGCT'C
Tth111l - 917 - GACn'n_nGTC
Bbsl - 918 - GAAGACHn'nnnn_
Ajul - 930 - CCAAnnRNANNTTChnnnnnn_nnnnn'
Ajul - 962 - GAAnnNNNNNTTGGNNNANN_nnnnn'
Xbal - 1011- T'CTAG_A
BamHI - 1022 - G'GATC_C
Aval - 1026 - C'yCGr G
Xmal - 1026 - C'CCGG_G
Smal - 1028 - CCC'GGG
PspOMI - 1029 - G'GGCC_C
Apal - 1033 - G_GGCC'C
Sall - 1035- G'TCGA C
Accl - 1036 - GT'mk_AC
Hincll - 1037 - GTy'rAC
Pstl - 1044 - C_TGCA'G
Stul - 1048 - AGG'CCT
Nspl - 1056 - r_CATG'y
Sphl - 1056 - G_CATG'C
Hindl 11 - 1058 - AAGCT_T
Alfl - 1085 - GCAnnnnnnTGCnnnnnnnnnn_nn'
Puull - 1268 - CAG'CTG
BsaXI - 1289 - ACnnnnnCTCCnnnnnnn_nnn*
BsaXI - 1319 - GGAGnnnnnGTnnnnnnnn_nnn*
Sapl - 1328 - GCTCTTCn'nnn_
AfllI1 - 1444 - ACryG_T
Peil - 1444 - ACATG_T
Nspl - 1448 - _CATG'y
Drdl - 1552 - GACnn_nn'nnGTC
BssSI - 1617 - C'ACGA_G

BsrDI - 2572 - GCAATG '
Acl - 2563 - ACG_TT
Fopl - 2559 - TGC'GCA

NmeAl Il - 2486 - GCCGAGnnnnnAnAnAARARARANN_nn*
Avall - 2475-G'GwC_C
Byl - 2457 - GCCn_nnn'nGGC
BsrFl - 2417 - 'CCGG_y
Bpml - 2407 - CTGGAGNNAnAnnnnnnnnn_nn*
BsmAl - 2398 - GTCTCn'nnnn_
Bsal - 2398 - GGTCTCn'nnnn_
BsrDI - 2398 - GCAATG_mn'

Ahdl - 2337 - GACnn_n'mnGTC

BspH - 2164 - T'CATG_A

Acul - 1992 - CTGAAGNnAnAnAnnnnnnn_nn*

AlwNI - 1860 - CAG_nnn'CTG
Gsal - 1752 - C_CCAG'C
BseY! - 1748 - C'CCAG_C
BeiVI - 1647 - GTATCCnnnnn_n*

Sekil 11 : pTZ57R/T vektoriine PTH ligasyon sonucu
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4.3.2. Dizi analizi bulgusu

izole edilen plazmidlerin 50ul’si sekans analizi i¢in kullanilmistir. Sekans analizi gen
aktarimi yapilan plazmide, genin dogru bir sekilde yerlesip yerlesmedigi ve PZR
islemleri sirasinda eklenen gen bdlgesinde herhangi bir mutasyonun olup olmadigini
test etmek amaciyla yapilmistir. Sekans analizi ve dogrulamasi ticari firma tarafindan
analiz edilir.

Sekans analizi yapilan bdlgenin, PTH gen boélgesiyle % 95 oraninda benzerlik
gosterdigi, farklilik olusturan kismin ise plazmide ait bolgede bulundugu tespit

edilmistir.

Dizi analizi- PTH-pTZ57R/T niikleik asit sekans1 sonucu;3254 bp

66GACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACC
119GCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGC
178CACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGAT
23TTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGT
296GGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAA
355TAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTG
414ATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAA
473AAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGG
532CTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGC
591GAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC
650GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCTAGAT
709TacatATGATACCTGCAAAAGACATGGCTAAAGTTATGATTGTCATGTTGGCAATTTGT
T768TTTCTTACAAAATCGGATGGGAAATCTGTTAAGAAGAGATCTGTGAGTGAAATACAGCT
827TATGCATAACCTGGGAAAACATCTGAACTCGATGGAGAGAGTAGAATGGCTGCGTAAGA
886AGCTGCAGGATGTGCACAATTTTGTTGCCCTTGGAGCTCCTCTAGCTCCCAGAGATGCT
945GGTTCCCAGAGGCCCCGAAAAAAGGAAGACAATGTCTTGGTTGAGAGCCATGAAAAAAG
1004TCTTGGAGAGGCAGACAAAGCTGATGTGAATGTATTAACTAAAGCTAAATCCCAGTGA
1062AAATGAAECEAgatAATCGGATCCCGGGCCCGTCGACTGCAGAGGCCTGCATGCAAGC
1120TTTCCCTATAGTGAGTCGTATTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG
1178TGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTG
1236TAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTG
1294CCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCG
1352CGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCT
1410GCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGG
1468TTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAA
1526AGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCC
1584TGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTA
1642TAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCC
1700TGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCA
1758TAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGT
181 6GTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTG
1874AGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGAT
1932TAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTAC
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1990GGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCG
2048GAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTT
2106TTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTG
2164ATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGG
2222TCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTT
2280TAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATC
2338AGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCC
2396CCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAAT
2454GATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCC
2512GGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTA
2570ATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGT
2628TGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGC
2686 TCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGG
2T744TTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACT
2802CATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTT
2860TCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGA
2918GTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAA
2976AGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTG
3034TTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTA
3092CTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGG
3150AATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGA
3208AGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAA
3254ATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCT

4.4. Ptzr57R/T restriksiyon analizi

PTH gen ve pTZ57R/T vektorii BamHI ve EcoRI restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. Kesilen vektér ve gen agaroz jelde yiiriitiilerek teyit edilmistir. Jelde

yiiriitiilen PTH gen parcast jel ekstraksiyon kiti kullanilarak kesip alindiktan sonra

saflastirilma islemi gerceklestirilmistir.
DNA marker (100 bp)

l

3000
2906

pTZ57RIT
vektor

1000
348 PTH
100

Resim 3: pTZR57/R vektorii restriksiyon kesimi;
marker: 100 bp DNA ladder
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4.5. pPEGFP-NI vektor ligasyonu ve klonlama bulgusu

Kesilen PTH geni pEGFP-N1 vektor igerisine insert edilmistir. PTH geni tizerinde
tasarlanan stop kodona sahip primerler ile yalnizca PTH sentezleyen plazmid elde
edilmistir. Yeni primerler dizayn edilerek stop kodon kaldirilmis ve kontrol amagh
GFP+PTH sentezleyen yeni plazmidler elde edilmistir. Florasan mikroskop altinda
GFP kodlayan hiicreler gozlemlenmistir.

Klonlama stratejisinde olusturdugumuz vektoriin icerisindeki PTH geni BamH1 ve
EcoRI kesim noktalarindan kesilerek insert edilmistir. PTH geni PEGFP-N1 igerisine
standard klonlama metodlari ile uygulanmistir. PZR iiriinleri ekspresyon vektoriine
ligasyon metoduyla eklenip, ligasyon karigimi kompetent hiicre igerisine insert

edilmistir.

4.6. Plazmid eldesi

Bir sonraki klonlama siirecinde ilk adim istenilen rekombinant PTH geninin PZR ile
amplifikasyonudur. Elimizdeki PTH gen PZR iiriinii i¢in yeni primerler dizayn
edilerek sinyal sekresyonu olarak GFP-PTH transkripti elde edilmistir. PZR
tiriinlerinin biiyiikliigii 1 kbp DNA markerleri ile kiyaslanmistir. Uriinler dogru boyut
ve biyiikliige sahiptir. Plazmid DNA’s1 miktar1 spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. DNA konsantrasyonu; pEGFP-NI+PTH: 330 ng/ul ve PTH+NI1: 280
ng/ul plazmid elde edilmistir.
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4.7. pEGFP-N1 vektorii

Asel - 7- AT'TA_AT
Ndel - 234 - CA'TA_TG
SnaBlI - 340 - TAC'GTA
Pcil - 5052 - A'CATG_ T Nhel - 591 - G'CTAG_C
. Bmtl - 595 - G_CTAG'C
ApaLl - 4738 - G'TGCA _C Afel - 506 - AGC-GOT
Bglll - 609 - A'GATC_T
Xhol - 613 - C'TCGA G
HindIll - 622 - A'AGCT_T
BstBI - 627 - TT'CG_AA
ECORI - 629 - G'AATT_C
Acc65l - 641 - G'GTAC_C
Kpnl - 645 - G_GTAC'C
Nrul - 649 - TCG'CGA
A\ Ndel - 668 - CATA_TG
Avrll - 3971 - C'CTAG_G

-84 -C.TOCAS
PEGFP-N1 + PTH A
5110 bp

BspHI - 4332 - T'CATG_A

Bsal - 4123 - GGTCTCn'nnnn_

ApaLl - 853 - G'TGCA C
BstBI - 3816 - TT'CG_AA

Bbsl - 932 - GAAGACNNn'nnnn_
BamHI - 1036 - G'GATC_C
Agel - 1043 - A'CCGG_T
Btsl - 1269 - GCAGTG_nn'

Sapl - 3688 - GCTCTTCn'nnn_
Sapl - 3478 - GCTCTTCn'nnn_
BsrDI - 3367 - GCAATG_nn'
Pwull - 3240 - CAG'CTG
Fspl - 3236 - TGC'GCA BsrGl - 1765- T'GTAC_A
Mscl - 3216 - TGG'CCA Notl - 1778 - GC'GGCC_GC
PluTl - 3137 - G_GCGC'C Eagl - 1778 - C'GGCC_G
Sfol - 3135 - GGC'GCC Mfel - 1884 - C'AATT G
Narl - 3134 - GG'CG_CC Hpal - 1897 - GTT'AAC
Kasl - 3133 - G'GCGC_C Psil - 1917 - TTA'TAA
Eagl - 3040 - C'GGCC_G
Clal - 2974 - AT'CG_AT - dam methylated!

Btsl - 1973 - GCAGTG_nn'
Aflll - 2016 - C'TTAA G
Avrll - 2956 - C'CTAG_G Sspl - 2042 - AAT'ATT
Stul - 2955 - AGG'CCT Psil - 2122 - TTA'TAA
Pvull - 2632 - CAG'CTG
Sspl - 2595 - AAT'ATT
BspHI - 2560 - T'CATG_A

Sekil 12 : pEGFP-N1 vektoriine PTH gen bolgesi yerlestirilmis vektor haritasi
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4.8. GFP sinyali veren pEGFP-N1+PTH vektorii

Asel - 7-AT'TA_AT
Ndel - 234 - CA'TA_TG
SnaBl - 340 - TAC'GTA
Nhel - 591 - G'CTAG_C

Bmtl - 595 - G_CTAG'C
Afel - 596 - AGC'GCT
Bglll - 609 - AGATC_T
Xhol - 613 - C'TCGA G
Eco53KI - 618 - GAG'CTC
Sacl - 620 - G_AGCT'C
Hind1ll - 622 - AAGCT T
BstBI - 627 - TT'CG_AA
EcoRI - 629 - G'AATT C
Pstl - 638 - C_TGCA'G
Sall - 639 - G'TCGA_C
Acch5! - 645 - G'GTAC_C
Kpnl - 649 - G_GTAC'C
Sacll - 652 - CC_GC'GG
PspOMI - 653 - G'GGCC_C
Apal - 657 - G_GGCC'C
Acc65! - 660 - G'GTAC_C
Kpnl - 664 - G_GTAC'C
Xhol - 665 - CTCGA G
Ndel - 687 - CATA TG
Bglll - 779 - AGATC_T
Pstl - 867 - C_TGCA'G
ApaLl-872-G'TGCA C
Eco53kI - 896 - GAG'CTC
Sacl - 898 - G_AGCT'C
BamH| - 1042 - G'GATC_C
Agel - 1048 - ACCGG_T

Pcil - 5057 - A'CATG_T

ApaLl - 4743 - G'TGCA C

BspHI - 4337 - T'CATG_A

Avrll - 3976 - C'CTAG_G
! 1~

BstBI - 3821 - TT'CG_AA

BsrGI - 1770 - T'GTAC_A
Notl - 1783 - GC'GGCC_GC
Eagl - 1783 - C'GGCC_G
Mfel - 1889 - C'AATT_G

Hpal - 1902 - GTT'AAC

Psil - 1922 - TTATAA
Aflll-2021-C'TTAA G

Sspl - 2047 - AAT'ATT

Psil - 2127 - TTA'TAA

Pvull - 3245 - CAG'CTG
Fspl - 3241 - TGC'GCA
Mscl - 3221 - TGG'CCA

PluTI - 3142 - G_GCGC'C
Sfol - 3140 - GGC'GCC
Narl - 3139 - GG'CG_CC
Kasl - 3138 - G'GCGC_C

Eagl - 3045 - C'GGCC_G
Clal - 2979 - AT'CG_AT - dam methylated!
Avrll - 2961 - C'CTAG_G
Stul - 2960 - AGG'CCT
Pwull - 2637 - CAG'CTG
Sspl - 2600 - AAT'ATT

BspHI - 2565 - T'CATG_A

Sekil 13 : pEGFP-N1+PTH vektor haritasi
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4.9. Rekombinant PTH iiretimi

PEGFP-NI vektorine PTH geninin dogru yerlestirildigi belirlenen plazmidlerin
transfeksiyonu yapilmistir. Hiicre kiiltiiriinde elde edilen plazmidler transfeksiyon

kiti ile AGS ve Hel a hiicre hatlarina transfekte edilmistir.

4.10. Transfeksiyon ol¢iimii

AGS ve HeLa hiicre hatlarina transfeksiyon ajani kullanilarak PTH geni igeren
plazmidler hiicre icerisine transfer edilmistir. Her iki plazmidi igeren hiicreler 16
sa.lik inkiibasyondan sonra transfeksiyon reaktifi alinarak hiicreler PBS ile yikanip
serum ilavesi yapilmistir. 24 sa.lik inkiibasyondan sonra alinan serumlardan PTH
Olgtimii yapilmistir. Her iki plazmidin transfekte oldugu AGS ve Hela
hiicrelerindeki PTH seviyesi sirasiyla 1,2 pg/ml ve 1,4 pg/ml Slciilmiistiir. Olgiim

sonuglar1 transfeksiyonun basarili oldugunu gostermektedir.
4.11.Protein konsantrasyon ol¢ciimii

Transfekte hiicrelerden protein izolasyonu yapilmistir. Izole edilen proteinler
nanodrop cihazinda protein konsantrasyon Ol¢iimii yapilmistir. PTH+N1: 10.587
mg/ml ve EGFP-N1+PTH: 13.841 mg/ml olarak Ol¢iilmiistir. PTH geninin

transfekte edildigi hiicre hatlarinin morfolojik goriintiisii mikroskoptan alinmistir.
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Resim 4: AGS ve Hela hiicre hatti morfolojik goriintiileri; A,C ve E AGS hiicre hatt1 (40 X,10X,10X);
B, D ve F HelLa hiicre hatt1 goriintiileri (10X); E ve F; EGFP (Enhanced GFP) yesil florasan
protein sekresyon sinyali iireten proteinin, yesil florasan 151k altindaki goriintiisiidiir.
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4.12. SDS-PAGE analiz bulgusu

Protein marker (100 kDa)

kDa
100

80
60

50

40

GFP+PTH

roteini
30 P

25

20
10

Resim 5: GFP+PTH proteinin SDS-PAGE goriintiisii (36,3 kDa) (Protein ladder: 100 kDa)
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5. TARTISMA

Calismamizda hipoparatiroidizm tedavisine 1s1k tutacak ¢alismalarin deneysel olarak
hiicre kiiltlirti, hayvan modellemesi, hormon reseptor iligkilerinde ve hiicrede gen
aktariminin transfer yontemlerinin gelistirmesinde kullanilmak tizere rhPTH (1-84)

olusturup daha sonraki ¢caligmalara basamak olmasini saglamaktir.

Fizyolojik olarak PTH, Ca** homeostazisinde endokrin diizenleyici anahtar rolu
oynamasinin yaninda, Ca' metabolizmasini, osteoblastik ve renal tiibiiler
hiicrelerdeki reseptorleri aktive ederek kemik ve mineral metabolizmasini Ca+2, P,
Mg*? ve PTH’nin arasindaki dengeyle gergeklestirir [86, 87]. Paratiriodektomi
sonrast gelisen veya idiopatik hipoparatiroidi sonrast mineral kemik rahatsizligi,
hipokalsemi, hiperkalsiru, hiperfosfatemi ve Mg*? diisiikliigii genel olarak kemik ve
bobrek rahatsizliklari ile gelisen baslica hastaliklardir [88, 89]. Paratiroidektominin
yanisira Ozellikle total tiroidektomi operasyonlarindan sonra %10 oraninda gegici
hipoparatiroidizm goriilebilmektedir. Yapilan arastirmalarda ve Saglik Bakanliginin
2013 wverilerine gore iilkemizde yilda 100 bin civarinda tiroid cerrahisi
uygulanmaktadir. Tiroid ameliyatlarinin biiylik c¢ogunlugu hipoparatiroidizmle
iliskisiz olmasina ragmen operasyonu gegiren vakalarin %1-3’tinde komplikasyonlar
ortaya cikmakla birlikte, bildirilen kalict hipoparatiroidizm olasiligt %0,5-6,6
arasinda degismektedir. Bu verilere gore yillik insidans 100.000’de 18,6 oldugu
yapilan arastirmada saptanmistir. Bu da her yil aym1 oranda kalict hipoparatiroidi
teshisi konan hasta oranini artirmasi ve yayginlig itibari ile bu alanda yapilacak tiim

caligmalar da biiyiik nem arz etmektedir [90, 91].

Parathormon ¢ok sayida ¢alismanin ana konusudur. PTH’nin ve PTH etkili anabolik
ajan analoglarinin kemik modellemesinde 6nemli fonksiyonu vardir [92, 93].
Paratiroid hormonun osteoblast proliferasyonu, osteoblastik apoptozu Onleme,
osteoklast inhibisyonu gibi anabolik etkisi mevcuttur. Molekiiler modiilasyon
stireciyle baglantili olan bu olusumlar iizerindeki rolii tam olarak belirlenememesinin

yaninda, bu alanda yapilan arastirmalar halen devam etmektedir [94-97].

Oncelikle PTH nin biyolojik aktivitesinin sorumlu molekiiler mekanizmay1 anlamak

ve biyoaktivitesi ile ilgili yapisal Ozelliklerinin bilinmesi gerekir. Bu amacgla,
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proteinin konformasyonel calismalar1 yayinlanmaktadir [98, 99]. Parathormonun aa
dizilimi ile yapilan galismalarin bir ¢ogunda N-terminal ve C-terminal ayri ayri
olarak c¢alisilmaktadir [100]. Calismalarda agirlikli olarak biyolojik aktivitenin
gerceklestigi  diislintildigiic. N terminal {izerinde durulmaktadir [99, 101].
Parathormonun yapi-fonksiyon ¢aligmalar1 sonucunda, genel olarak bozulmamis olan
tim biyolojik aktivitelerinin, N-terminal dizilimindeki ilk 34 aa’lik kisimdan
sorumlu oldugu ispat edilmis ve tiim hormonun biitiiniine benzer kemik aktivitesini
gerceklestirdigi belirlenmistir. [98, 102, 103]. Bu arastirmalar sonrasinda birgok
klinik ¢aligmalarda N-terminal sekansimnin 34 aa’lik peptid kullanilarak tedavi
yontemleri uygulanmigtir [100, 104]. Ticari anlamda ilk olarak 2002 yilinda
kullanilmaya baslanan Teriparatid, [94] rekombinant insan PTH (1-34) peptidi olup,
kemik kirilmalart i¢in yiliksek riskli olan veya daha 6nceki osteoporoz tedavilerine
yanit vermemis, bunlari tolere edemeyen idiyopatik ve hipogonadal postmenopozal

kadinlar i¢cin FDA onayi alinarak tedavilerde kullanilmaktadir [75, 105-107].

Yapilan hem in vitro hem de in vivo ¢alismalar, paratiroid hormonun C-terminal
kisminin da kemikte nemli biyolojik etkilere sahip olabilecegini gdstermektedir.
Bringhurst ve arkadaslar1 [108], C-PTH parcalarinin osteosit apoptozunu
artirabilecegini ve osteoblastlarin daha onceki hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, PTH'nin
en azindan son 30 veya daha fazla amino asidi igeren C-terminal fragmanlarinin
alkalin fosfataz iiretimini uyaracagim1 ve diger osteoblast aktiviteye sahip
olabilecegini de gostermislerdir. PTH'nin C terminal kismi i¢in ayr1 bir reseptoriin

mevcut olduguna dair ¢alismalar da bulunmaktadir [109].

Parathormonun (1-34) anabolik ajan olarak kullanimi ilk olarak osteoporoz
tedavisinde kullanilmaya baglanmistir [103, 110]. Parathormonun hiicresel
mekanizmasi, osteoporoz tedavisinde kullanilan ve kemik formasyonunu stabile eden
antirezorptif ajanlardan farkli olarak kemik yapimini artirir [92, 111-113]. Bu
sebeple kemik iizerine etkisi farkli kullanimlarda anabolik ve katabolik oldugundan,
rPTH’ nin kullanimi1 ve uygulanmasinin sekli yiiksek 6nem arz etmektedir. Uygulama
sekline bagli olarak kemik formasyonunu ve rezorbsiyonunu arttirabilir veya
azaltabilir [114]. Parathormon, aralikli enjeksiyonla verildiginde, iskelet {izerinde
gicli anabolik etkiler sergiler [79, 89]. Giinlik enjeksiyonlar serum PTH

seviyesinde aralikli yiikselmeye, osteoblastik uyarilmaya ve kemik yogunlugunda
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artisa, kortikal ve trabekiiler yiizeylerde yeni kemik olusumuna, dolayisiyla kemik
kiitlesi ve giiciinde artisa yol actigi kanitlanmistir [94, 115, 116]. Fakat devamli
infiizyonlar serum PTH seviyesini siirekli yiikselterek ciddi kemik rezorbsiyonuna ve
kemik mineral yogunlugunda azalmaya neden oldugu da gosterilmektedir.
Arastirmalart devam eden PTH (1-34)’nin, 40 yas iizeri kadinlarda gelisen nonossetz
kanserlerdeki oran ve kanser insidansindaki belirgin fark anlamli olarak goriilmiistiir.
Yapilan ¢alismalar da PTH/PTHrP reseptoriiniin kemik ve bobreklere ek olarak,
bircok normal doku, epitelyal ve endotel kaynakli, meme ve bobrek kanseri de dahil
olmak {izere bazi kati timorlerde bulunmustur. Kullanilan ticari PTH’nin halen risk
grubunda varolmast PTH kullanimint smirlandirmigtir. Su ana kadar insanda
osteosarkomaya sebep oldugu ile ilgili higbir ¢aligma yoktur [81, 117]. Ancak
uygulama sirasinda teorik olarak kemik dis1 kanser indiiksiyonu olasiligina dair
arastirmalar ve kanser Oykiisii olan hastalarda yapilan klinik gozlemler sonucu riski
yiikselttigi belirlenmistir [118].

Hayvanlarda kanserojenlik caligmalar1 géz oniine alindiginda, osteosarkom igin
artmig risk altinda olabilecek hastalarda teriparatidin ve muhtemelen diger PTH
peptidlerinin kullanilmasini 6nlemek igin bazi uyarilar yapilmistir. PTH tedavisinin
kanser indiikleme yoniinde endiselendiren mevcut kanitlarin varligindan dolayi, son
bes yil iginde kanser dykiisii olan hastalarda kullanimi kisitlandirilmistir [82].
Calismamizda deneysel amagh kullanimmi amagladigimiz rekombinat N-terminal
PTH (1-84), PTH (1-34)"lin aksine dogal hormondur ve bu nedenle bu hastalikta
tedavide daha giivenilir sonug verme olasiligi fazladir [75, 93, 119]. PTH'nin (1-84)
etkin yarilanma 6mrii PTH (1-34) den daha uzundur. Hipoparatiroidizmli hastalarda
hipokalsemi tedavisinde konvansiyonel terapide kalsiyuma ve vitamin D kullanimi
gereklidir. PTH (1-84) analogunun, giinde bir kez etkili dozla kullanilabilen ilk
calismalara gore, oral kalsiyum ve D vitamini ihtiyacini belirgin olarak azaltirken
serum Ca' degerinde daha az dalagalanmayla dengede tuttufunu gdstermistir.
Parathormonun (1-84) likk kismui hipoparatiroidi i¢in bir terapi olarak kullanimini,
teriparatid ile karsilagtirildiginda, farkli biyolojik etkilere sahip olabilecegi akla
yatkindir. Yapilan ¢ift kor ¢alismada, giinde ortalama 100 g rhPTH (1-84) veya
plasebo ile 6 ay boyunca karsilastirilmis ve kisa siirede, normal Ca*? seviyelerini
korumak igin aktif D vitamini ve Ca*? takviyelerine olan ihtiyag, ilac1 alan grupta
sirastyla %50 ve %11 oraninda diismiistiir. Daha uzun siiren ¢alismalarda, thPTH (1-

84) replasman tedavisi bu avantajlar1 gostermeye devam etmistir. Cusano ve
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arkadaslarinin ¢alismalarinda, oral Ca*? ve vitamin D gereksinimlerinin azaltilmasi
anlamh bulunmus ve siirdiiriilen serum Ca*? diizeyleri ile birlikte bes yillik bir siire
boyunca muhafaza edilmistir [120, 121].

Amerikan gida ve ilag kurumu tarafindan Ocak 2015'te Natpara-rhPTH (1-84),
ABD'de onaylanan insan PTH'sinin ilk biyomiihendislik kopyasi oldu. Fakat
Natpara’nin CaSR mutasyonlar1 sonucu hipoparatiroidizmhastalarinda ve akut post-
cerrahi hipoparatiroidizmli hastalarda calisilmamis olmasi PTH (1-84) igin gelecek
donemde daha detayli galismalara gereksinim duyulmaktadir. Serum fosfat ve/veya
kalsiyum fosfat tirliniiniin kabul edilebilir aralikta muhafaza edilebilmesi, geleneksel
tedavinin optimizasyonuna ragmen, hiperkalsiiri veya olumsuz bir idrar biyokimyasal
tag risk profili nedeniyle bobrek komplikasyonlar: riskinin artabilecegi, Hastada
nefrokalsinoz, nefrolitiazis veya kronik bébrek hastaligi komplikasyonlar1 varligi,
gastrointestinal sistem degiskeninden Ca™ ve D vitamini emilimini etkileyecek
inflamatuvar bagirsak hastaligi veya ¢olyak hastaligi, kalsiyum algilayan reseptorde
gelisen mutasyonlarin varligi gibi sorularin, hipoparatiroidi de tedavi segenegi haline
gelebilmesi icin, daha uzun vadeli arastirma sonuglarinin verilerine ihtiya¢ vardir.
Ca*? metabolizmasinin bozulmasma bagli olusan rahatsizhiklar arastirmak icin
molekiiler ve genetik teknikler kullanilmaya devam edilerek, bu problemin yonetimi
ile ilgili yeni bilgiler edinilmeye ve gelistirilmesine devam edilmektedir [122, 123].
Farmasotik riinler, rekombinant DNA ile yapilan ilk biyoteknolojik tiriinlerdir.
Rekombinant {retilerek kullanilan biyofarmasétikler tizerindeki ¢alismalar ve
gelismeler hizla devam etmektedir. Hipoparatiroidizm tedavisinde 6ngoriilen ve FDA
onayli rekombinant peptidler, hastalifin sonuglarini 1iyilestirmeye yonelik
kullanilmaktadir. Kemik olusumunu kemik emiliminden daha fazla tesvik eden ve
serum Ca' seviyesini dengede tutmaya yonelik kullanilan anabolik maddeler,
hipoparatiroidizm hastalar i¢in ideal terapiler olmaya adaydir. Diger PTH ve PTHrP
analoglarmin ileri tetkikleri gereklidir, zira mevcut tedavilerin bazi sorunlarinin
iistesinden gelebilecek alternatif anabolik iskelet ajanlar1 gibi davranma
potansiyeline sahiptirler.

Sonug olarak, elde ettigimiz insandaki aktif formda olan rekombinant PTH, kemikler
icin de anabolik yeni bir ajan sinifinda degerlendirilmektedir. Kemik miktarini
arttirmasiyla osteoporoz tedavisinde ve daha detayli caligmalar yapildiktan sonra

hipoparatiroidizm de PTH ilag olarak kullanima aday bir proteindir [124].
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6. SONUC ve ONERILER

Parathormonun rekombinant olarak elde edilmesi sonrasinda, ticari ve deneysel
olarak ¢ok sayida c¢alismada kullamilmistir. Yapilan deneysel c¢alismalar
gostermektedir ki, PTH aralikli uygulandiginda, kan kalsiyum diizeyini
diizenlemekte ve kemik mineral yogunlugunu artirmaktadir. Stirekli uygulamada ise
kemik rezorpsiyonuna neden oldugu kanitlanmistir. Osteoporoz tedavisinde PTH’nin
diger konvansiyonel tedavi yollariyla kombinasyonu ve giivenli bir sekilde uzun

stireli kullanimi igin daha ayrintili denemeler ve galigmalar gereklidir.
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