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OZET

INSAN SLC6A4 VE Caenorhabditis elegans ORTOLOG GENI MOD-5’IN
KARSILASTIRILMASI
YUKSEK LISANS TEZi
GULSUM SARITAS
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC, DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU)
BALIKESIR, MAYIS - 2026
Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT), merkezi sinir sistemi ve periferik dokularda ¢ok
sayida fizyolojik siirecin diizenlenmesinde rol oynayan onemli bir monoamindir.
Serotonin sinyalinin diizenlenmesinde kritik dneme sahip olan serotonin geri alim tasiyici
proteini (SERT), insanlarda SLC6A4 geni tarafindan kodlanmaktadir. Serotonerjik
sistemin evrimsel olarak korunmus olmasi bu sistemin farkli organizmalarda
karsilastirmali olarak incelenmesine olanak saglamaktadir. Bu baglamda, Caenorhabditis
elegans’ta serotoninin geri alimindan sorumlu olan MOD-5 geni, insan SLC6A4 geninin
fonksiyonel homologu olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, insan SLC6A4
geni ile C. elegans MOD-5 geni arasindaki genetik ve promotdr diizeyindeki
benzerliklerin biyoinformatik araglar kullanilarak belirlenmesi ve serotonerjik sistemin
kanserle olan iligkilerinin degerlendirilmesidir. Calismada NCBI, BLAST, BioEdit,
Primer3, EPD ve KEGG Pathways gibi biyoinformatik veri tabanlar1 ve analiz araglari
kullamilmistir. Yapilan dizisel hizalama analizlerinde, SLC6A4 ve MOD-5 genleri
arasinda 250 bg ile 2840 bg arasinda degisen bolgelerde anlamli benzerlikler tespit
edilmistir. Protein dizileri {izerinden gerceklestirilen BLAST analizlerinde ise iki gen
arasinda yaklasik %85 oraninda amino asit benzerligi oldugu belirlenmistir. SLC6A4 ve
MOD-5 genlerine 6zgii olarak tasarlanan primerlerin hedef genlerle %100 benzerlik
gosterdigi saptanmistir. Ayrica SLC6A4 geninin promotdr bolgesi NCBI ve EPD veri
tabanlar1 kullanilarak belirlenmis ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan
diizenleyici bolgeler tanimlanmistir. KEGG Pathways analizleri, serotoninin MAPK ve
PI3K/Akt gibi kanserle iligkili sinyal yolaklarinda etkili oldugunu gostermistir. Ayrica
farkli kanser ve saglikli hiicre hatlarinda SLC6A4 mRNA seviyesi arastirilmistir. Dul45,
PC-3, Ln-Cap, Saos-2, HT-29 ve HUVEC hiicre hatlarinda goézlenen ifade seviyesi
UALCAN platformunda saglikli ve tiimor dokularinda da analiz edilmistir. Genin bu
dokulardaki metilasyon seviyeside incelenmistir. Elde edilen bulgular, MOD-5 geninin
insan SLC6A4 geninin fonksiyonel bir homologu oldugunu desteklemekte ve serotonerjik
sistemin kanser biyolojisinde 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymaktadir. Bu ¢alisma,
serotonerjik sistemin molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasma katki saglamakta ve
gelecekte yapilacak deneysel ve terapotik caligmalara altyapi olusturabilecek niteliktedir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyoinformatik, Caenorhabditis elegans, MOD-5,
SLC6A4

Bilim Kod / Kodlar1: 20326/20332 Sayfa Sayisi: 62



ABSTRACT

COMPARISON OF HUMAN SLC6A4 AND Ceanorhabditis elegans
ORTHOLOGOUS GENE MOD-5
MSC THESIS
GULSUM SARITAS
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU )
BALIKESIR, JUNE - 2026

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is an important monoamine that plays a key role
in the regulation of numerous physiological processes in both the central nervous system
and peripheral tissues. The serotonin reuptake transporter protein (SERT), which is
essential for the regulation of serotonergic signaling, is encoded by the SLC6A4 gene in
humans. The evolutionary conservation of the serotonergic system allows comparative
studies across different organisms. In this context, the MOD-5 gene in Caenorhabditis
elegans, responsible for serotonin reuptake, is considered a functional homolog of the
human SLC6A4 gene. The aim of this study was to determine the genetic and promoter-
level similarities between the human SLC6A4 gene and the C. elegans MOD-5 gene using
bioinformatic tools, and to evaluate the relationship between the serotonergic system and
cancer. Bioinformatic databases and analysis tools including NCBI, BLAST, BioEdit,
Primer3, EPD, and KEGG Pathways were used in this study. Sequence alignment analyses
revealed significant similarities between the SLC6A4 and MOD-5 genes in regions
ranging from 250 bp to 2840 bp. Protein-based BLAST analyses demonstrated
approximately 85% amino acid sequence similarity between the two genes. The primers
designed specifically for SLC6A4 and MOD-5 showed 100% similarity with their target
genes. In addition, the promoter region of the SLC6A4 gene was identified using the NCBI
and EPD databases, and regulatory regions involved in gene expression were
characterized. KEGG Pathways analysis indicated that serotonin is involved in cancer-
related signaling pathways, including MAPK and PI3K/Akt. In addition, SLC6A4 mRNA
levels were investigated in different cancer and healthy cell lines. Expression levels
observed in Dul45, PC-3, Ln-Cap, Saos-2, HT-29, and HUVEC cell lines were also
analyzed in healthy and tumor tissues using the UALCAN platform. The methylation level
of the gene in these tissues was also examined. The findings of this study support that the
MOD-5 gene is a functional homolog of the human SLC6A4 gene and demonstrate that
the serotonergic system plays a significant role in cancer biology. This study contributes
to the understanding of the molecular mechanisms of the serotonergic system and provides
a foundation for future experimental and therapeutic studies.

KEYWORDS: Bioinformatics, Caenorhabditis elegans, MOD-5, SLC6A4
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1. GIRiS

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) 60 y1l 6nce kesfedilmis olmasina ragmen, serotonin
ve reseptorlerinin incelenmesi, kardiyovaskiiler, dolagim, sindirim ve iireme sistemleri ile
merkezi sinir sistemi (CNS) dahil olmak iizere hemen hemen tiim Onemli organ
sistemlerinde tibbi 6neme sahip norotransmiterdir (Berger, 2009). Serotoninin sinaptik
araliktaki diizeyini belirleyen en 6nemli faktorlerden biri, presinaptik sinir terminallerinde
bulunan serotonin tasiyict proteinidir (SERT). Memelilerde bu proteini kodlayan gen
SLC6A4, serotoninin geri alimmi saglayarak sinaptik iletim siiresini smirlar ve

norotransmisyonun diizenlenmesinde kritik gorev iistlenir.

Model sistemlerden biri olan Caenorhabditis elegans, basit sinir agi, hizli iireme
kapasitesi ve genetik olarak manipiilasyona uygun yapist sayesinde norobiyolojik
mekanizmalarin arastirilmasinda sik¢a kullanilan bir organizmadir. C. elegans’ ta SERT
homologu olan MOD-5 geni, memeli SLC6A4 geninin fonksiyonel karsilig1 olup, benzer

bicimde serotonin geri alim mekanizmasini kontrol eder.

Bu ¢alisma, SLC6A4 ve MOD-5 genlerinin ifade paternlerini inceleyerek memeli ve
nematod serotonin tastyicilarinin  karsilagtirmali  olarak  analiz  edilmesine

odaklanmaktadir.

1.1 Serotonin Metabolizmasi
Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT), esansiyel bir aminoasit olan triptofandan
sentezlenen, merkezi sinir sisteminde baglica bir ndrotransmitter olarak gorev yapan;
gastrointestinal sistemde lokal mediyatdr fonksiyonuna sahip ve dolagim sisteminde

vazoaktif etkiler gésteren ¢ok yonlii bir biyojenik monoamindir (Yabut, 2019).

Serotoninin ilk izolasyonu 1948 yilinda Rapport ve caligma arkadaglari tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu siire¢, trombositlerde bulunan ve damar daralmasina yol agan bir
maddenin tanimlanmasina yonelik uzun stireli arastirmalar sonucunda tamamlanmastir.
Maurice Rapport ve Irvine Page, yiiriittiikleri ¢alismalar neticesinde serotonini basariyla
karakterize etmislerdir. Mohammad-Zadeh ve arkadaslari ise bu molekiilii, Latince serum
ve Yunanca tonic kelimelerinden tiireterek “serotonin” olarak adlandirmistir. Aym
donemde italyan bilim insam Vittorio Erspamer, gastrointestinal sistemde yer alan

enterokromaffin hiicrelerden izole ettigi ve enteramin olarak isimlendirdigi bir bilesigi

1



tanimlamistir. Daha sonra Reid ve Rand, 1952 yilinda serotonin ve enteramin olarak ayr1
ayr1 tanimlanan bu maddelerin aslinda ayn1 molekiil olan 5-hidroksitriptamin oldugunu

ortaya koymustur (Curran, 2012)

Sekil 1.1:Serotoninin molekiiler yapis1 (WebQC.Org, 2026)

1.2 Serotonin Biyosentezi
Serotoninin biiyiikk bir bolimi (%95°ten fazlasi) gastrointestinal sistemde yer alan

enterokromafin  hiicrelerde sentezlenmekte ve burada bagirsak motilitesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Kalan yaklagik %5°1ik kism1 ise merkezi sinir
sisteminde presinaptik serotonerjik ndronlarda, epifiz bezinde ve katekolaminerjik
noronlarda tiretilmektedir. Plateletlerde serotonin sentezi ger¢eklesmemesine ragmen,
merkezi sinir sistemi disindaki en onemli serotonin depolar1 plateletlerdir. Plateletler,
enterokromafin hiicrelerden salinan serotonini serotonin tasiyict proteini (SERT)
araciligiyla hiicre i¢ine alarak dolasimdaki serotonin diizeylerinin diisiik tutulmasina katki
saglamaktadir. Doku hasar1 durumunda ise depolanan serotonin, platelet agregasyonu ve
pthtt olusumuna destek olmak amaciyla hasarli bolgeye salinmaktadir. Serotoninin
kontrollii salinimin1  saglamak {izere hiicre icinde organellerde depolandig:

bildirilmektedir (Curran, 2012).
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Sekil 1.2: Periferik serotonin sentezi (Karmakar, 2021)

Serotonin sinyal iletiminde gdrev alan temel yapilardan biri serotonin geri alim tastyici
proteini olup serotonin tasiyict (SERT) veya 5-hidroksitriptamin tasiyici (5-HTT) olarak
adlandirilmaktadir. insanlarda bu tastyici protein, 17q11—ql2 kromozomal bdlgesinde
lokalize olan SLC6A4 geni (sekil 1.16) tarafindan kodlanmakta ve serotoninin sinaptik
araliktan presinaptik hiicre i¢ine tasinmasini saglayan bir monoamin tasiyici protein olarak

islev gormektedir (Cinar, 2020)
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Sekil 1.3: Serotonin sentezine yakindan bakis (Karmakar, 2021)

Serotonin geri alim tasiyici proteini; Na*/Cl- bagimli serotonin tasiyici, serotonin
tasiyicisi-1 ve ¢Ozilinen tasiyict ailesi 6 (ndrotransmitter tasiyici) iiye 4 olarak da

adlandirilmaktadir. SLC6A4 geninin promotdr bolgesinde yer alan tekrar uzunluguna



sahip bir polimorfizmin, serotoninin geri alim hizim etkiledigi bildirilmistir. Bu genetik
varyasyonun; ani bebek oOlim sendromu, Alzheimer hastalarinda gozlenen agresif
davraniglar, travma sonrasi stres bozuklugu ve duygusal travmaya maruz kalan bireylerde

depresyona yatkinlik ile iligkili oldugu gdésterilmistir (Cinar, 2020).
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Sekil 1.4: Serotonin Biyosentezi: Periferik ve merkezi serotoninin etkileri (Walther,
2003)

1.3 Periferik Sistemde Sentezlenen Serotoninin Islevleri

1.3.1 Beyaz yag dokusu’nda (WAT) Serotoninin Rolii
Glikoz ve lipitler i¢in dnemli bir depodur. Bagirsak EC hiicreleri ve mikrobiyomunun yani

sira, serotonin de WAT tarafindan sentezlenebilir (Sekil 1.5). Son kanitlar obez farelerin
WAT'inda Tphl gen ekspresyonunun ve serotonin iceriginin arttigini gostermektedir.
Serotonin sadece WAT'in degil ayn1 zamanda kahverengi yag dokusu (BAT)'in da enerji

homeostazisinde rol oynar (Yabut, 2019).
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Sekil 1.5: Serotonin ve yag doku (Watanabe, 2017)

1.3.2 Pankreasta Serotoninin Rolii
Pankreas adaciklari, sirasiyla glukagon ve insiilin salgilayan o ve P hiicrelerinden

olustuklar1 i¢in glisemik kontrol agisindan 6nemlidir. Gebelik sirasinda pankreas 3
hiicreleri, sirastyla 5-HT2B ve 5-HT3 reseptor sinyallemesi yoluyla B hiicre kiitlesini ve
glikoz uyarili insiilin salgilanmasini artiran 5-HT sentezler. Ek olarak, 5-HT, diyetle
indiiklenen insiilin direnci durumunda insiilin salgilanmasin1 diizenler ve perinatal 3 hiicre
cogalmasin1 uyararak yetiskin B hiicre kiitlesini kontrol eder (Parki, 2021). Pankreas
adaciklari, 5-HTP ile tedavi edildiklerinde serotonin iiretimini arttirir, bu da serotonin
sentezi i¢in dogal bir kapasiteye isaret eder. Serotonin ve insiilin, salg1  -graniillerinde

ayn1 yerde bulunur ve glikoz tarafindan uyarildiginda birlikte salgilanir (Yabut, 2019).
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Sekil 1.6: Serotonin ve pankreas (Miller School Of Medicine, 2025)



1.3.3 Bagirsak Hareketliliginde Serotoninin Rolii
Viicuttaki serotoninin yaklasik %951, bagirsak bakterileri tarafindan triptofandan

sentezlenen 5-hidroksitriptamin (5-HT) formunda bulunmakta olup, 6zellikle peristaltik
hareketlerin diizenlenmesi ve duygusal modiilasyon siireglerinde kritik bir rol
oynamaktadir. Bunun yani sira 5-HT; stres yanit1 ve bagimlilik gibi davranissal siireglerin
diizenlenmesinde, sirkadiyen ritim ve serebellar fonksiyonlar basta olmak iizere merkezi
sinir sistemi iizerinde ve ayrica gastrik ile pankreatik sekresyonlarin kontrolii gibi

gastrointestinal iglevlerde etkili oldugu bildirilmektedir (Aydin, 2021).
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Sekil 1.7: Bagirsak-beyin ekseni ve serotonin metabolizmasi (Aydin, 2021)

1.3.4 Karacigerde Serotoninin Rolii
Sumara ve ark., serotonin tarafindan HTR2B aktivasyonunun, karaciger glikoneogenezini

tesvik ettigini ve glikoz alimin1 inhibe ederek, aclik donemlerinde kan sekeri seviyelerini
artirdigin1 bulmuslardir. Ek olarak bagirsaktan tiiretilen Tphl serotonin sentezinin bloke
edilmesinin fareleri diyet kaynakli insiilin direncinden korudugunu gosterdiler. Bu
gozlemlere dayanarak hepatositlerdeki serotonerjik sinyallemenin glukoz {retimini

diizenledigi goriilmektedir (Yabut, 2019).
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Sekil 1.8: Karaciger ve serotonin (Watanabe, 2017)

1.3.5 Safra Kesesinde Serotoninin Rolii
Periferik serotonin, safra asitlerinin safra kesesinden duodenuma atilmasini, safra

asitlerinin ileumda yeniden emilmesini ve portal ven plazmasindaki safra asitleri

konsantrasyonunun ylikselmesini saglar (Yabut, 2019).
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Sekil 1.9: Safra asidi dongiisiiniin periferik serotonin tarafindan diizenlenmesi
(Watanabe, 2017)

1.3.6 Kalp Kasi ve Iskelet Kasinda Serotoninin Rolii
Serotoninin sirastyla iskelet ve kalp kasinda metabolik ve gelisimsel etkileri vardir (Sekil

1.10). Kiltirlenmis miyotiiplerde ve sican soleus kasinda serotonin, potansiyel olarak

HTR2A'in aktivasyonu yoluyla glikoz alimini artirir (Yabut, 2019).
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Sekil 1.10: Iskelet kas1 ve serotonin (Watanabe, 2017)

1.3.7 Bagisiklik Sisteminde Serotoninin Rolii
Serotonin sinyali, T hiicrelerinin aktivasyonunu ve ¢ogalmasini uyarir, dendiritik

hiicrelerin (DC) olgunlasmasini tesvik eder, B hiicresi gelisimini destekler, NK
hiicrelerinin ~ sitotoksisitesini  arttirir  ve makrofajlarin M2  fenotipine dogru
polarizasyonunu uyarir. Ote yandan serotonin sinyali, M1 makrofaj polarizasyonunu

inhibe eder (Yabut, 2019).

Sekil 1.11: Serotonin sinyallemesinin bagisiklik sisteminin farkli bilesenleri iizerindeki
etkileri (Karmakar, 2021)

1.4 Merkezi Sinir Sisteminde Sentezlenen Serotoninin Islevleri
Serotonin (5-HT), beyinde hayati 6neme sahip olan limbik sistemini etkilemektedir.



Limbik sistem duygu, davranis, isteklendirme, uzun siireli hafiza ve koku almak dahil

olmak iizere gesitli islevleri desteklemektedir (Yabut, 2019).

1.4.1 istah ve Besin Ahminda Serotoninin Rolii
Genel olarak, merkezi serotonerjik sistemler omurgali tiirlerinde beslenme davranislarini

bastirir ve merkezi serotoninin tilkenmesi kemirgenlerde hiperfajiye ve viicut agirligi
artisina neden olur. Serotoninin istah lizerindeki baskilayici etkilerinin 6ncelikle HTR2C

tarafindan yonlendirildigi goriilmektedir (Yabut, 2019).

1.4.2 Enerji Aliminin Diizenlenmesinde Serotoninin Rolii
Istahin ve enerji alimmin diizenlenmesine ek olarak, merkezi serotonin de enerji

harcamasinin arttirilmasinda rol oynar (Yabut, 2019).

1.5 Serotonin Reseptorleri
Reseptorlerin asil islevi biyolojik kompartimanlar arasinda iletisimi saglamaktir. En

onemlisi de hiicre disindan hiicre igine bilgi iletimini gerceklestirmesidir. Yani hiicre igine
giremeyen molekiillerin varliginin ve konsantrasyonunun hiicre i¢ine bildirilmesidir
(Kart1l 'Y, 2023). Reseptorler hiicre i¢i ve hiicre ylizey reseptorleri olarak ikiye
ayrilmaktadir. Bu reseptorler hiicre ici veya sitoplazmik olarak da bilinir. Bir hiicrenin
sitoplazmasinda bulunurlar ve siklikla hayvan plazma hiicre zarmin lipit ¢ift katmanini

gecebilen hidrofobik ligandlar tarafindan hedeflenirler (Alberts, 2002).
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Sekil 1.12: Reseptor tiirleri (Ozdogan, 2025)
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Sekil 1.13: Hiicre i¢i reseptorlerinin ¢alismasi (Charles Sturt Universty, 2025).

Bu reseptorlere ayni zamanda transmembran reseptorleri de denir. Bunlar hiicrelerin
ylizeyinde bulunan ve plazma zarmi kaplayan proteinlerdir. Kendileri plazma
membranindan gegemeyen ligandlara baglanirlar. Bunlar genellikle hidrofilik ligandlardir

veya gecemeyecek kadar biiyiik olanlardir (Alberts, 2002).
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Sekil 1.14: Hiicre yiizey reseptorleri (Ozdogan, 2025).

Serotonin reseptorleri kompleks genler tarafindan kodlanir. Insanda serotonin
reseptOrlerinin siniflandirilmasina bakildiginda 14 tipi oldugu goriiliir. 5-HTRI, 5-
HTR2... 5-HTR7 olmak tiizere smiflara ayrilir. Bu simiflarinda kendi i¢inde benzerlik
gostermesiyle 5S-HTR1D, 5-HTR1B... gibi alt siiflar1 vardir. Bu siiflandirma reseptor
agonistleri kullanilarak yapilan c¢alismalar sonucunda olusturulmustur. Serotonin
reseptorlerinden altist G-protein bagli reseptor iken 5-HTR3 ligand kapili Na+/K+ iyon
kanal1 icermesi bakimindan digerlerinden farklidir (Cinar, 2020). Yedi farkli serotonin
reseptorii (HTRx) ailesi, dokuya 6zgii dagilimlara sahiptir ve dort farkli asagi yonlii sinyal
yolu halinde gruplandirilabilir.
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Sekil 1.15: Serotonin reseptor ekspresyonu ve sinyal yollart (Yabut, 2019)

Tablo 1.1: Serotonin reseptorlerinin bulundugu bolgeler ve islevleri (Karmakar,
2021)’dan uyarlanmistir

RESEPTORALTUNITRESI  SINYAL MEKANIZMASI VUCUTTA BULUNDUGU YER ETKiSI
5-HT1A Gi, + cAMP Rafhe Gekirdegi ve Beyin Hafiza Merkezi ( Uykuyu, i ve kaygiy!
Hipokampus)
5-HT1B Gi, ¥ cAMP Substantia nigra (SN) ya da Kara madde, 0 inhibisy d
globus
Pallidus, Bazal gangliyonlar
S5-HT1D Gi, ¥ cAMP Beyin Damar Daralmasi ( Vasoconstriction )
S5-HT1E Gi, ¥ cAMP Korteks, Hipokampus Hafiza
5-HT1F Gi, ¥ cAMP Globus Pallidus (Bazal gangliy Damar D
temel gikig bolgesidir. ), Putamen Kabuk)
5-HT2A Gq, * IP3 Platelletler ve Beyin Korteksi( Serebral Hucresel uyanm, kas
Korteks) kasiimasi
5-HT28 Gg, *1P3 Mide istah
5-HT2C Gq, TIP3 Substantia nigra (SN) ya da Kara madde, Anksiyete
Hipokampus
5-HT3 Na+ -K+ lyon kanali Area Postrema (beyin sapindaki kusma Kusma
merkezi), Enterik Sinir Sistemi (Agizdan
baglayip bagirsaklara kadar uzanan sinir
sistemidir.)
5-HT4 Gs, T cAMP Cortex, DUz Kas Gut Metabolizmasi
5-HT5A,B Gi, ¥ cAMP Beyin Hareket, Uyku
5-HT6 Gs, T cAMP Beyin Biligsellik, écrenme
5-HT7 Gs, * cAMP Beyin Ruh Hali, Hafiza, Uyku

1.6 SLC6A4 Geni ve Kodladig: Protein: Serotonin Tasiyic1 (SERT)
SLC6A4 geni, norotransmiterlerin sinaptik bosluklardan presinaptik noronlara geri

alinmasi yoluyla serotoninin etkisini sonlandiran serotonin tastyicisint (5-HTT) kodlar.
Serotonin geri alim inhibitorii antidepresanlar (6rnegin, SSRI'lar, SNRI'ler, vortioksetin
ve vilazodon) dogrudan serotonin tasiyicisina baglanarak serotoninin geri alimini bloke
eder. En cok c¢alisilan varyant, SLC6A4 promoter bolgesindeki (rs4795541/5-HTTLPR)
varyantidir (Sekil 1.16). SLC6A4 genotipi antidepresanlarla iliskiler agisindan yaygin
olarak caligilirken, epigenetik modeller de arastirilmis ve 5S-HTT ekspresyonuna ve beyin

aktivitesine katkida bulundugu gosterilmistir (Bousman, 2023)
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Sekil 16: SLC6A4 geni (Cinar, 2020)

1.7 Serotonin ve Kanser
“Asla iyilesmeyen bir yara” olarak kabul edilen kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz

cogalmast ve bagisiklik sisteminin anormal tanimmmasiyla karakterizedir. Serotonin
sinyallemesinin kanser iizerindeki etkileri: Serotonin sinyali, MAPK ve PI3K/Akt sinyal
yoluyla kanser hiicrelerinin proliferasyonunu uyararak ve apoptozisini inhibe ederek

tiimoriin ilerlemesini destekler (Karmakar, 2021).

e 5-HTR1IA/ 18 s 5-HTR4
_.___VE*HT?L',‘J’"’ E T uvy UV\LL_
(Gani ) G [ Gs |
/7Q PI3K y G
Ras
MEK PIP? —— PIP2 E
| PDK1
v

roliferation Cancer cells A

Sekil 1.17: Serotonin sinyallemesinin kanser lizerindeki etkileri (Karmakar, 2021)
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Sekil 1.18: Serotonin ve kanser (Karmakar, 2021)

Serotonin metabolizmasinda gorevli olan reseptorlerin farkli kanser hiicrelerinde

PR

ifadelerinin degistigi gdzlemlenmistir.

1.7.1 Meme Kanserinde Serotonin Yolu
Meme kanseri, az sayida prognostik belirteg ile diinya ¢capinda kadinlarda en sik goriilen

kanser tiiriidiir (Barmanbay, 2022 ). Insan meme kanseri hiicre hatlart MCF7 ve T47D'de
yiiksek diizeyde TPH1 ekspresyonu, bunlarin biiylikk miktarda serotonin
sentezleyebildigini gostermektedir. MCF7 ve insan meme kanseri dokulari, serotonin
reseptor alt tipi 5S-HTR2A ve 5-HTR3A'y1 eksprese eder (Karmakar, 2021; Barmanbay,
2022).

Y con 0 00
1 0, 1 po |
CHm i »CO; . - 2 4= Ot
P — N S RTAT N
w
B

X g Tryptophan-5-
Serotonin(5- m L-amino  5-hydroxytryptophan hydroxylase Tryptophan

hydroxytryptamine)

Sekil 1.19: Serotoninin meme kanseri ilerlemesi lizerindeki etkilerini (Barmanbay,
2022)
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1.7.2 Akciger Kanserinde Serotonin Yolu
Klinisyenler, depresyonu olan akciger adenokarsinomu hastalarinda, depresyonu olmayan

kisilerle karsilagtirildiginda anlamli derecede yiiksek serum serotonin diizeyleri
gozlemlediler. Ek olarak, 5-HTR1A ve 5-HTR1B gibi serotonin reseptor alt tiplerinin
tiimor dokularindaki ekspresyonu da depresyon hastalarinda daha yiiksektir. Lewis
akciger kanseri (LLC) allograft modelinde, periferik serotoninden yoksun fareler, timor
biliylimesinde 6nemli Ol¢lide azalma gosterdi. Bu da serotoninin akciger kanserinin

ilerlemesinde rol oynadigin1 gostermektedir (Karmakar, 2021).

1.7.3 Kolon Kanserinde Serotonin Yolu
Kolon kanserinde serotonin, kanser hiicresi proliferasyonunu ve anjiyogenezi modiile eder

ve bu da sonucta tiimoriin ilerlemesiyle sonuglanir. Kolon kanseri hastalarinda serum

serotonin seviyeleri yiiksektir bulunmustur (Karmakar, 2021).

Insan kolon kanseri hiicre hattt HT29 aym1 zamanda 5-HTR1, 5-HTR3 ve 5-HTR4'in
ekspresyonunu da gosterir. Serotonin, esas olarak 5-HTR1A, 5-HTR1B, 5-HTR3 ve

5-HTR4 yoluyla HT29 hiicreleri iizerinde mitojenik ve anti-apoptotik etkiler gosterir.
Kolon kanserinde serotonin, kanser hiicresi ¢cogalmasini ve sonugta tiimdriin ilerlemesiyle

sonu¢lanan anjiyogenezi modiile eder (Karmakar, 2021).
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Sekil 1.20: Kolon Kanseri (Kannen, 2020)
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1.7.4 Kolanjiyokarsinom’da (Safra Kanal Kanseri) Serotonin Yolu
Kolanjiyokarsinom en yikici intrahepatik ve ekstrahepatik safra kanali kanserlerinden

biridir. Saglikl1 bireylerle karsilastirildiginda kolanjiyokarsinom hastalarinin serumunda
daha yiiksek serotonin seviyeleri tespit edilmistir. Bunu da, kolanjiyokarsinom hiicre
hattinin  serotonin biyosentetik enziminin (TPH1) daha yiiksek ve daha diisiik
ekspresyonunu gostermesiyle agiklanabilir. Serotonin, 5-HTR1A, 5-HTR2A, 5-HTR2B,
5-HTR4 ve 5-HTR6 sinyalleme yoluyla kolanjiyokarsinom hiicrelerinin biiyiimesini ve
cogalmasimi destekler. Kolanjiyokarsinom hiicreleri serotonin sentezleyebildigi gibi

serotonine de otokrin yanit verebilir (Karmakar, 2021).
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Sekil 1.21: Kolanjiokarsinom (Safra Kanali Karsinomu) (Sia, 2013)

1.7.5 Hepatoseliiler Kanserde (HCC) Serotonin Yolu
Hepatoseliiler kanser (HCC) hiicreleri, insan HCC hiicre hatlart Huh7 ve HepG2'nin hiicre

sagkalimin1 ve proliferasyonunu doza bagimli bir sekilde destekledigi bulunmustur.
Serotoninin bu etkileri 5-HT reseptorleri araciligiyla gerceklesir. HCC'li 176 hasta
arasinda, 5-HT1B ve 5-HT2B reseptorleri sirasiyla %32 ve %35 oraninda ifade edilmistir.
Kimyasalla indiiklenen HCC fare modelinde de serum serotonin seviyelerinin yukari
regiile edildigi gosterilmistir, bu da HCC'nin prognozu ve ilerlemesinde rol oynadigim
diistindiirmektedir. 5-HTR1B ve 5-HTR2B sinyal yollar1 araciligtyla serotonin, MAPK
yoluyla ERK1/2'nin fosforilasyonuyla serumdan yoksun kosullar altinda Huh7 ve HepG2

insan HCC hiicre hatlarinin proliferasyonunu destekler (Karmakar, 2021).
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1.7.6 Glioblastomada Serotonin Yolu
Beyindeki glial hiicrelerin kanseri olan Glioblastoma, en o6liimciil kanser tiirlerinden

biridir. Depresyon ve psikolojik sikinti, glioblastoma ilerlemesi agisindan daha kétii
sonugclarla iligkilidir. Glioblastoma hiicre hatlar1 5-HTR 7 reseptor alt tipini eksprese eder.
Glioma dokular1 ayrica 5-HTRSA alt tipini de eksprese eder, ancak 5-HTR5A'nin
ekspresyonu, yiiksek dereceli gliomada diisiik dereceli gliomaya gore daha diisiiktiir
(Karmakar, 2021). Mikroortamdaki sinaptik monoaminler, tiimor biiylimesini ve
anjiyogenezi etkileyebilir. GBM hiicreleri oldukca spesifik bir mikroortamda bulunur ve
birgok salgilanan faktdre maruz kalir. Sinaptik yariktan hem dopamin hem de serotoninin
tasimast hem GBM hiicreleriyle hem de ¢evredeki endotel hiicreleriyle etkilesime
girebilir. Bu hiicrelerin monoaminler i¢in reseptorler ifade ettigi goz oniline alindiginda,
bu reseptorlerin aktivasyonu, GBM'nin baslangicini ve ilerlemesini ve ayrica endotel
hiicre davranisint etkileyebilir. Her bir ndrotransmitter i¢in ¢ok cesitli reseptorler
mevcuttur; bu da her tiimoriin ve ¢evresindeki stromal hiicrelerin spesifik bilesiminin, bu
norotransmitterlerin etkisinde kritik bir rol oynayacagi anlamina gelir. Ornegin, bazi
serotonin reseptorlerinin MAPK sinyallemesini ve gen ekspresyonunu etkileyebildigi
gosterilmistir. Benzer sekilde, dopamin reseptdrlerinin aktivasyonu, tiimdr hiicrelerinin
hiicre dongiisii durumunu degistirebilir. Bu nedenle, mikroortamda bulunan monoaminler,
GBM ilerlemesinde 6nemli bir oyuncu ve potansiyel yeni bir terapdtik hedef olabilir

(Caragher, 2018).
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Sekil 1.22: Glioblastoma iizerine serotoninin etkisi (Caragher, 2018)

1.7.7 Mesane Kanserinde Serotonin Yolu
Insan mesane kanseri hiicre dizisi HT1376 ve insan mesane kanseri dokularinda farkli

serotonin reseptor alt tiplerinin eksprese edildigi bulunmustur. Serotonin, mitojenik bir
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etki gosterir ve HT1376 hiicrelerinin proliferatif potansiyelini 5-HTR1A yoluyla ve daha
giicli bir sekilde 5-HTR1B araciligiyla arttirir. Sonug olarak, idrar kesesi kanserinde 5-
HTR1B antagonistlerinin kullanilmasi terapotik bir alternatif olabilir (Karmakar, 2021).

1.7.8 Prostat Kanserinde Serotonin Yolu
Prostat kanseri (PCa), diinya ¢apinda yiiksek 6liim oranina sahip 6nemli bir malignitedir.

PCa'nin biiylik ¢ogunlugu androjen reseptoriinii (AR) ifade eden adenokarsinom (yani
prostat adenokarsinomu olarak teshis edilirken, %1'den az1 AR negatif olan de novo
noroendokrin PCa olarak teshis edilir (Tang, 2025). Androjene duyarli (PC3, DU145) ve
androjene duyarli olmayan (LCaNP, hPCP) prostat kanseri hiicre hatlarinda cesitli
serotonin reseptor alt tipleri eksprese edilir. Serotonin, insan prostat kanseri hiicre
hatlarimin (PC3, DU-145, LCaNP, hPCP, vb.) biliylimesini ve c¢ogalmasini uyarir.
Serotonin, 5-HTR1A, 5-HTR1B, 5-HTR2B ve 5-HTR4 sinyalleme yoluyla prostat kanseri
hiicreleri tizerindeki proliferatif etkisine aracilik eder. Serotonin, prostat kanserinde
mitojenik MAPK/ERK ve PI3K/Akt sinyal yollarin1i modiile eder ve PC-3 prostat kanseri
hiicre hattinda MAPK yoluyla ERK1/2'nin fosforilasyonunu uyarir (Karmakar, 2021).

Neuroendocrine Hypothesis for BPH
a b

Transition Zone in Young human male Transition Zone in Aged human male

Sekil 1.23: Prostat kanseri (Carvalho-Dias, 2017)

1.7.9 Yumurtahk Kanserinde Serotonin Yolu
5-HTR1A, 5-HTR1B, 5-HTR2B ve 5-HTR4, yumurtalik malignitelerinin yani sira normal

yumurtalikta da eksprese edilir. Yapilan bir caligmada bu reseptorlerin iyi huylu ve invaziv

olmayan tiimor formlarinda asir1 eksprese edildigini, oysa bu reseptorlerin
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ekspresyonunun over tiimorlerinin daha invazif formlarinda asagi regiile edildigini
bulmuslardir. Tiimdr boliimlerine ek olarak, farkli yumurtalik kanseri hiicre hatlar1 ayrica
5-HTR1A, 5-HTRIB, 5-HTRI1D'nin asir1 ekspresyonunu gosterir. Ancak normal
yumurtalik hiicreleriyle karsilastirildiginda yalnizca SW626, UWB1.298 ve CaOV3 hiicre
hatlar1 5-HTR2B'nin asir1 ekspresyonunu gosterir (Karmakar, 2021).

1.7.10 Melanomada serotonin Yolu
Yapilan bir caligmada metastatik uveal melanom hiicre hattinda 5-HTR2B'nin bu diizensiz

ekspresyonunun temel olarak proteozomun hiicrelerde 5S-HTR2B'yi par¢alayamamasindan
kaynaklandigimi ortaya ¢ikard:. Insan derisi melanom hiicre hatlar1 IPC-298, 5-HTR2A,

5-HTR2B ve 5-HTR2C'nin yapisal bir ifadesini gosterir. Bu ¢aligmada diger ¢alismalarin
aksine serotoninin, melanom hiicre ¢ogalmasinin radyasyona bagli inhibisyonunu

arttirdigin1 gosterilmistir (Karmakar, 2021).

Tablo 1.2: Farkli kanser hiicrelerinde serotonerjik sistem (Karmakar, 2021)’dan
uyarlanmistir

Serotonin reseptorii (5-
HTR) alt tipleri ifade edildi

insan hepatoseliiler karsinom hiicre gizgileri (Huh7 ve HepG2), insan HCC dokulan ve fare
ksenograft modelleri.

Hepatoselliiler kanser 1A, 1B, 2B, 7

Prostat kanseri Prostat kanseri hiicre dizileri (PC3, DU-145 ve LCaNP) ve insan prostat kanseri dokusu. 1A, 1B, 1D, 2A, 2B, 2C, 4

Hormona duyarh hiicre gizgileri (MCF7 ve T47D), Uglii negatif meme kanseri hiicre

Meme ianser] cizgileri (MDA-MB-231, HCC-1395 ve Hs578T) ve insan meme kanseri dokulari.

1B, 2A, 2B, 3A, 4, 7
Fare kolon kanseri hiicre dizileri (CT26 ve MC38), insan kolon kanseri hiicre dizisi (HT29)

Kolon kanseri A
ve insan kolon kanseri dokusu.

1A, 1B, 3, 4
insan pankreas kanseri hiicre cizgileri (AsPC-1, BxPC-3, Capan-2, CFPAC-1, HPAC, PANC-

Pankreas kanseri
nt : 1 ve SW1990PANC-1 ve MIAPaCa-2) ve insan pankreas kanseri dokusu mikrodizileri.

insan yumurtalik kanseri hiicre dizileri (SKOV3, HEYAS, 2774, ES2, TOV112D, OV90,

g .
umurtalik kanseri SW626, UWB1.298 ve CaOV3) ve insan yumurtalik kanseri dokulari

1A, 1B, 2A, 2B, 4

Melanom Uveal melanom hiicre dizisi, insan derisi melanom hcre dizisi (IPC-298) 2A, 2B, 2C

Glioblastoma hiicre cizgileri ((U-373 MG, U-138MG, U-87 MG, DBTRG-05MG, T98G, H4,

Glloblastoma CCF-STTG1 ve Hs 683) ve insan glioblastoma dokulari. a5
Lewis akciger kanserinin in vivo far, li lu h i
Akciger kanseri 9 i ! are modeli ve depresyonlu hasta akciger 18
adenokarsinomu érnekleri
Safra kanal kanseri 3 ; 2 T
3 7 Kolanjiyokarsinom hiicre gizgileri (Mz-Cha-1, Huh-28, Hucc-T1, CCLP-1, SG231, TFK1) 1A, 2A, 2B, 4, 6
(Kolanjiokarsinom)
idrar kesesi kanseri insan mesane kanseri hiicre dizisi (HT1376) 1A, 1B, 1D, 2A, 2B, 2C
Pl ta ki i : - t
AsENE Sanser Insan trofoblast hiicre gizgileri (JEG3 ve BeWo) 2A

(Koriokarsinom)

1.8 SERT ve Kanser
Calismalar, serotoninin cesitli kanser tiirlerinde tlimoér olusumunda, biliylimesinde ve

metastazinda onemli bir sinyal molekiilii oldugunu bildirmistir. Serotonin geri alim
tastyicilart (SERT) ve membran serotonin reseptorleri (HTR), tiimor gelisiminin

diizenlenmesinde rol oynar. Serotoninin SERT tarafindan alinmasi, serotonin geri
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doniigiimii ve yikiminda vazgecilmez bir siiregtir. Caligmalar ayrica, hiicre i¢i serotoninin
cesitli proteinlerle kovalent baglar olusturan 6nemli bir sinyal diizenleyicisi oldugunu
bildirmistir. Transglutaminaz 2 (TG2) tarafindan transamidasyon yoluyla katalize edilen
bu siireg, g¢esitli protein 6zelliklerini ve gen transkripsiyonunu diizenler. Caligsmalar,
sertralin gibi segici serotonin geri alim inhibitorlerinin (SSRI'lar), SERT aktivitesini

inhibe ederek antineoplastik etkiler gdsterdigini bildirmistir.

SERT aracili ekzojen alim ve endojen sentezi tiimor hiicreleri i¢in hiicre i¢i serotonin
bulunabilirligini diizenler. Serotonin biyosentezi, Triptofan hidroksilaz (TPH) katalizli
Triptofan (Trp) katabolizmasiyla ilerler. Trp, hiicrelere disaridan alinan esansiyel amino
asittir (EAA). Protein sentezinde yer almasinin yani sira, Trp ayrica TPH veya indolamin
2,3-dioksijenaz (IDO) katalizli katabolizmaya ugrayabilir ve boylece tiimdr hiicrelerinde

serotonin ve onkojenik metabolit kiniirenin (Kyn) iiretebilir.

Sinirli sayida calisma, 6zellikle kolon kanserinde, hiicrelerin serotonin metabolizmasinin
homeostazini ve SERT yoklugunda buna karsilik gelen degisiklikleri diizenledigi
mekanizmalart degerlendirmistir. Bir bagka c¢alismada, SERT'i hedeflemenin kolon
kanserinde Trp geri alimin1 ve katabolizmasini tesvik ederek telafi edici bir etki

olusturdugu bulunmustur (Ye, 2021).

1.9 Potansiyel Bir Terapotik Hedef Olarak Serotonin Sinyal Yolu
Halihazirda iyi bilinen serotoninin bir ndrotransmitter olarak islev gérmesi ve cesitli

psikiyatrik ve norolojik bozukluklardaki roliiniin yani sira, serotonerjik yolagin timor
olusumunda da rol oynadig1 gosterilmistir. Cesitli in vitro ve in vivo ¢aligsmalar, serotonin
ve 5-HT reseptdr alt tiplerinin hiicre cogalmasi, anjiyogenez, istila, go¢ ve metastazdaki
roliinii géstermistir. Akciger kanseri hiicreleri, melanom hiicreleri ve CRC de dahil olmak
tizere ¢coklu kanser hiicrelerinin genetik modelleri, timorlerdeki serotonin seviyelerinin
timdr biiyltimesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigini gostermistir. Serotonin bir onkogen
gorevi gorse de tiimor biiylimesi tizerindeki etkisi belirsiz ve karmasiktir. Bu, etkilerinin,
ekspresyonu dokuya 6zgii olabilen 5-HT reseptorleri araciligiyla aracilik ettigi gercegiyle
aciklanabilir. Bagka bir hipotez, serotoninin mitojenik etkisinin doza bagl oldugu, yiiksek
dozlarin hiicre proliferasyonunu tesvik ettigi ve diisiik dozlarin tiimoér damarlarinda
vazokonstriksiyona neden olarak tiimor bilylimesinin inhibisyonuna yol agtigidir. Buna

karsilik, cesitli genetik calismalar akcigerde, bobrekte, osteosarkomda ve Hodgkin
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olmayan lenfomada 5-hidroksitriptamin reseptdr 1B geninde (HTR1B) azalma oldugunu
gostermistir; bu da serotoninin 5-HTB reseptorii ile etkilesime girdiginde bir timor
baskilayict olarak davranabilecegini diisiindiirmektedir. Baz1 veriler, 5-HT reseptor
ifadesinin yalnizca dokuya 0zgii olmadigini, ayni zamanda insan kanserlerinde de
diizensiz hale geldigini 6ne siiriiyor. Ornegin insan kolanjiyokarsinomunda 5-HT 1B, 1F,
2B, 3C ve 7 hiicre ¢izgileri asag1 dogru diizenlenirken diger tiim alt tipler yukar1 dogru
diizenlenir. 5-HT1B ve 5-HT2B reseptor alt tipleri, normal karaciger hiicrelerine kiyasla
karaciger tiimor hiicrelerinde onemli Slgiide asir1 eksprese edilir. Bu nedenle, cesitli
kanserlerdeki 5-HT reseptor alt tiplerinin kapsamli analizi ve daha iyi anlasilmasi, etkili

hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine yardimci olabilir.

5-HT reseptorleri, SERT ve serotonin sentez yollar1 potansiyel farmakoterapi hedefleri
olarak incelenmistir. MSS bozukluklarimin tedavisi i¢cin SSRI'lar gibi ¢cok sayida serotonini
hedef alan ilag mevcuttur ve bunlarin antikanser ajanlart olarak faydalan
degerlendirilmektedir. SSRI'lar sinaptik yarik ve plazmadaki serotonin diizeylerini
artirmalarina ragmen sasirtict bir sekilde tiimor olusumuna katkida bulunmazlar. Bunun
yerine, bazi SSRI'larin in vitro sitotoksik etkiler gosterdigi ancak daha yiiksek
konsantrasyonlarda oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, SSRI'larin antidepresan dozlariyla
tedavi edilen hastalarda elde edilen konsantrasyonlar ¢ok daha diisiik oldugundan,
bunlarin antikanser ajanlari olarak kullanimlari sinirli olabilir. Serotonin yolunu hedef
alan diger ajanlar arasinda SSA'lar bulunur. Octreotid ve lanreotid su anda NET ile iliskili
karsinoid sendromun tedavisi i¢in onaylanmistir ve bunlarin metastatik NET'teki
antiproliferatif etkileri de iyi bilinmektedir. Daha yakin zamanlarda, bir TPH inhibitorii
olan TE, metastatik NET ve kolanjiyokarsinom gibi diger kanserlerde
degerlendirilmektedir. Serotoninin yukaridaki fonksiyonlarinin disinda, son zamanlarda
serotoninin periferik bagisiklik sistemiyle, 6zellikle de T hiicreleriyle etkilesime girdigine
dair artan kantlar vardir. Bagisiklik sistemindeki serotonin sinyallemesinin kesin
mekanizmasi belirsiz olmasina ragmen, ¢alismalar 5-HT'nin bagisiklik uyarici bir etkiye
sahip oldugunu ve 5-HT1A reseptor antagonistlerinin in vitro T hiicresi proliferasyonunu
ve sitokin liretimini azalttigim1 gostermektedir. Ayrica SSRI fluoksetinin T hiicrelerinde
immiinosiipresif bir rol sergileyebilecegi de gdzlenmistir. Bildigimiz kadariyla serotoninin
insan kanserleri {izerindeki immiinomodiilatér etkisi ¢ogunlukla bilinmemektedir.
Immiinoterapi (I0) ¢aginda, bir 5-HT hedefleme ajaninin 10'nun cesitli kanserlerdeki

etkisini gliclendirip giiclendiremeyecegini gérmek ilging olacaktir (Balakrishna, 2021).
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1.10 Serotoninin Memelilerde ve Caenorhabditis elegans’da Sentezlenmesi
Model organizma olarak yaygin kullanilan nematod Caenorhabditis elegans, serotonin

sentezi ve fonksiyonunun anlasilmasi agisindan benzersiz avantajlar sunar. C. elegans’ ta
serotonin biyosentezi, memelilerdekiyle homolog enzimler olan TPH-1 ve AADC
homologlar tarafindan yiiriitiiliir (Sekil1.24). Ancak bu siireg, basit ve 1yi haritalanmis bir
sinir sistemi i¢inde yalnizca belirli ndron tipleri tarafindan gerceklestirilir; 6rnegin NSM
ve ADF noronlar1 beslenme ve ¢evresel algi ile iliskili serotonerjik merkezler olarak gorev
yapar. Genetik manipiilasyon kolayligi ve davraniglarin ndron-néron seviyesinde
izlenebilir olmasi, C. elegans’1 serotoninin davranigsal plastisite, duyusal islemleme ve
homeostatik karar verme mekanizmalarindaki roliinii incelemek i¢in giiclii bir model
haline getirir. Memeliler ile C. elegans arasinda serotonin sentezi mekanizmalarinin hem
korunmus hem de tiirlere 6zgii yonleri, norotransmitter biyolojisinin evrimsel temelini
anlamada 6nemli bir ¢er¢eve sunar. Ayrica bu iki sistemin karsilagtirmali analizi, karmasik
sinir sistemlerine sahip organizmalardaki serotonerjik islevlerin daha basit model
sistemlerden elde edilen bulgularla nasil iligkilendirilebilecegini gostermesi bakimindan
biiylik bilimsel degere sahiptir. Bu tez caligmasi, serotonin sentezinin molekiiler
temellerini, ilgili genetik diizenleyicileri ve her iki organizmadaki fizyolojik sonuglari
inceleyerek, serotonerjik sistemin evrimsel siirekliligi ve fonksiyonel ¢esitliligi hakkinda

biitlinciil bir bakis saglamay1 amaglamaktadir (Balakrishna, 2021).
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Sekil 1.24: Serotoninin memelilerdeki (Sekil A) ve Caenorhabditis elegans’daki (Sekil
B) sentezi (Curran, 2012)

1.11 Model Organizmamiz; Caenorhabditis elegans (C. elegans)
Caenorhabditis elegans, kisa yasam dongiisii ve iyi tamimlanmis gelisimsel evreleri

sayesinde molekiiler biyoloji ve ndrobilim caligmalarinda yaygin olarak kullanilan bir
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model organizmadir. Uygun laboratuvar kosullarinda (20-22 °C), yasam dongiisii

yaklagik 3—4 giin i¢inde tamamlanmaktadir (Bozkurt, 2023).

Yasam dongiisii, embriyonik donem, dort larval evre (L1-L4), ¢evresel kosullara bagh
olarak ortaya cikabilen dauer evresi ve eriskin donem olmak {izere siniflandirilmaktadir.
Embriyonik gelisim yaklagik 14 saat slirmekte ve bu siire¢ sonunda larva yumurtadan
cikmaktadir. Ardisik larval evreler sirasinda organizma biiyilir ve her evre, kutikula
degisimi (molting) ile sonlanir. Sinir sistemi biiytik 6lciide larval evreler boyunca organize

olmakta ve eriskin donemde fonksiyonel olgunluga ulagsmaktadir (Bozkurt, 2023).

Olumsuz cevresel kosullar altinda C. elegans, metabolik olarak baskilanmis ve uzun siire
hayatta kalabilen dauer larvasi evresine girebilmektedir. Dauer evresi, noroendokrin
sinyallerle siki bi¢cimde diizenlenmekte olup serotonin basta olmak iizere birgok

norotransmitter sisteminin bu siiregte rol oynadig1 gosterilmistir (Bozkurt, 2023).

Sekil 1.25: Caenorhabditis elegans (Sternberg, 2025.)
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Sekil 1.26: C. elegans’ 1n yasam dongiisii (Sternberg, 2025.)

1.11.1 Caenorhabditis elegans’1s Model Organizma Olarak Tercih Etmemizdeki
Nedenler
Caenorhabditis elegans, molekiiler biyoloji, genetik ve norobilim alanlarinda yaygin

olarak kullanilan, basit yapili ancak yiiksek derecede bilgi saglayan bir model
organizmadir. Bu organizmanin model sistem olarak tercih edilmesinin baslica nedenleri
arasinda kisa yasam dongiisiine sahip olmasi, laboratuvar kosullarinda kolay ve diisiik
maliyetle kiiltiire edilebilmesi ve genetik manipiilasyona son derece elverisli bir yapiya

sahip olmasi yer almaktadir (Brenner, 1974)

C. elegans’n sinir sistemi yalnizca 302 ndérondan olusmakta olup bu néronlarin tamami
arasindaki  kimyasal ve elektriksel sinaptik baglantilar ayrintili  bigimde
haritalandirilmistir. Bu 6zellik, belirli genetik degisikliklerin ndronal devreler ve davranis
tizerindeki etkilerinin hiicresel diizeyde analiz edilmesine olanak tanimaktadir (Bargmann,
1998). Ozellikle serotonerjik sistem gibi evrimsel olarak korunmus ndrotransmitter
yolaklarinin incelenmesinde C. elegans, basitligi ve yiiksek fonksiyonel korunum diizeyi

sayesinde onemli avantajlar sunmaktadir.

Ayrica C. elegans genomunun biiyiik bir kism1 insan genomu ile fonksiyonel benzerlik
gostermektedir. Insan hastaliklariyla iliskili genlerin &nemli bir boliimiiniin C. elegans’ta

ortologlarmin  bulunmasi, bu organizmay:r noropsikiyatrik ve ndrogelisimsel
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bozukluklarin molekiiler mekanizmalariin arastirilmasinda degerli bir model haline

getirmektedir (Kaletta, 2006).

Seffaf viicut yapisi sayesinde canli organizma iizerinde floresan raporlayicilar kullanilarak
gen ekspresyonu ve hiicresel siiregler gercek zamanli olarak izlenebilmektedir. Buna ek
olarak RNA girisimi (RNAi), mutasyon analizi ve transgenik yaklasimlarin kolaylikla

uygulanabilmesi, C. elegans’in deneysel esnekligini artirmaktadir (Fire, 1998).

Bu ozellikler goz oniinde bulunduruldugunda, C. elegans; serotonerjik sinyalizasyon,
serotonin tastyicilart  ve bunlarin  davramigsal ¢iktilar iizerindeki etkilerinin
arastirilmasinda giiclii, giivenilir ve translasyonel degeri yiiksek bir model organizma

olarak one ¢ikmaktadir.

1.11.2 C. elegans’ta Serotonin Sentezi
Tanimlanmig kimyasal ve elektriksel sinapslarla birbirine baglanan ve yalnizca 302

noérondan olusan sinir sistemine sahip olan nematod Caenorhabditis elegans, tim hayvan
davraniglarint yonlendiren evrimsel olarak korunmus serotonerjik sinyalizasyon
yolaklarinin ¢oziilmesi i¢in ideal bir model organizma olarak kabul edilmektedir

(Bargmann, 1998; Chase, 2007)

C. elegans’ta serotonin, memelilerdeki triptofan hidroksilaz enzimiyle yliksek derecede
homoloji gésteren TPH-1 enzimi tarafindan sentezlenmektedir. Serotonin iiretimi, baslica
alt1 farkli néron grubunda gerceklesmektedir. Bunlar; HSN, NSM, ADF, VC4, VCS5 ve
CP1-CP6 noronlaridir (Sze, 2000; Bargmann, 1998). ADF noronlari, ¢cevresel bakteriyel
sinyallerin algilanmasinda gorev almakta olup faydali ve patojenik bakterilerin ayirt
edilmesini saglar. Bu duyusal bilgi, beslenme davranisinin diizenlenmesi ve patojenlerden
kacinma yanitlarinin olusturulmasinda serotonin araciligiyla merkezi sinir sistemine
iletilmektedir (Sze, 2000). HSN noéronlar ise, organizmanin besin durumuna bagli olarak
yumurtlama (egg-laying) davranisinin diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir.
Yiyecege erisimin artmasiyla birlikte HSN kaynakli serotonin salinimi artmakta ve

yumurtlama orani1 yiikselmektedir (Chase, 2007).

Buna ek olarak, NSM ve ADF néronlarindan salinan serotonin, yalnizca davranissal

ciktilar1 degil, ayn1 zamanda g¢evresel stres sinyallerinin germ hattina iletilmesini de
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saglamaktadir. Ozellikle 1s1 stresi, AFD termal duyusal néronlari tarafindan algilanmakta
ve serotonerjik sinyalizasyon araciligtyla germ hattina aktarilmaktadir. Bu mekanizmanin,
cevresel kosullara uyum ve nesiller arasi fizyolojik diizenleme agisindan 6nemli oldugu

gosterilmistir (Curran, 2012).
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Sekil 1.27: C. elegans’taki serotonin sentezine yakindan bir bakis (Curran, 2012)

1.11.3 C. elegans’ta SLC6A4 Benzeri Gen; MOD-5
Serotonin sinyalizasyonunun siiresi ve siddeti, sinaptik araliktaki serotonin diizeylerinin

diizenlenmesiyle kontrol edilmektedir (Bargmann, 1998; Chase, 2007). C. elegans’ta bu
diizenlemede gorev alan temel gen MOD-5tir. MOD-5, memelilerdeki serotonin tasiyicisi
olan SLC6A4 (SERT) geninin fonksiyonel homologudur ve serotonin’in presinaptik

noronlara geri alimindan sorumludur (Ranganathan, 2001).

MOD-5 proteininin islevsel kayb1 veya aktivitesinin azalmasi, sinaptik aralikta serotonin
birikimine yol a¢gmakta ve buna bagli olarak serotonerjik sinyalizasyonun stiresi
uzamaktadir (Chase, 2007). Bu durum, C. elegans’ta c¢esitli davranigsal fenotiplerle
iligkilendirilmistir. Yapilan ¢alismalar, MOD-5 mutantlarinda artmig serotonin
diizeylerine bagli olarak lokomotor aktivitede azalma, beslenme davranisinda
degisiklikler ve ozellikle yumurta birakma (egg-laying) davraniginda artis meydana
geldigini gostermektedir (Jafari, 2011; Sze, 2000). MOD-5 aracili serotonin geri alim

mekanizmasi, serotonerjik noronlarin fonksiyonel biitiinliigliniin korunmasinda ve
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ndrotransmitter dengesinin saglanmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Bu nedenle mod-5,
C. elegans’ta serotonin temelli davranissal ve molekiiler caligmalar i¢in 6nemli bir hedef

gen olarak kabul edilmektedir (Bargmann, 1998; Chase, 2007)
J

Sekil 1.28: MOD-5"in 3D yapisi (Curran, 2012)

1.12 Amag
Bu calismanin amaci, SLC6A4 ve MOD-5 genleri arasindaki yapisal ve fonksiyonel

benzerlikleri ¢ok yonlii molekiiler ve biyoinformatik yaklasimlar kullanarak ortaya
koymaktir. Bu dogrultuda, oncelikle iki genin dizisel benzerlikleri biyoinformatik
analizlerle incelenmis; ardindan promotor bolgeleri belirlenerek ortak transkripsiyon
faktorlerinin baglanma potansiyeli degerlendirilmistir. Genlerin biyolojik islevlerine
iligkin siirecleri anlamak amaciyla KEGG Pathway analizleri gergeklestirilmis; son olarak
farkli hiicre hatlarinda ve C. elegans 6rneklerinde SLC6A4 ve MOD-5 genlerinin PZR
amplifikasyonlar1 yapilarak jel elektroforezi ile var-yok analizi ger¢eklestirilmistir. Bu
kapsamli1 yaklasim, genlerin evrimsel iliskilerini, diizenleyici mekanizmalarin1i ve
biyolojik rollerini daha iyi anlamay1 hedeflemektedir.

[.Calismamizda ilk olarak SLC6A4 ve Mod-5 Genlerinin benzerliklerini biyoinformatik
analizlerle belirledik.

II.Promotor bdlgelerini tespit edip benzer Transkripsiyon faktorlerinin baglandig:
bolgeleri belirledik.

III.Genlerin KEGG Pathway uygulamasiyla yolak analizlerini yaptik.

IV.Genlerin String uygulamasiyla hangi proteinler ile interaksiyona girdigini gosterdik.
V.SLC6A4 geninin UALCAN platformunda saghkli ve tiimorlii dokulardaki ifde
profillerini ve promoter metilasyonlarini belirledik.

VLFarkli hiicre hatlarinda SLC6A4 geninin PZR’in1 yaptik. Daha sonrasinda Jel

elektroforezi ile goriintiileme yapip var-yok analizi yaptik.
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2. MATERYAL-METOD
2.1 Materyaller

2.1.1 Calismada Kullanilan Kimyasallar
Bu arastirma sirasinda kullanilan tim malzemeler molekiiler biyoloji deneylerinde

kullanilabilecek saflikta ve sterilliktedir. PZR deneyleri sirasinda kullanilan enzimler ve
kimyasallar Fermentas, LightCycler ve Thermo scientific firmalar1 tarafindan temin

edilmistir.

2.1.2 Calismada Kullanilan Canhlar
Bu ¢alismada kullanilan AB1 C. elegans susu Minnesota Universitesi, Farkli hiicre hatlart

kullanilmistir.

2.2 Metot

2.2.1 Sterilizasyon Islemleri
Calisma siiresince kullanilan cam malzemeler, soliisyonlar, deney tiipleri, mikropipet

uclar1 ve biyolojik drneklerle temas eden tiim sarf malzemeleri 121 °C’de 15-30 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrast cam malzemeler pastor firminda

kurutularak kullanima hazir hale getirilmistir.

C. elegans ¢alismalarinda kullanilan NGM (Nematode Growth Medium) plaklar1 da ayni

sekilde otoklavlanarak laminar akim kabini i¢erisinde dokiilmiistiir.

2.2.2 in-siliko Analizler
Bu calismada, SLC6A4 ve MOD-5 genlerinin yapisal ozelliklerinin, diizenleyici

bolgelerinin ve fonksiyonel iligkilerinin in siliko yontemlerle kapsamli bir sekilde analiz

edilmesi amaglanmaistir.

2.2.2.1 Gen Dizilerinin Elde Edilmesi
Insan SLC6A4 genine ait mRNA dizisi, NCBI veri tabanindan FASTA formatinda

indirilmistir. C. elegans’a ait MOD-5 gen dizisi ise yine NCBI veri tabanindan FASTA

formatinda elde edilmistir.

2.2.2.2 Promotor Bolgesi Analizi
SLC6A4 geninin promotor bolgesi, NCBI ve ilgili genom anotasyon kaynaklar

kullanilarak belirlenmistir. Tanimlanan promotor dizileri, transkripsiyon faktorii

baglanma bolgelerinin tespiti i¢in analiz edilmistir.
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2.2.2.3 Transkripsiyon Faktorii Baglanma Bolgelerinin Belirlenmesi
Genlerin potansiyel transkripsiyon faktorii (TF) baglanma bolgelerini saptamak amaciyla

EPD (Eukaryotic Promoter Database) kullanilmistir. Ozellikle HIF (Hypoxia-Inducible

Factor) baglanma motiflerinin varligi degerlendirilmistir.

2.2.2.4 Dizi Benzerligi Analizi
Her iki gen dizisinin ortak bolgelerini belirlemek i¢in BioEdit yazilimi kullanilarak ¢oklu

hizalama (multiple alignment) yapilmistir. Elde edilen benzer diziler, daha sonra primer
tasariminda kullanilmak iizere kaydedilmistir. Genler arasindaki ylizdelik dizi

benzerlikleri ise NCBI Nucleotide BLAST araci kullanilarak belirlenmistir.

2.2.2.5 Yolak Analizleri
SLC6A4 geninin cesitli hiicresel yolaklarla iligkisi Pathway Database kullanilarak

degerlendirilmistir. MOD-5 geninin C. elegans organizmasindaki sinyal yollar1 ile iligkisi

ise WormBase veri tabani lizerinden analiz edilmistir.

2.2.2.6 Primer Tasarimlar
SLC6A4 ve MOD-5 genleri i¢in 6zgiil ileri (forward) ve geri (reverse) primerler, Primer3

ve OligoAnalyzer (Oligo DT-Analyzer) yazilimlari kullanilarak tasarlanmistir. Tasarimda
asagidaki kriterler dikkate alinmistir:
I.  GCigerigi
II.  Erime sicakligi (Tm) uyumu
III.  Dimer ve sag tokasi (hairpin) yapisi olusturmama

IV.  BioEdit analizlerinde belirlenen ortak bolgelerin hedeflenmesi

2.2.3 In-vivo Analizler

2.2.3.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile cDNA Kontrolii
SLC6A4 gen ekspresyon calismalarinda kullamilan c¢DNA’larin  biitiinligi

SLC6A4(insan) kontrol primerleri ile dogrulanmistir. Reaksiyonlar 50 pL hacimde
hazirlanmis ve standart Taq polimeraz kosullar1 kullanilmigtir. PZR f{iriinleri %1 agaroz

jelde yiirtitiilerek UV altinda goriintiilenmistir.

29



2.2.3.2 Agaroz Jel Elektroforezi
%1 agaroz jel hazirlanarak 6rnekler 90 V’de 40 dakika yiiriitiilmistiir. Jel elektroforezi

sonrasi bantlar UV transilliiminatorde goriintiilenmistir.

3. BULGULAR

3.1 Calsilan genlere ait dizilerin elde edilmesi
Bu ¢alismada, serotonin geri alimindan sorumlu olan ve literatiirde siklikla 5-HTT veya
SERT olarak da adlandirilan SLC6A4 (Solute Carrier Family 6 Member 4) geni
incelenmistir. Geleneksel olarak merkezi sinir sistemi iizerindeki etkileriyle bilinen
SLC6A4, son yillarda onkoloji literatiiriinde de dikkat ¢eken bir biyobelirteg haline
gelmigtir. Kanser hiicrelerinde serotonerjik sinyal yolaklarinin bozulmasi; hiicre
proliferasyonu, apoptoz direnci ve metastatik potansiyel ile iliskilendirilmektedir.
Ozellikle tiimdr dokusundaki SLC6A4 ekspresyon seviyelerinin, tiimoriin evresi ve
prognozu ile korelasyon gosterdigi saptanmistir. Bu durum, serotonin tastyicilarinin
kanser tedavisinde potansiyel birer terapotik hedef olabilecegini ve mevcut SSRI grubu
ilaglarin onkolojik tedavilerde destekleyici olarak kullanim imkanlarini giindeme

getirmektedir.

Calismada kullanilan SLC6A4 (Solute Carrier Family 6 Member 4) genine ait referans
nukleotid dizisi, NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri tabanindan
[NM_000871.3] erisim numarasi ile temin edilmistir. SLC6A4 geni, insan genomunda
17q11.2 lokasyonunda yer almaktadir. Bu bolge, ndrolojik ve psikiyatrik bozukluklarla
iligkilendirilen kritik gen gruplarmi barindirmas: bakimindan oOnem tasimaktadir.
Kodlanan SERT proteini, sinaptik bosluktaki serotonin (5-HT) molekiillerini sodyum ve
klor bagimli bir mekanizmayla presinaptik nérona geri tastyarak, serotonerjik
sinyallesmenin sonlandirilmasinda ve norotransmitter homeostazinin korunmasinda
anahtar rol oynamaktadir. SLC6A4, giinlimiizde depresyon ve anksiyete bozukluklarinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan Selektif Serotonin Geri Alim Inhibitdrleri (SSRI)

sinifi ilaglarin temel molekiiler hedefidir.

3800bg lik bir diziden olusan SLC6A4 3 exon icermektedir. {1k exxon 1-1593 bg, ikinci
exon 1594-1752 ve 3. Exon ise 1753-3800 bg lik bolgeleri igermektedir. Genin kodlama
yapan bolgesi (CDS) 880-2202 niikleotidleri kapsamaktadir bu bolge 440 amino asite
karsilik gelmektedir.
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Homo sapiens 5-hydroxytryptamine receptor 6 (HTR6), mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_000871.3
GenBank  Graphics

>NM_000871.3 Homo sapiens S5-hydroxytryptamine receptor 6 (HTR6), mRNA
GCACCCGGCCTCTCCTCCGCGCGTGLGGGCCCCTCGCGGCGCCTCCCGGGCTCGGGAGACCCGGTCCCGC
CGCCCGCCCGGCCCGCGGCCGCCTCTTCCTCTCGCAGCCCCGCGGCGCTTGCCGCAGTCGCAGGCGGCGG
AGCAGCCAGAGCGCCCCAGGTACCAGTGCGGGCGGGAGACGGAGGCGACCCTGCTGCCGGGTGGGGAGGG
GGCGCCGCGCGGCCGCTGCCCTCCTCTTCCCGCGGGGCCTGGCGGCCCCGGCGAACCCCCGCGCCGCACA
GGCCGTGTGCGCCGGATCCCGGTGCCTCCGCGCCAGCTGAGACCTGCCTTTCCCAGGGGCGGCTTTGCTC
CGGCCCCTAGGCCCCCGCCCTGGTACCCCACACGCCCACCGGCCGCGGGGAGCCTGCTCCGGCCCGAGAG
CGCCCATTCACCCCCCTCACCCACCTCCCCGCGTTCCCACTTCCCCGCACTCTGACCCGGCCGGACGCCC
CTCCCCTATCTTGCCGCCCGCCCCCTCCAGGGGGCTCTGCTCCCACCCCAGGGAGCCCATCCGACCTCTG
CTTGACTTCCCGCCGCTTCCTTCAGGGGCCTCGGCTCATCGGGTGCCCCTCCCCAAACTTCCAACCCGTT
TGCTCCAGGAGT TCCTGCCCCATCCCCGAGGGCGCCCAAATAGCCACACTGTGTCCTCCTGTAGTCGCTG
CCCCCTGACCTAGCGCGACCCAGCGCCCCCGCCCATGTCCCCCCACTCACCTCCCCCGGGGGGCGTGGTG
AGTCGCGGTCTGTTCTCACGGACGGTCCCCGTCCAGCCTGCGCTTCGCCGGGGCCCTCATCTGCTTTCCC
GCCACCCTATCACTCCCTTGCCGTCCACCCTCGGTCCTCATGGTCCCAGAGCCGGGCCCAACCGCCAATA
GCACCCCGGCCTGGGGGGCAGGGCCGCCGTCGGCCCCGOGEGGCAGCGGCTGGGTGGCGGCCGLGCTGTG

Sekil 3.1: SLC6A4 mRNA niikleotid dizisi

Caenorhabditis elegans Tasiyici (mod-5), kismi mRNA

NCBI Referans Dizisi: NM_058694.4
GenBank  Grafikleri

>NM_058694.4 Caenorhabditis elegans Tasiyici (mod-5), kismi mRNA
ATGCTGCGTTGGCATTCCGTCCGGAGGAAACAGCACCAGCAGCTGCAAGCTGAACTCTCCAGCGGTGCAG
CTAGCATGCTGTCCGCGCCAGAATCTCGGCGTGTCAGCCGATCGATGAGTGTTAAAGCACCGACAGCATC
AGAATACATGCCATTATCAGTTGCCGATAAGCCCCTAACACTAACCGTATCAACTTCACACAGTATTGAT
CCAAATGAGCCAATCGCTGCTCTCGGTGGTCTCACACCGACAAAAGAAGGCCGAGTTGCCGCACTGCGAA
GACGGAGTTCAATGGTTCGTGATAAATGGGCAACTAAAATGGAATTCCTGTTGGCCGTCGTTGGATATGC
AGTTGATTTGGGTAATATATGGCGATTCCCATCAGTATGCTACAAACACGGTGGCGGTGCTTTTCTTATT
CCATATTTCATTATGTTAATGATCGGAGGACTTCCCATGTTCTATATGGAACTTGTACTCGGACAATTTC
ATCGGTCAGGATGTGTTAGTATATGGAGAAAGGTGTGCCCGTTGTTTCGAGGAATCGGTTACGGTATCTG
CTGTATTTGCACGTTCATAGCCATTTTCTATAATGCGATCATCGCTCAAGCCGTCTATTTTGCTATTGTT
TCACTTTCAAAAATTTGGGATTCCGAAGTTCCGTGGGCGTCATGTGGCAATCCGTGGAATACACCGAGAT
GCTCAGATGACCTCAACGTGACAATATCTAGAAATGGGACACCATTGACCACTCCGTCAGAGGAATATTA
TTTATACAAAGTCCTTGAAGTTCAAAAATCAACAGGATTCGATGATCTTGGAGGTGTAAAAAACTTCAATG
GCAGTGTGCCTACTCGCTGTATTTATAATGGTTTACTTTGCTCTTTGGAAGGGTCCACAGTCGTCTGGAA
AAATTGTTTGGGTGACTGCAACAGCTCCATATATTATTCTAAGTATTCTTCTTATACGTGGACTTCTTCT
TCCTGGAGCAAAGAATGGTCTCTATTATTATGTGACACCGGATTTCGAGAAACTCAAGGATCCTGCAGTA
TGGTCGGCTGCTGCTACACAGATTTCTTCTCACTTGGACCAGGATTCGGGGTGCTGCTCGCGCTGAGCA

Sekil 3.2: MOD-5 mRNA niikleotid dizisi

3.2 SLC6A4 ve MOD-5 Gen Dizilerinin Benzerlik Analizi
Insan SLC6A4 geni ile Caenorhabditis elegans MOD-5 geni arasindaki dizi homolojisi,

BioEdit yazilimi kullanilarak gergeklestirilen lokal hizalama (alignment) analizleri ile
degerlendirilmistir. Yapilan in-silico analizler sonucunda, iki genin 250 bg ile 2840 bg
araliginda degisen bolgelerinde yiiksek diizeyde niikleotid benzerligi sergiledigi tespit
edilmistir. Bu sekans benzerligi, serotonin tasima mekanizmasinin evrimsel siirecte

yuksek oranda korundugunu (highly conserved) ve C. elegans model organizmasinin,
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insan serotonerjik sistemindeki kanserle iliskili yolaklarin c¢alisilmasinda giivenilir bir

model olabilecegini desteklemektedir.

MOD-5 ve SLC6A4 arasindaki bu yapisal benzerlik, 6zellikle hiicre proliferasyonu ve
kemosensitivite (ilag duyarlilig1) {izerinde rol oynayan serotonin tasiyici proteinlerin,
model organizma tizerinde hedeflenerek kanser progresyon calismalarina dahil edilmesine

olanak saglamaktadir.
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Sekil 3.3: SLC6A4 ve MOD-5 ‘in niikleotid karsilagtirilmasi
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Sekil 3.4: SLC6A4 ve MOD-5 ‘in amino asit dizisi karsilagtirilmasi

RID 4RIVFDAU114 Search expires on 0522 01:59am Download All v | oo 0 Identity Evalue Query Coverage
Program Blast 2 sequences  Citation v

o ] to
Query ID IcllQuery_389075 (amino acid)
Query Descr unnamed protein product m
Query Length 630
Subject ID IcliQuery_389077 (amino acid)

Subject Descr  None
Subject Length 672
Other reports  Multiple alignment MSA viewer @

m Graphic Summary Alignments Dot Plot

Sequences producing significant alignments Download ~  Selectcolumns ~ Show 100V | @
selectall Graghics MSA Viewer
Descripton Sowrvric Name L ety O RS L

- Score Score Cover walue Kent Len

unnamed protein product 560 560 85% 00  4D.18% 672 Quory 389077

Sekil 3.5: Insan SLC6A4 ve C. elegans MOD-5 amino asit dizilerinin Blast ikili
hizalama kullanilarak elde edilen karsilastirma sonucu

Protein diizeyinde gercgeklestirilen NCBI BLASTp (Protein-Protein BLAST)
analizlerinde, insan SLC6A4 ve C. elegans MOD-5 genleri tarafindan kodlanan amino
asit dizileri karsilagtirllmig; bu iki protein dizisi arasinda %85 oraninda benzerlik
(similarity) ve yiiksek diizeyde korunmus bolgeler tespit edilmistir. Protein yapisindaki bu
yuksek orandaki korunmusluk, MOD-5'in insan SLC6A4 proteininin fonksiyonel bir
homologu (ortologu) oldugunu biyoinformatik olarak dogrulamaktadir. Bu bulgular,
kanser patogenezinde serotonin tasima mekanizmalarinin ve tasiyictyr hedef alan
potansiyel inhibitorlerin etkilerinin C. elegans model sisteminde incelenmesi i¢in saglam

bir molekiiler temel olusturmaktadir.
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3.3 SLC6A4 Genine Ait Primer Tasarimi ve Dogrulama Sonuclari
SLC6A4 genine 0Ozgli primer tasarimi, Primer3 (v4.1.0) yazilimi kullanilarak

gergeklestirilmistir. Tasarim siirecinde; primerlerin hedef bolgeyi 6zgiil (spesifik) olarak
cogaltabilmesi i¢in ideal erime sicakligi (Tm), GC igerigi ve primer uzunlugu kriterleri
optimize edilmistir. Tasarlanan primerlerin  dizileri: Forward primer 5’-
CAATCCCGACGTGTCAATCC-3’; Reverse primer 5’-
TATTTGCCCGGACTCCACTT-3’ seklindedir. Tasarlanan primer dizilerinin 6zgiilliigii,
NCBI BLAST (Primer-BLAST) arac1 kullanilarak insan genomu iizerinde dogrulanmustir.
Yapilan analizler sonucunda, her iki primerin de hedef SLC6A4 gen bolgesi ile %100
benzerlik gosterdigi ve genom lizerinde baska bir bolge ile anlamli eslesme sergilemedigi
saptanmistir. Bu veriler, tasarlanan primer setinin yiiksek spesifiteye sahip oldugunu ve

hedef bolgeyi ¢apraz reaksiyon vermeden ¢ogaltabilecegini dogrulamaktadir.

AGTCCGGGCAAATATCCAATGGGTACTCAGCAGTTCCAAGTCCTGGTGCGGGAGATGACAC

ACGGC ACTCTATCCCAGCGACCACCACCACCCTAGTGGCTGAGCTTCATCAAGGGGAACG
TATTTGCCCGGACTCCACTT  Forward Primeri

GGAGACCTGGGGCAAGAAGGTGGATTTCCTTCCTCAGTGATTGGCTATGCTATGCTGTGGAC
CTGGGCAATGTCTGGCGCTTCCCCTACATAT

GTTACCAGAATGGAGGGGGGGGCATTCCTCCTCCCCTACACCATCATGGCCATTTTTIGGGG
GAATCCCGCT

CTTTTACATGGAGCTCGACTGGGACAGTACCACCGAAATGGATGCATTTCAATA
TGGAGGAAAAATCTGCCCGATTTTCAAAGGGATTGGTTATGCCATCTGCATCATTGCCTTTTAC

TATTTGCCCGGACTCCACTT  Reverse Primeri

Sekil 3.6: Primerlerin dizi izerinde gdsterimi

m Grafik Ozeti Hizalamalar Taksonomi

Onemli hizalamalar iireten diziler Indirmek ~  Siitunlan segin  Gostermek | 100V | §
tminG seg 100 dizi sepildi GenBank Grafikler Sonuclann mesafe agact  MSA Gorintiileyi
Maksimum Toplam Sorgu E Kist

Taum Bilimsel Adi Acc. Len P
o = Puan  Puan Kapad degert Kmigi ' v Katikm
~ ~ v -

-

Homo sapiens 5-HT6 serotonin resepltrd mRNA's:, komple cds Homo sapiens  50.1 501 %100 5005 %10000 1984 L41147.9
Homo sapk 16 (t Homo sapiens 501 501 %100 Se-05 %100,00 3800 NM_000871.3
Kromozom 1035.1-36,131eki RP5-10561.3 klonundan eide edilen insan DNA dizisinin tamami,  Homo sapiens  50.1 501 %100 5e-05 9%100,00 163848 AL031727.43
H Heo 50.1 501 %100 S5e-05 %10000 1636 AFQ07141.1
t A3, tam sakar He 501 501 %100 50-05 %100,00 130080 AP003160.1

b Hox 362 362 %72 078 %100,00 123436 ACO098728

Sekil 3.7: SLC6A4 forword primer blast sonucu
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Agtklamalar Grafik Ozeti Hizalamalar Taksonomi

Onemli hizalamalar iireten diziler Indirmek - Siitunlan segin ¥ Gostermek 100 @
tOmUNnG seq¢ 100 dizi secic GenBank Grafikler Sonuclann mesafe agaci  MSA Goruntileyici
Maksimum Toplam Sorgu E Kist
amim Bilimsel Ad: . Acc. Len "
oo i Puar Puan Kopod:i degeri Kimkdi Katibm
- po - - -
50.1 501 %100 )5 %10000 3800
K an DNA dizisinin tama Homosaplens 501 501 %100
k 25 mRNA dizis Homo sapio 50.1 501 %100
H d %100
¢ RP11-479N15, 2'de ok t ) 401 401 80 0050 %10000 170101 A 1130¢
1 62 362 %88 078 %0545 127766 ALISA970.11
Yk nu RP11-17E15' tam sekar Homo sapier M2 U2 %68 31 %10000 174
5 1o sapiens (lnsan) kromozom 140 RPCE-... Homo sapier 342 342 %68 31 %10000 199335 ALf

Sekil 3.8: SLC6A4 reverse primer blast sonucu

3.4 MOD-5 Genine Ait Primer Tasarimi ve Dogrulama Sonuglari
C. elegans MOD-5 genine 0zgii primer tasarimi, yine Primer3 yazilimi kullanilarak

gerceklestirilmistir. Tasarim siirecinde, her iki tiir (insan ve C. elegans) arasinda evrimsel
olarak yiiksek oranda korunmus (conserved) bolgeler esas alinmistir. Bu yaklasim,
serotonin tasityict mekanizmasinin temel yapisal Ozelliklerini temsil eden bolgelerin
hedeflenmesini ve elde edilecek verilerin insan SLC6A4 geni ile karsilastirilabilirligini
artirmay1 amaclamaktadir. Tasarlanan MOD-5 primerleri, uygun Tm degerleri ve GC

icerigi kriterlerine gore optimize edilerek deneysel ¢alismalara dahil edilmistir.
TEGAGTTTCTCTATCAGTTCTGTTCATTGTCACCTGOGAMATGATTGCAGTCTGCTGGTT
TTACGETGTTGATCAGTTCTCAARAGATATTCGTGCTATGCTGGGATTCTATCCTGGAAT
R e
TTATTGGAGAGTCTGCTGGACGTGTICTCCGGE AAGTGTGATATICATTATGACTG
TCTACAATAGTICGTTCAAGCCAATTICARAATGGCTAGCTACACTITCCCCTGGTGGAGTG
TTA GGGTTGGTICCTGAGACTTCTCTCAGTCCTCGCAATTCCTGTCTTICGCAATAA

CECT L C L LLCT L TL T

TCTACCTGCTCAGCGGTACCGGCACACTITACGAACGCTTCCGATGGGLAATAACTCCTC

Sekil 3.9: MODS i¢in se¢ilen Primerlerin dizilerinin gosterimi

Tasarlanan MOD-5 primerlerinin 6zgiilliglinii dogrulamak amaciyla gercgeklestirilen
NCBI BLAST analizleri sonucunda; ileri (forward) ve geri (reverse) primer dizilerinin

hedef gen bolgesi ile %100 oraninda benzerlik sergiledigi saptanmistir. Analiz verileri,
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primerlerin C. elegans genomunda baska bir bolgeyle anlamli eslesme gostermedigini ve

yalnizca hedef diziye spesifik oldugunu kanitlamistir. Bu sonuglar, tasarlanan primer

setinin ¢apraz reaksiyon riskini ortadan kaldirarak, deneysel siireglerde MOD-5 gen

ekspresyonunun veya amplifikasyonunun yiiksek hassasiyetle takip edilmesine olanak

tantyacagini gostermektedir.

Grafik Ozeti Hizalamalar Taksonomi

Onemli hizalamalar iireten diziler indirmek ~  Situnlari segin ~ Gostermek | 100v | @
V] hepsini se¢ 100 dizi segildi Gen Bankasi Grafik Sonuglann uzaklik agaci  MSA Gorlntileyici

Tanim Bilimsel ad '\"akslﬂ‘m' fop | Soms E Bé"""a' Acc. Len Katiim

- - Puan  puan Kapadi degeri Kimik -
- - ~ v v

Casnorhabditis elegan kromozom | Caencrchabdifi...  40.1 332 100% 0,002 %100,00 15528896 CP038187.1
1abiilis el 401 332 100% 0002 %100,00 15045644 C
norhabiitis 40.1 307 100% 0002 %
v IS CELN 40.1 401 100% 0,002 %10000 34717
¢ 40.1 356 100% 5528564
C 40.1 401 100% 010 54475
v I 40.1 401 100% 0002 2538 NM_0S
¢ 40.1 401 100% 0002 %10000 2016

Sekil 3.10: MOD-5 forword primer blast sonucu

Agiklamalar Grafik Ozeti Hizalamalar Taksonomi
Onemli hizalamalar iireten diziler Indirmek - Siitunlan secin ¥ Gostermek | 100V | @
hepsini se¢ 100 dizi segidi Gen Bankasi Grafik Sonuclann uzakhk agaci  MSA Gorlintleyici
Maksimum Toplam Sorgu agine
T Bilimsal ad Saomin ) Toplar i - B,""' Acc. Le Katilim
~ - Puan puan Kapad degerl Kimik > .
- ~ - -
Ce Caenorhabdit 40.1 401  100% 0002 %100,00 2538  NAM_0586044
c mBNA. tam CD 2 40.1 401 100% 0002 %10000 2016
( ) 40 1227 100% 0,002 9%100,00 15528896
g u Cagnohabd 401 1225 100% 0002 %100.00 15045644 ¢
a Ca 1N ¥ 40, 1270 100% 0,002 %100,00 15114068 CP116366
Lo Bristol_} ELN2 ) 0. 404 100% 0,002 92300
C | ) 40.1 1227 100% 0002 %100,00 15528564

Sekil 3.11: MOD-5 reverse primer blast sonucu

3.5 SLC6A4 Geninin Promotor Bolgesinin Belirlenmesi

SLC6A4 genine ait promotor dizisi, NCBI ve EPD (Eukaryotic Promoter Database) veri

tabanlar1 kullanilarak in siliko yontemlerle belirlenmistir. Analiz kapsaminda, genin

transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin (TSS) yukar1 akisinda (upstream) yer alan diizenleyici

bolgeler, baslangic kodonunu (ATG) odak noktasi alarak haritalandirilmistir. EPD veri

tabanindan elde edilen yiiksek dogruluklu promotor verileri ile NCBI genomik dizileri

karsilagtirilmis ve her iki veri kaynaginin birbiriyle tam uyumlu oldugu teyit edilmistir.
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Belirlenen bu bolgenin, SLC6A4 gen ekspresyonunun dokuya 6zgii ve kanserle iligkili
regiilasyonunda kritik rol oynayan spesifik transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerini
(TFBS) igerdigi gozlemlenmistir. Analizler, baslangi¢ kodonunun yaklasik -1000/4+-1000
b¢ yukar1 akigindaki (upstream) bolgeyi kapsayacak sekilde daraltilmistir. Promotor
analizi sonucunda; hiicresel stres ve proliferasyon siiregleriyle iliskili olan SP1 ve CREB
gibi transkripsiyon faktorleri i¢in konsensus baglanma motifleri saptanmigtir. Yapilan
detayli promotdr analizi sonucunda, SLC6A4 geninin diizenleyici bolgesinde HIF
(Hypoxia-Inducible Factor) baglanma bolgeleri (HRE: Hypoxia Response Element) tespit
edilmistir. Tim faktorlere ait baglanma bolgeleri (Sekil 3.14- 3.18)’ de gosterilmistir.
Tiimdr mikrogevresindeki diisiik oksijen seviyelerine (hipoksi) yanit olarak tetiklenen HIF
sinyal yolunun, SLC6A4 gen ekspresyonunu dogrudan modiile edebilecegi
ongoriilmektedir. Bu bulgu, kanser progresyonunda siklikla gézlenen hipoksi kaynakli
hiicresel adaptasyon siiregleri ile serotonerjik sistem arasindaki molekiiler kopriiyi
aciklamasi1 bakimindan biiyiik dnem tasimaktadir. Ozellikle kat1 tiimérlerde (solid tumors)
hipoksinin serotonin transport mekanizmalarini degistirerek tiimoér invazyonunu ve

anjiyogenezi tesvik etme potansiyeli, bu baglamda dikkat ¢ekicidir.

GTGAGCAGCAGTGCCGTITAAGGACCAGTCGGGCTTGCAAATGCATAATGGGAACGCAGAAAGGCCAT

GTGCAGATAGACTGGACACAGCCGGAGGCAGCTCAAATCTGCCCCAACCTTCCTAGGGGCTAAAAGAC
GAGTGACAGAATCTGTAGCTGA

TGAGCTGGGGTGCCTCACGAAGGGTGGCCTTTITACCTCTGTCCTITGCTTTTTTCCTITTAAAATCATAGCT
GTAGTTGATATAAAATA

TAACTTITGGGTGTGCAG CTTWTGATGGTGAGGACTGTCCTGCCTGCTGAAAGGCAGAMCGC CTITGCT
TGTCATTGTTTCCCCAACA

TAGCATCCAAGACAAAGGGGGTGCTCTGTGACGCTITGGAGCCTCTCTCACATTCTTICTGAGCTGCTGGC
AAACCACAAGATGAGAGTCC

AGTGGCTCAAAGGGAAGCGAGTGCTTTGCTCTCCAGTCCAGCCTGTGCAAACCTTGGTGATITGCTGTCT
ATTTGTGTTGGTTTTATIGT

TICCTTTTIGAAATTACTTGATTGTCATTITGATGCCCTGTATAGGTTGAGAAATTTAGTTGAATTTATGGACTGCC
ATGTAGCAAATAGGA

TGTCTCACATTTAACAGATGCATTTGTAATCCCGTTAACTAATGTAGTITAAGATGTATGATGAGTTAATACCAA
AGATGAGTAAAATGT

CTAACTTTTT |CTCCTTCCTCTGTGTGTCTFTCCMCAGAGTCMTCCCGACGTGTCMTCCCGACGATAGA
GAGCTCGGAGGTGATCC

S%ECCAAG CACCCAGAGATCAATTGGGATCCTTGGCAGATGGACATCAGTGTCATTTACTAACCAGCA

BASLANGIC KODONU

Sekil 3.12: NCBI veri tabani kullanilarak elde edilen SLC6A4 genine ait promotdr dizisi
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Sequence Retrieval Tool

Get sequence SLC6A4_1 from l -1000 |to ’ 1000 ] bp relative to TSS
O lower case upstream TSS

>FP022998 SLCE6A4 1 :+U EU:NC; range -1000 to 1000.
TTTGAAAAAATTATCAAAACTACATGCACATGGTTCAAAACAATAGGCTCCTGCTGGGCC
CTTTCAGATAATTCAAATTGTCACCAGGTTGGAGTGCAGTGGTTCGATCACGGCTCACTG
CAGCCTCGACCTCCCGGGCTCAGCTGATCCTCCACCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGAAC
ACAAGCGCGAGCAACCACGCCCGGCTAATTAARAARATTTTTTTTCTAGAGATGGGGTCT
TGCTGTGTTGCCCAGGCTGGTCTTGAATTCCTGGGCTCAAGCAATCCTCCCGCCTCAGCC
TCCCAAAGCACTGTGCTCCTTTTTGACGCAGCTTTGAACTGTAGCTGGTTAACAAAATGA
GAACCAGTTCTTCATTCCTTCATTGTGGAAGTCTTTATTGTGAGACTCTGGGGACGGAGA
GGAATTAGACAAGGGCCTCTAAGCTGAGCTCACATCCCAGCCGGTCAGTCAGATAAACGC
ATGGGTATCGAGTACTGCTAGGTCCCAGGAAGAAAGAGAGAGCAGCTTTCGGGATGGGGA
CGATGGGGAGGTGTCCGAGGTCAAGAGAAAGCGGCACGAGCAGACCCCTGTGTGCCGTCC
TGTGGGCGCGGGGCGGCAGGGGAGGCGCACACCTGCTCCTTTGTGCAGCCTCCCCCCTCC
CGCAAAGTTAAAGAGCAGGAAAGTCAGGATTCCTCGCTCGGCCCTGCCCTGCCGGCTGCT
CCGCGCTCCGCTCCTCCCTGCGAGCGTGTGTGTGTGTCGGGGGTCCCTCCCCTCCTGGCT
CTGGGGTCGGGCGCGCACCCCGCCCCGTAGCGCGGCCCCTCCCTGGCGAGCGCAACCCCA
TCCAGCGGGAGCGCGGAGCCGCGGCCGCGGGGAAGCATTAAGTTTATTCGCCTCAAAGTG
ACGCAAAAATTCTTCAAGAGCTCTTTGGCGGCGGCTATCTAGAGATCAGACCATGTGAGG
GCCCGCGGGTACAAATACGGCCGCGCCGGCGCCCCTCCGCACAGCCAGCGCCGCCGGGTG
CCTCGAGGGCGCGAGGCCAGCCCGCCTGCCCAGCCCGGGACCAGCCTCCCCGCGCAGCCT
GGCAGGTGGGTCCGCTTTTCCTCTCCGCCTCGAACCCACGTTTCTTTCCAGACCTTCTTC
CCCGCCTCGGGGAGGGGGATAGAACCGCTGCGCCCCACCGCCCTGCGAGGAGGCGAGGAG
GTGCATGCGCCCCAGCGGTGGGCGCCGGATCCTGCCCCTGCGCCCTCCACGCTCAGCAAG
AGCCAGAGCTGAAGCTGACCGGCCAGAGTGGGAGACGAGGAACGTGGAGTGCTCGAAGTG
GGCGGGCGTAGGGGGCTCCTTTGTCTATTGTTGCAGGGGCTTTGCAACCTCTTGAGGACC
CGTGAAAGACCCCTTAAAGAGGGTCTTGAGCARAGTGCTGTCCTGCGCTTTGGGAAGAGT
TGCTTGCTTTCGTTTCAACCCATGGTTTATGTTTGATCTTTACTTTGCTGTCATCGCGTG
CAGGTGGCTTTATGCAAAGGGAGAGTTCTGGTTGACACAAATGCCCAGACAGCTAGAGAA
ATCTCTGAGTGGCGCCTAAGTGGGCCGAGTCTCCGTGCGCTTGGGTGGTTTCACTGTCAG
AGCTGAGGCGCTCTCAGACACCTCACAGGCCATTCAGAATGTATGTGARACTCCAACTCC
AACGACTGTGCTACGTGGTTGAAGGATATAACCATCATTTGCTTGAAAATTGTGTACATT
CAAACTTGTTCTTGAAAAAAAGCTCTCTGGAGCTCAAGAGTGGATTTGGGTCTTGGGCTA
AGGAGCAGATTTTCTTCTGAACTGGGGCTTTTGCATATTGAATTGTTCCTTTTCCATTTG
GGACTCTGAAGAATTTGAGAGGGGTAGAATTTCTGAATCAGACATTACAAAGACTTTGTG
TATGTATTTTTACCATCAGTTTTGTCCAGAAAAGTGAACCTGGTCAATGGATTATTTATG
AGCCTGCTAGCTAACTCTCAT

Sekil 3.13: EPD veri tabani kullanilarak elde edilen SLC6A4 genine ait promotor dizisi

Search Motif Tool

Library: | Promoter Matifs v | Motif: | TATA-box w
From: [-1000 ~|To:[ 1000 | bp relative to TSS and a cut-off (p-value) of:[ 0.001

TATA-box [p-value = 0.0

Sekil 3.14: EPD veri tabani kullanilarak elde edilen SLC6A4 genine ait promotor dizisi
tizerindeki TATA-box baglanma bolgesi
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Search Motif Tool

Library: | Promoter Motifs v | Motif; | GC-box v

From cut-off (p-vaiue) of: | 0.001 v | Search

o
I

Sekil 3.15: EPD veri taban1 kullanilarak elde edilen SLC6A4 genine ait promotor dizisi
tizerindeki GC-box baglanma bolgesi

Search Motif Tool

brary: | Transcription Factor Motifs (JAS w | Motif: | HIF1A e
From: [-1000 w |To:| 1000 | bp relative to TSS and a cut-off (p-value) of: | 0.001 v || Search

Sekil 3.16: EPD veri tabani kullanilarak elde edilen SLC6A4 genine ait promotor dizisi
tizerindeki HIF1A transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi

Search Motif Tool

Library: | Transcription Factor Motifs (JAS v | Motif:| SP1 e

From:|-1000 ~|To:| 1000 | bp relative to TSS and a cut-off (p-value) of: | 0.001 v || Search

— - ——— - - —

Sekil 3.17: EPD veri tabani kullanilarak elde edilen SLC6A4 genine ait promotor dizisi
iizerindeki SP1 transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi
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Search Motif Tool

Library: | Transcription Factor Motifs (JAS v | Motif:| CREB1 v

From:|-1000 ~|To:| 1000 - |bp relative to TSS and a cut-off (p-value) of: | 0.001 || Search

|_’

Sekil 3.18: EPD veri tabani kullanilarak elde edilen SLC6A4 genine ait promotor dizisi
iizerindeki CREB transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi

3.6 KEGG Pathways ve String Analizi Sonug¢lar:
Serotonerjik sinyal yolaklarinin molekiiler mekanizmalarin1 ve kanser patogenezi ile

etkilesimini haritalandirmak amaciyla KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) Pathways veri tabani kullanilarak yolak analizi gergeklestirilmistir. Yapilan
biyoinformatik degerlendirmeler sonucunda, serotonin sinyalizasyonunun hiicre kaderini
tayin eden su kritik yolaklar iizerinde regiilator bir role sahip oldugu belirlenmistir:

MAPK/ERK Yolagt: Hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve tiimor biiylimesinin temel

itici gilicii olan mitojenik sinyal iletimi.

PI3K/Akt Yolagi: Kanser hiicrelerinde apoptoz direnci, hayatta kalma (survival) ve
metabolik yeniden programlama siireclerinin ana diizenleyicisi.

KEGG analizlerinden elde edilen bu veriler, serotonerjik sistemin (6zellikle SLC6A4
aracili serotonin tasiniminin) klasik ndrotransmitter islevlerinin 6tesine gecerek, kanser
biyolojisinde agresif fenotipleri destekleyen bir sinyal merkezi olarak islev gordiigiinii

desteklemektedir.

Analizler, serotonin reseptorleri ve tagtyicilar aracilifiyla tetiklenen sinyallerin, bliylime
faktori reseptorleri (EGFR, IGF-1R vb.) ile cross-talk yaparak onkojenik sinyal yiikiini

artirdigini gostermektedir.

Daha Once saptanan HIF baglanma bolgesi ile KEGG sonuglart birlikte
degerlendirildiginde; hipoksik kosullarda aktive olan PI3K/Akt yolaginin, SLC6A4
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ekspresyonu tizerinden tlimoriin kemosensitivitesini ve hayatta kalma kapasitesini modiile

edebilecegi diisiintilmektedir.

SEROTONERGIC SYNAPSE
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Sekil 3.19: KEGG Pathways veri tabani kullanilarak elde edilen serotonin sinyal yolu

Serotonerjik sistemin evrimsel siiregteki korunmus yapisini incelemek amaciyla,
insanlarda serotonin geri alimindan sorumlu olan SLC6A4 proteini ile model organizma
Caenorhabditis elegans’taki ortologu olan MOD-5 arasindaki fonksiyonel benzerlikler
STRING veri tabani iizerinden analiz edilmistir. Yapilan ag analizi (PPI network), her iki
proteinin de sinaptik vezikiil dongiisii ve nérotransmitter tasima mekanizmalariyla iliskili

benzer protein etkilesim partnerlerine sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 47).

Sekil 3.19°da insan SLC6A4 (Serotonin Tastyicisi) Protein Etkilesim Ag1 ve Fonksiyonel
Partnerleri sekilde, yiiksek giiven skoruna (confidence score) sahip etkilesim gosteren
temel proteinler ve bu proteinlerin biyolojik siireclerdeki rolleri sunulmustur: Serotonin
Reseptorleri (HTR1A, HTR2A, HTR1B): Serotonerjik sinyallesmeyi yiiriiten G-proteini
kenetli reseptorlerdir. Ozellikle HTRIA (0.978) ve HTRIB (0.942) adenilat siklaz
aktivitesini inhibe ederken, HTR2A (0.968) cesitli psikoaktif maddeler i¢in de hedef bolge

olusturarak asagi akis sinyal yollarint modiile eder.
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Norotransmitter Metabolizmas1 (TPHI, TPH2, COMT, MAOA): Serotonin
biyosentezinde hiz kisitlayici enzimler olan triptofan hidroksilazlar (TPH1/2, 0.961/0.931)
ve biyojenik aminlerin inaktivasyonundan sorumlu olan MAOA (0.943) ile COMT
(0.950) enzimleri, sinaptik serotonin dengesinin korunmasinda SLC6A4 ile koordineli

calismaktadir.

Sinaptik Vezikiill Dongiisii ve Ekzositoz (STX1A): Syntaxin-1A (0.932), SNARE
kompleksinin bir bileseni olarak norotransmitterlerin presinaptik membrandan salinimini

ve vezikiil fizyonunu yoneterek tastyici proteinin fonksiyonel ¢ergevesini tamamlar.

Noroplastisite ve Dopaminerjik Etkilesim (BDNF, DRD4): Norotrofik faktor BDNF
(0.925) sinir hiicresi sagligi ve sinaptik plastisiteyi desteklerken, dopamin reseptdrii
DRD4 (0.985), emosyonel davranislarin diizenlendigi mezolimbik sistemde serotonin ve

dopamin yollar1 arasindaki ¢apraz etkilesimi simgelemektedir.

Sekil 3.19 B’de C. elegans MOD-5 Protein Etkilesim Ag1 ve Serotonerjik Yolak
Bilesenleri incelendiginde; MOD-5 (Serotonin Transporter) ile fonksiyonel veya fiziksel
etkilesim icerisinde oldugu belirlenen aday proteinler ve bu etkilesimlerin giiven skorlari

sunulmustur. Analiz edilen genler ve protein alanlari su sekildedir:

tph-1:  Triptofan hidroksilaz (BH4 AAA HYDROXYL 2 domain); serotonin

biyosentezinde hiz kisitlayici enzimdir.

ser-1, ser-3, ser-4, ser-5 ve ser-7: G-proteini kenetli reseptor (GPCR) ailesine
(G_PROTEIN_RECEP F1 2 domain) mensup serotonin reseptorleri.
mod-1: Serotonin kapili kloriir kanali; ligand kapili iyon kanallar1 ailesine tiye 6zel bir

reseptor.

bas-1: Biyojenik amin sentezi ile iligkili (Biogenic Amine Synthesis related),

dekarboksilaz aktivitesi gdsteren protein.

fahd-1: Fumarilasetoasetat hidrolaz alan1 igeren protein; muhtemel hidrolaz aktivitesi ile

metabolik siireglerde rol oynar.

43



dop-3: Dopamin reseptorii-3; dopaminerjik sinyallesmeyi kontrol eden ve adenilat siklaz

aktivitesini modiile eden G-proteini kenetli reseptor.

STRING veri tabami {izerinden gerceklestirilen protein-protein etkilesim (PPI)
analizleri(Sekil 3.20), serotonin tagima mekanizmasinin molekiiler bilesenlerinin insandan
C. elegans’a kadar evrimsel siirecte yliksek diizeyde korundugunu garpici bir sekilde
ortaya koymaktadir. insan SLC6A4 ag1 ile C. elegans MOD-5 etkilesim haritasi
kiyaslandiginda, her iki sistemde de serotonin biyosentezinden sorumlu triptofan
hidroksilazlar (TPH1/2 ve tph-1) ile genis bir serotonin reseptor ailesinin (HTR/ser serisi)

merkezi diigiim noktalarini (nodes) olusturdugu goriilmektedir.

Ozellikle, insanlarda néroplastisiteyi ve sinaptik biitiinliigii saglayan STX1A (Syntaxin-
1A) ve BDNF gibi bilesenlerin, C. elegans agindaki sinaptik vezikiil dongiisii
proteinleriyle (Orn: mod-1 ve bas-1 yoluyla sinaptik fonksiyonlar) islevsel bir paralellik
sergilemesi dikkat ¢ekicidir. Ayrica, her iki modelde de dopaminerjik sistemle (DRD4 ve
dop-3) kurulan capraz etkilesim, serotonerjik sistemin tek basma degil, kompleks bir
ndrotransmitter agmin pargast olarak evrildigini dogrulamaktadir. Bu molekiiler
benzerlik, C. elegans modelinde elde edilen bulgularin, insan fizyolojisindeki serotonin
regililasyon bozukluklarini ve ilgili néropatolojik stirecleri anlamlandirmak i¢in yiiksek bir

biyolojik temsil giiciine sahip oldugunu kanitlamaktadir.

STX1A (<)
@ s

Sekil 3.20: String Pathways veri taban1 kullanilarak elde edilen SLC6A4 (A) ve MOD-5
(B) ilgili protein iligkileri
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3.7 UALCAN Sonuclan

3.7.1 Kolon Adenokarsinoma i¢in UALCAN Sonuclari
UALCAN veri tabaninda yapilan analizlere gére COAD (kolon adenocarcinoma) timor

dokularindaki ortalama Beta degeri (0,067), normal dokulara (0,069) kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir azalma sergilemektedir (p = 2.99 x times 10-12). Ancak Beta degeri, o
bolgedeki DNA'nin ne kadariin "metil grubu" ile kapli oldugunu gosteren O ile 1 arasi bir
orandir.0: Tamamen metillenmemis (Genellikle gen ifadesi aciktir); 1: Tamamen
metillenmis (Genellikle gen ifadesi kapalidir). Gozlenen bu global hipo-metilasyon
durumu, SLC6A4 geninin transkripsiyonel olarak aktif bir kromatin yapisinda oldugunu
ve gevresel stresorlere (6rnegin hipoksi) hizli yanit verebilecek bir "agik" pozisyonda

bulundugunu gostermektedir.

Promoter methylation level of SLC6A4 in COAD

0,12
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Q
=
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Sekil 3.21: SLC6A4 Geninin Tiimor ve Normal Dokulardaki DNA Metilasyon Analizi.
UALCAN veritaban1 (TCGA veri seti) lizerinden yapilan analizde, SLC6A4 promoter
bolgesinin hem normal hem de tiimor dokularinda bazal olarak ¢ok diisiik metilasyon

seviyelerine (Beta < 0.1) sahip oldugu belirlenmistir
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UALCAN veri tabaninda yapilan analizlere goére Kolon adenokarsinomu (COAD)
dokular1 ile saglikli kolon dokular1 arasinda, bazal kosullarda SLC6A4 mRNA ifadesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (Normal: 0,426 TPM;
Timor: 0,212 TPM). Primer tiimor ve saglikli kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlenmemistir (p = 0.562). Bu diisiik bazal transkripsiyon profili, Sekil
20 'de sunulan diisiik promoter metilasyonu ile birlikte degerlendirildiginde; SLC6A4'iin
normal fizyolojik kosullarda minimal diizeyde ifade edildigi, ancak epigenetik olarak
"ag1k" yapis1 sayesinde hipoksi gibi patolojik stres faktorlerine karst hizli transkripsiyonel

yanit verme potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilmstir.

Expression of SLC6A4 in COAD based on Sample types
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Sekil 3.22: COAD Dokularinda SLC6A4 mRNA Ekspresyon Analizi (TPM).
UALCAN veritabani analizine gore, SLC6A4 geninin kolon dokusunda bazal
ekspresyon seviyelerinin oldukca diisiik oldugu saptanmistir (Normal: 0,426 TPM;
Tiimdr: 0,212 TPM). Primer tiimdr ve saglikli kontrol gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark gozlenmemistir (p = 0.562). Bu diisiik bazal transkripsiyon
profili, Sekil 20'de sunulan diisiik promoter metilasyonu ile birlikte degerlendirildiginde;
SLC6A4'lin normal fizyolojik kosullarda minimal diizeyde ifade edildigi, ancak
epigenetik olarak "agik" yapisi sayesinde hipoksi gibi patolojik stres faktorlerine karsi
hizli transkripsiyonel yanit verme potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilmigtir
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3.7.2 Prostat adenokarsinoma i¢cin UALCAN sonuglari:
TCGA verileri lizerinden yapilan DNA metilasyon analizi (Sekil 3.23), ilgili genin

promotor bolgesindeki metilasyon durumunun normal ve tiimoér dokulari arasinda anlamli
farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Normal doku (n=50) ve birincil tiimor (n=502)
gruplar1 arasinda gerceklestirilen karsilastirmada, metilasyon seviyeleri arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p = 0.028). Analiz kapsaminda kullanilan Beta
degerleri (0-1 aralig1), tiimor dokularindaki metilasyon paterninin normal dokudan
saptigint  ve bu epigenetik modifikasyonun prostat adenokarsinomu (PRAD)

patogenezinde potansiyel bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Promoter methylation level of SLC6A4 in PRAD
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Sekil 3.23: PRAD Orneklerinde SLC6A4 Promotdr Metilasyon Analizi.
Normal (n=50) ve birincil timdr (n=502) dokular1 arasinda SLC6A4 promotor
metilasyon seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p = 0.028).
Beta degerleri iizerinden sunulan veriler, genin prostat kanserinde anlamli bir epigenetik
degisim sergiledigini gostermektedir

TCGA wveri setleri kullanilarak UALCAN platformu iizerinden gerceklestirilen
biyoinformatik analizde (Sekil 3.22), ilgili genin prostat adenokarsinomu (PRAD)
dokularindaki mRNA ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir. Normal prostat dokular1
(n=52) ile birincil timor dokular1 (n=497) arasinda yapilan karsilastirmali analizde
(Unpaired t-test), gen ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlemlenmemistir (p = 0.911). Elde edilen bu veriler, s6z konusu genin prostat kanseri
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dokularinda normal dokuya kiyasla transkripsiyonel diizeyde belirgin bir degisim

sergilemedigini ortaya koymaktadir.

Expression of SLC6A4 in PRAD based on Sample types
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Sekil 3.24: PRAD (Prostat Adenokarsinoma) Orneklerinde SLC6A4 mRNA Ekspresyon
Seviyeleri. TCGA veri seti analizinde, normal prostat dokusu (n=52) ile birincil timor
dokusu (n=497) arasinda SLC6A4 ekspresyonu ag¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmamistir (p = 0.911). Degerler TPM birimiyle sunulmus olup, veriler genin
PRAD dokularinda bazal diizeyde stabil bir transkripsiyonel profil sergiledigini
gostermektedir

Bulgularimiz bu genin PRAD patogenezinde transkripsiyonel bir biyobelirte¢ olmaktan
ziyade, epigenetik diizeyde bir degisim sinyali tasidigimi gostermektedir. PRAD
analizlerinde (Sekil 3.23) gozlenen anlamli promotdr metilasyonu farkliligi (p = 0.028),
mRNA diizeyindeki statik benzerlige (p = 0.911) ragmen genin epigenetik olarak aktif bir
regiilasyon siirecine girdigini gdstermektedir. Bu durum, SLC6A4'in PRAD
patogenezinde de bazal kosullarda degil, belirli mikrogevresel sinyaller (6rnegin androjen
seviyeleri veya hipoksi) varliginda aktive olabilecek sekilde epigenetik olarak modiile
edildigini diisiindiirmektedir. Bu metilasyon farkinin fonksiyonel sonuglarini anlamak i¢in
genin farkl klinik evrelerdeki durumu veya protein diizeyindeki (Western Blot) karsilig:

incelenmelidir.
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3.7.3Sarkoma icin UALCAN Sonuc¢lar
Sarkom (SARC) orneklerinde SLC6A4 geninin epigenetik regiilasyonunu belirlemek

amaciyla yapilan promotdr metilasyon analizi (Sekil 3.24), timor dokular1 (n=502) ile
normal dokular (n=4) arasinda farklilik ortaya koymustur (p = 1.25 X10-7). Timor
grubunda gozlenen bu dramatik metilasyon degisimi, genin transkripsiyonel susturulmasi
(silencing) ile dogrudan korelasyon gdstermektedir. Elde edilen Beta degerleri ve
istatistiksel anlamlilik diizeyi, SLC6A4 promotdr metilasyonunun sarkom patogenezinde

kritik bir epigenetik biyobelirte¢ olma potansiyelini desteklemektedir.

Promoter methylation level of SLC6A4 in SARC
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Sekil 3.25: SARC Dokularinda SLC6A4 Promotor Metilasyon Seviyeleri. TCGA veri
seti analizine gore, normal ve birincil timor dokular1 arasinda SLC6A4 promotdr
metilasyon diizeyleri acisindan ileri derecede anlamli fark saptanmistir (p = 1.25 x10-7).
Beta degerleri iizerinden sunulan veriler, genin sarkomda giiclii bir epigenetik
modiilasyona maruz kaldigini ve bu durumun mRNA ekspresyonundaki diislisle uyumlu
oldugunu gostermektedir

Sarkom (SARC) orneklerinde SLC6A4 mRNA ekspresyon seviyeleri incelendiginde,
birincil tiimor dokularinda (n=260) gen ifadesinin saglikli dokulara (n=2) kiyasla dramatik
bir diislis sergiledigi gozlemlenmistir. Saghkli dokularda 0,242 TPM olan medyan
ekspresyon degeri, tiimor dokularinda 0,025 TPM seviyesine gerilemistir. Kontrol grubu
ornek sayisinin kisithiligia bagli olarak istatistiksel anlamlilik esigine ulagilamamis olsa

da (p = 0.955), timor grubundaki verilerin dar bir diislik ifade araliginda (0-0,141 TPM)
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kiimelenmesi, SLC6A4 geninin sarkom hiicrelerinde sistematik olarak baskilandigina
isaret etmektedir.

Expression of SLC6A4 in SARC based on Sample types
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Sekil 3.26: SARC Dokularinda SLC6A4 mRNA Ekspresyon Profili. TCGA veri
setindeki sarkom (n=260) ve normal (n=2) doku 6rneklerinin karsilagtirmali analizi
sunulmustur. Tiimor dokularinda medyan ekspresyon seviyesinin saglikli 6rneklere

oranla yaklasik 10 kat diisiik oldugu saptanmistir (0,025 ile 0,242 TPM). Yetersiz

kontrol grubu sayist nedeniyle p-degeri anlamlilik diizeyinin altinda kalmis olsa da (p =
0.955), gorsel veriler timor progresyonuyla iligkili bir transkripsiyonel azalma egilimi
gostermektedir

Sarkom (SARC) veri setinde SLC6A4 genine yonelik gergeklestirilen multi-omik
entegrasyon, genin tiimdr progresyonu sirasinda epigenetik bir susturulmaya (silencing)
maruz kaldigin1 gostermektedir. Promotdér metilasyonunda gozlenen asir1 derecede
anlaml artis (p = 1.25xtimes 10-7), mRNA ekspresyon seviyelerindeki dramatik diisiisle
(0,242'den 0,025 TPM'e) tam bir uyum icerisindedir. Tiimor dokularinda ekspresyonun
dar bir aralikta stabilize olmasi, bu genetik baskilanmanin rastlantisal olmadigini, aksine
metilasyon aracili kararl bir transkripsiyonel blokajin sonucu oldugunu kanitlamaktadir.
Sagliklt kontrol grubu o6rnek sayisinin kisitliligina bagli olarak mRNA diizeyinde
istatistiksel anlamlilik (p > 0.05) saglanamamis olsa da metilasyon verilerinden elde edilen
yiiksek anlamlilik diizeyi, SLC6A4'iin sarkom patogenezinde kritik bir epigenetik belirteg

oldugunu dogrulamaktadir.
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3.8 In-vitro Cahismalar

3.8.1 Farkh Hiicre Hatlarinda SLC6A4 mRNA ifadesinin Belirlenmesi
Kolon kanseri (HT-29), prostat kanseri (PC-3, LNCap), Sarkoma (Saos-2), karaciger

karsinomu (Hep3B) ve saglikli gébek kordonu hiicre hattt (HUVEC) olmak iizere farkl
hiicre hatlarinda SLC6A4 gen ifadesinin belirlenmesi amaciyla, hiicre kiiltiiriinde standart
kosullar altinda biiyiitillen hiicrelerden oncelikle toplam RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA Orneklerinin saflik ve konsantrasyon analizlerinin
ardindan, ters transkripsiyon yontemi ile tamamlayict DNA (cDNA) sentezi yapilmaistir.
Sentezlenen cDNA’lar, gen ifadesi analizlerinde kalip (template) olarak kullanilmistir.
Deneyin dogrulugunu ve hiicreler arasi cDNA miktarin1 normalize etmek amacryla,
oncelikle housekeeping (internal) gen olan insan beta-2-mikroglobulin (HB2) ifadesi
incelenmistir. i¢ kontrol geninin tiim &rneklerde kararl bir sekilde ifade edildiginin teyit
edilmesinin ardindan, klasik PCR yontemi ile SLC6A4 genine spesifik primerler
kullanilarak ifade analizleri gergeklestirilmistir. Sonuglar agaroz jel elektroforezinde

goriintiilenmis ve farkli hiicre hatlarindaki ifadesi karsilagtirilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 M

Sekil 3.27: Farkli hiicre hatlarindaki HB2 PCR sonuglarina ait agaroz jel elektroforezi
sonuclar1 (M: 50bp Marker, 1: HT29, 2: HUVEC, 3: SAOS, 4: LNCAP, 5: PC-3, 6:
DU145, M: 1KB Marker)
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Sekil 3.28: SLC6A4 PCR sonuglarina ait agaroz jel elektroforezi (N.K: Negatif Kontrol,
P.K: Pozitif Kontrol, 1: HT29, 2: HUVEC, 3: SAOS, 4: LNCAP, 5: PC-3, 6: DU145, M:
1KB Marker; N.K: Negatif Kontrol, P.K: Pozitif Kontrol 1: HUVEC 72h Hipoksi, 2:
HUVEC 72h Normoksi, 3: HUVEC 48h Hipoksi, 4: HUVEC 48h Normoksi., 5:
HUVEC 24h Hipoksi, 6: HUVEC 24h Normoksi, M: 1IKB MARKER)C. elegans’da
MOD-5 mRNA ifadesinin Belirlenmesi
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Sekil 3.29: SLC6A4 mRNA ifadesinin densitometrik analiz sonucu



4. TARTISMA VE SONUC
Bu tez calismasinda insan SLC6A4 geni ile Caenorhabditis elegans’taki fonksiyonel

ortologu MOD-5 geninin karsilastirmal1 olarak ele alinmasi, serotonerjik sinyalizasyonun
evrimsel olarak korunmus temel ilkelerini ortaya koymustur. Literatlir bulgularinin
biitlinciil degerlendirilmesi, her iki gen iirliniiniin de sinaptik araliktaki serotonin
diizeylerini sodyum/klor bagimli geri alim mekanizmasiyla diizenledigini ve bu

diizenlemenin davranigsal ¢iktilar iizerinde belirleyici oldugunu gostermektedir.

C. elegans’ta MOD-5 islev kaybinin serotonerjik sinyalin uzamasina yol agmasi ve bunun
lokomasyon, beslenme ve yumurtlama gibi Olgiilebilir davranigs fenotipleriyle
sonu¢lanmasi, serotonin geri aliminin ndrotransmitter homeostazi agisindan merkezi
roliinii desteklemektedir. Benzer big¢imde, insan SLC6A4 genindeki fonksiyonel
degisikliklerin psikiyatrik bozukluklarla iligkilendirilmesi, model organizma bulgularinin
translasyonel degerini giigclendirmektedir. Bu paralellik, basit bir sinir sistemine sahip
olmasima ragmen C. elegans’in karmasik davranislarin molekiiler temellerini ¢dzmede

etkili bir sistem oldugunu ortaya koymaktadir.

Serotonerjik ndronlarin sinirli sayida ve iyi tanimlanmig olmasi, C. elegans’ta gen—
davranis iliskilerinin dogrudan kurulmasina olanak tanimaktadir. Ozellikle NSM, ADF ve
HSN noéronlarindan salinan serotoninin hem davranigsal diizenleme hem de ¢evresel stres
sinyallerinin organizma geneline ve germ hattina iletilmesinde rol almasi, serotoninin
yalnizca ndrotransmitter degil ayn1 zamanda néroendokrin bir diizenleyici olarak da islev
gordiigiinii  diistindiirmektedir. Bu durum, serotonerjik sinyalizasyonun organizma
biitiinligli  lizerindeki  etkilerinin  memelilerde de benzer mekanizmalarla

gerceklesebilecegine isaret etmektedir.

Bununla birlikte, C. elegans’in model organizma olarak kullaniminin baz1 sinirliliklar: da
bulunmaktadir. Organizmanin basit sinir sistemi yapist ve bazi memeliye 6zgli beyin
bolgelerinin  bulunmamasi, elde edilen bulgularin insan fizyolojisine dogrudan
genellenmesini kisitlayabilir. Ancak buna ragmen, SLC6A4/MOD-5 gibi yiiksek derecede
korunmus genler iizerinden yapilan c¢alismalar, temel mekanizmalarin anlasilmasi
acisindan giiclii bir ¢erceve sunmaktadir.

Sonug olarak bu tezde sunulan karsilastirmali degerlendirme, C. elegans mod-5 geninin

insan SLC6A4 genine yonelik calismalarda gilivenilir ve acgiklayici bir model
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olusturdugunu gostermektedir. Serotonin geri alim mekanizmasinin davranigsal ve
fizyolojik etkilerinin bu model iizerinden incelenmesi, ndropsikiyatrik hastaliklarin

molekiiler temellerinin aydinlatilmasina katki saglayabilecek niteliktedir.

Bu tez c¢aligmasinda, insan serotonin tagiyicisint kodlayan SLC6A4 geni ile
Caenorhabditis elegans’taki fonksiyonel ortologu olan MOD-5 geni karsilagtirmali olarak
incelenmistir. Literatiir verilerinin degerlendirilmesi, her iki genin de sodyum/klor bagimli
tasiyicilar ailesine ait oldugunu ve serotoninin sinaptik araliktan geri aliminda temel rol
oynadigini ortaya koymustur. Yapisal ozellikler, ekspresyon paternleri ve islevsel ¢iktilar
acisindan degerlendirildiginde, mod-5 geninin insan SLC6A4 geninin temel

fonksiyonlarini yiiksek oranda yansittig1 goriilmiistir.

C. elegans’ta serotonerjik sinyalizasyonun; lokomasyon, beslenme ve yumurtlama gibi
temel davranislar tizerinde belirleyici oldugu, 6zellikle MOD-5 genindeki islev kaybinin
serotonerjik sinyalin uzamasina ve SSRI benzeri davranigsal fenotiplere yol agtigi
anlagilmistir. Bu bulgular, serotoninin geri alim mekanizmasinin ndrotransmitter

homeostazi ve davranigsal denge acisindan kritik 6neme sahip oldugunu gostermektedir.

Elde edilen veriler, C. elegans’in basit sinir sistemi yapisina ragmen insan serotonerjik
sisteminin temel molekiiler ve fonksiyonel 6zelliklerini modelleyebildigini ve bu yoniiyle
noropsikiyatrik hastaliklarin mekanizmalarinin anlagilmasinda giiclii bir model organizma

oldugunu desteklemektedir.

Biyoinformatik analizlerimizden elde edilen veriler, SLC6A4 geninin timor
mikrogevresindeki dinamik regiilasyonuna dair kritik mekanizmalara 151k tutmaktadir.
Literatiirde hipoksinin, akciger arter diiz kas hiicrelerinde (PA-SMCs) SLC6A4 (5-HTT)
geninin transkripsiyonel aktivitesini dogrudan uyarabildigi; genin promotdr bolgesi
tizerinden sadece iki saat icerisinde mRNA seviyelerini %240 oraninda artirarak serotonin
geri alim kapasitesini ii¢ katina ¢ikardig1 deneysel olarak gosterilmistir (Eddahibi, 1999).
PA-SMC'lerde gozlenen bu transkripsiyonel yanit, serotoninin mitojenik etkisini
potansiyalize ederek kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu ve vaskiiler yeniden sekillenme
siireclerini tetiklemektedir.

Bu calismada, biyoinformatik diizeyde COAD (Kolon) ve PRAD (Prostat) dokularinda

saptanan diisiik metilasyon profili, epitel ve glandiiler kokenli bu hiicrelerin hipoksik stres

54



aninda transkripsiyonel olarak hizla aktive edilebilecegine dair bir "epigenetik hazirlik"
(epigenetic priming) durumuna igaret etmektedir. Buna karsin, SARC (Sarkom)
verilerinde gbzlenen ileri derecedeki hipermetilasyon, genin mezankimal kokenli tiimor
hiicrelerinde epigenetik olarak susturuldugunu (silencing) ve hipoksik uyaranlara karsi

duyarsizlastigini diisiindiirmektedir.

Calismamiz kapsaminda gergeklestirilen RT-PCR analizleri, SLC6A4 mRNA ifadesinin
kanser hiicre hatlar1 arasinda doku kokenine bagli belirgin bir varyasyon gosterdigini
dogrulamistir. Mezankimal kokenli bir osteosarkom hatt1 olan Saos-2 ve epitelyal kokenli
kolon karsinom hatt1 HT-29 hiicrelerinde saptanan diisiik transkripsiyonel profil;
biyoinformatik analizlerimizde SARC ve COAD veri setleri i¢in dngoriilen diisiik bazal
ekspresyon verileriyle yiiksek korelasyon gostermektedir. Ote yandan, prostat kanseri
modelleri olan DU145, PC-3 ve LNCaP hiicre hatlarinda saptanan nispeten daha yiiksek
mRNA seviyeleri, genin prostat kanseri patogenezinde daha aktif bir transkripsiyonel

dinamizme sahip oldugunu kanitlamaktadir.

Sonug¢ olarak, deneysel verilerimiz prostat kanseri hiicre hatlariin hipoksik stres
faktorlerine yanit verebilecek "agik" bir transkripsiyonel kapasiteye sahip oldugunu; buna
karsin Saos-2 gibi mezankimal hatlarda bu yolun epigenetik blokaj veya siki bir bazal
regiilasyonla baskilandigini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, SLC6A4'lin doku tipine ve
oksijenlenme diizeyine bagl olarak degisen molekiiler bir "anahtar" gorevi gordiigiinii ve

ozellikle prostat kanserinde kritik bir fonksiyonel rol iistlenebilecegini desteklemektedir.

Caligmamizdan elde edilen veriler, SLC6A4 geninin tiimdr biyolojisindeki roliiniin in vivo
diizeyde arastirilmasi i¢in Caenorhabditis elegans modelinin fonksiyonel bir platform
olarak yiiksek potansiyel tasidigini gostermektedir. Kanser hiicrelerinin karakteristik
ozelligi olan kontrolsiiz proliferasyon kapasitesi, C. elegansn germ hatti (germline)
hiicrelerinde basariyla modellenebilmektedir. Giincel literatiirde, hipoksi yanit faktorii
olan HIF-1’in, ADF serotonerjik néronlar1 tizerinden hiicre dis1 (cell-nonautonomous) bir
biyojenik amin ve peptid sinyal agini aktive ederek organizma fizyolojisini modiile ettigi
gosterilmistir (Kitto, 2025)S6z konusu sinyal iletiminde SER-7 gibi spesifik serotonin
reseptorlerinin gerekliligi kanitlanmig olsa da, sinyalin sonlandirilmasi ve ekstraseliiler

serotonin homeostazinin saglanmasinda kritik rol oynayan MOD-5 (insan SLC6A4
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ortologu) tastyicisinin bu koordineli hipoksik yanittaki regiilator islevi heniiz tam olarak

aydimlatilmamustir.

Kanserin metastatik yayiliminda merkezi rol oynayan hiicre goc¢lii mekanizmasi, C.
elegans'ta Distal Tip Hiicre (DTC) gocii veya vulva gelisimi sirasindaki stereotipik hiicre
hareketleri ile dikkate deger paralellikler sunmaktadir. Bu baglamda, serotonin
reseptorlerinin (ser-1, ser-4 vb.) hiicre iskeleti dinamikleri {izerindeki etkilerinin
arastirilmasi, serotonerjik sistemin metastatik potansiyel {izerindeki modiilator etkilerinin

anlasilmasina katki saglayacaktir.

Ayrica, timoér mikrogevresindeki hipoksik stresin serotonin yolag: ile etkilesimi, C.
elegans'ta iyi tanimlanmis olan hif-1 mekanizmasi {izerinden modellenebilir. Hipoksi
kosullar1 altinda mod-5 ifadesindeki degisimlerin ve bu degisimlerin hif-1 bagimli sinyal
iletimi lizerindeki etkilerinin izlenmesi, serotonerjik sistemin kanser hiicrelerine sagladigi
metabolik avantajlarin molekiiler diizeyde analiz edilmesine imkan taniyacaktir. Sonug
olarak, C. elegans modelinde gergeklestirilecek genetik manipiilasyonlar ve SSRI gibi
serotonin yolagin1 hedef alan bilesiklerin 6n taramalari, biyoinformatik ve in vitro
verilerimizin fonksiyonel bir diizleme tasinmasini saglayarak SLC6A4 odakli yeni

terapotik stratejilerin gelistirilmesine onciiliik edecektir.
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5. EKLER
5.1 EKA:

NCBI Reference Sequence: NM_000871.3

GenBank Graphics

>NM 000871.3 Homo sapiens 5-hydroxytryptamine receptor 6 (HTR6), mRNA
GCACCCGGCCTCTCCTCCGCGCGTGCGGGCCCCTCGCGGCGCCTCCCGGGCTCGGGAGACCCGGTCCCGC
CGCCCGCCCGGCCCGCGGCCGCCTCTTCCTCTCGCAGCCCCGCGGCGCTTGCCGCAGTCGCAGGCGGCGG
AGCAGCCAGAGCGCCCCAGGTACCAGTGCGGGCGGGAGACGGAGGCGACCCTGCTGCCGGGTGGGGAGGG
GGCGCCGCGCGGCCGCTGCCCTCCTCTTCCCGCGGGGCCTGGCGGCCCCGGCGAACCCCCGCGCCGCACA
GGCCGTGTGCGCCGGATCCCGGTGCCTCCGCGCCAGCTGAGACCTGCCTTTCCCAGGGGCGGCTTTGCTC
CGGCCCCTAGGCCCCCGCCCTGGTACCCCACACGCCCACCGGCCGCGGGGAGCCTGCTCCGGCCCGAGAG
CGCCCATTCACCCCCCTCACCCACCTCCCCGCGTTCCCACTTCCCCGCACTCTGACCCGGCCGGACGCCC
CTCCCCTATCTTGCCGCCCGCCCCCTCCAGGGGGCTCTGCTCCCACCCCAGGGAGCCCATCCGACCTCTG
CTTGACTTCCCGCCGCTTCCTTCAGGGGCCTCGGCTCATCGGGTGCCCCTCCCCAAACTTCCAACCCGTT
TGCTCCAGGAGTTCCTGCCCCATCCCCGAGGGCGCCCAAATAGCCACACTGTGTCCTCCTGTAGTCGCTG
CCCCCTGACCTAGCGCGACCCAGCGCCCCCGCCCATGTCCCCCCACTCACCTCCCCCGGGGGGCGTGGTG
AGTCGCGGTCTGTTCTCACGGACGGTCCCCGTCCAGCCTGCGCTTCGCCGGGGCCCTCATCTGCTTTCCC
GCCACCCTATCACTCCCTTGCCGTCCACCCTCGGTCCTCATGGTCCCAGAGCCGGGCCCAACCGCCAATA
GCACCCCGGCCTGGGGGGCAGGGCCGCCGTCGGCCCCGGGGGGCAGCGGCTGGGTGGCGGCCGCGCTGTG
CGTGGTCATCGCGCTGACGGCGGCGGCCAACTCGCTGCTGATCGCGCTCATCTGCACTCAGCCCGCGCTG
CGCAACACGTCCAACTTCTTCCTGGTGTCGCTCTTCACGTCTGACCTGATGGTGGGGCTGGTGGTGATGC
CGCCGGCCATGCTGAACGCGCTGTACGGGCGCTGGGTGCTGGCGCGCGGCCTCTGCCTGCTCTGGACCGC
CTTCGACGTGATGTGCTGCAGCGCCTCCATCCTCAACCTCTGCCTCATCAGCCTGGACCGCTACCTGCTC
ATCCTCTCGCCGCTGCGCTACAAGCTGCGCATGACGCCCCTGCGTGCCCTGGCCCTAGTCCTGGGCGCCT
GGAGCCTCGCCGCTCTCGCCTCCTTCCTGCCCCTGCTGCTGGGCTGGCACGAGCTGGGCCACGCACGGCC
ACCCGTCCCTGGCCAGTGCCGCCTGCTGGCCAGCCTGCCTTTTGTCCTTGTGGCGTCGGGCCTCACCTTC
TTCCTGCCCTCGGGTGCCATATGCTTCACCTACTGCAGGATCCTGCTAGCTGCCCGCAAGCAGGCCGTGC
AGGTGGCCTCCCTCACCACCGGCATGGCCAGTCAGGCCTCGGAGACGCTGCAGGTGCCCAGGACCCCACG
CCCAGGGGTGGAGTCTGCTGACAGCAGGCGTCTAGCCACGAAGCACAGCAGGAAGGCCCTGAAGGCCAGC
CTGACGCTGGGCATCCTGCTGGGCATGTTCTTTGTGACCTGGTTGCCCTTCTTTGTGGCCAACATAGTCC
AGGCCGTGTGCGACTGCATCTCCCCAGGCCTCTTCGATGTCCTCACATGGCTGGGTTACTGTAACAGCAC
CATGAACCCCATCATCTACCCACTCTTCATGCGGGACTTCAAGCGGGCGCTGGGCAGGTTCCTGCCATGT
CCACGCTGTCCCCGGGAGCGCCAGGCCAGCCTGGCCTCGCCATCACTGCGCACCTCTCACAGCGGCCCCC
GGCCCGGCCTTAGCCTACAGCAGGTGCTGCCGCTGCCCCTGCCGCCGGACTCAGATTCGGACTCAGACGC
AGGCTCAGGCGGCTCCTCGGGCCTGCGGCTCACGGCCCAGCTGCTGCTTCCTGGCGAGGCCACCCAGGAC
CCCCCGCTGCCCACCAGGGCCGCTGCCGCCGTCAATTTCTTCAACATCGACCCCGCGGAGCCCGAGCTGC
GGCCGCATCCACTTGGCATCCCCACGAACTGACCCGGGCTTGGGGCTGGCCAATGGGGAGCTGGATTGAG
CAGAACCCAGACCCTGAGTCCTTGGGCCAGCTCTTGGCTAAGACCAGGAGGCTGCAAGTCTCCTAGAAGC
CCTCTGAGCTCCAGAGGGGTGCGCAGAGCTGACCCCCTGCTGCCATCTCCAGGCCCCTTACCTGCAGGGA
TCATAGCTGACTCAGATATCGTGTTCTGAAGGATGCTCCACTGTTGAGTGTAACTTGTGTGTGCAGAGGA
TGGGCTGGAGGACTCTGGATGTTGGGGAGAAGGACCTCTTGGTTCAGGTTAGGATGAAAACAATCATGAC
CTTTGCCCATTCTGTCAGGCTGGACGGGAGGGAATGCCCCCACCTGCAGGCATGGATTAATGCTGGGCTG
AACCCCTTGCTACTCACAGTGTAGTCCATGGACAATCGGCATTGCCGTCACCTTTGGGAGTTTGTGAAAA
ATGCACATCTCTGCCCCTGCCCAGACCTGCTGAGTCAGAACTGCATGTTACCAAGATCCCAGGTGAATCA
TGTGCCCATTACAGTTTGAGATGTGCTGCCTTAGATCATCTTTAACCCTCAGAATGATTTGCTGGATGGT
TTTTGGACCTGTCAGTCTCCCCTCCCTGGTATATATGTGGCAGCAGCTGCACCTGGGAGGCAGGCAGGCA
TGCATGTGGGCCTCTGCTCTACCACCTATGAGCTCTGGGGCCTGACACGAGTTATTTAACCTCTCCGAGC
CTCGGTTATCCCATGTGTAAGGTAGAGAAATGATGCCTATCTTGCAGGTTGTCTTGAGAATTAAGACAAT
GTGTGCCCAGCACCCAGTACACGGTCAGTTAATTGGTACGTTCTGTTGTTACGACCCCCGGCTATCCAGC

CCCCTGGCCTCTCCGGCTGTGTGTCAGGAAGGGCTCTTTGCTCCCGTTGTTCTCTTTCCATTTGCCTCCC
CCTCTTCAGCCCTGGCCTAGCCTCCCAAAGCCTGACTCTGGTTCCCCAACTCCCTGTTCTGGCTCCTGGG

TGGGGACCCCATCTCTCAGGGACCCTCCCAGCTCCCAAGCTGCTGCCCTGCCTTTCCTGGGGGCAAAAGG
GGCAGGTGGCAGTTTCTTTTTCAGCCTCAGAACTGGTTTTCCTCAATCCTGGGGGGTCCTTGGACCTAGA
AGGGAACAACTGATGGGGATAAACCCAGCCCCTTGCCCACCTGCCTCTGGCCTTCCCTGGGGTCAGTGAG
AGAAATGGGAATGGTAGCTACTTGGGTCAGCAGAGTAGAGTCAARAGAGCTGTTCCTGGTGTGAGGTGGGG
CCCACGAGGCAGGCAGGTGGACTCTGGCACAGGGGCCTTGGTTTCTGGGGGCAGGGGGTTGGGGAACTCT
TGGTCGCCAGTTTACCTGCCATAGGTCCCTTTTCAGCCCTGCCTCCCCCAAGTTCCATCAACACAAACTC
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CCAGGGGGTCCTCCATGCCTGGCCTGGCCCTCTCCTTGGTGCTGATGAGACACAACTCTGGCCCCGGCGG
CTGGCCTCTGAGGGGCCATGGTGCTTGCGGGGCTTCCCCTATCCCCCAGGTCTGCCCAAGGGGACTCTCA
ATAAACTCTAGCTGAAGGCA

Sekil 5.1: Homo sapiens 5-hydroxytryptamine receptor 6 (HTR6), mRNA
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5.2 EK B:

NCBI Referans Dizisi: NM_058694.4
GenBank Grafikleri

>NM 058694.4 Caenorhabditis elegans Tasiyici (mod-5), kismi mRNA

ATGCTGCGTTGGCATTCCGTCCGGAGGAAACAGCACCAGCAGCTGCAAGCTGAACTCTCCAGCGGTGCAG
CTAGCATGCTGTCCGCGCCAGAATCTCGGCGTGTCAGCCGATCGATGAGTGTTAAAGCACCGACAGCATC
AGAATACATGCCATTATCAGTTGCCGATAAGCCCCTAACACTAACCGTATCAACTTCACACAGTATTGAT
CCAAATGAGCCAATCGCTGCTCTCGGTGGTCTCACACCGACAAAAGAAGGCCGAGTTGCCGCACTGCGAA
GACGGAGTTCAATGGTTCGTGATAAATGGGCAACTAAAATGGAATTCCTGTTGGCCGTCGTTGGATATGC
AGTTGATTTGGGTAATATATGGCGATTCCCATCAGTATGCTACAAACACGGTGGCGGTGCTTTTCTTATT
CCATATTTCATTATGTTAATGATCGGAGGACTTCCCATGTTCTATATGGAACTTGTACTCGGACAATTTC
ATCGGTCAGGATGTGTTAGTATATGGAGAAAGGTGTGCCCGTTGTTTCGAGGAATCGGTTACGGTATCTG
CTGTATTTGCACGTTCATAGCCATTTTCTATAATGCGATCATCGCTCAAGCCGTCTATTTTGCTATTGTT
TCACTTTCAAAAATTTGGGATTCCGAAGTTCCGTGGGCGTCATGTGGCAATCCGTGGAATACACCGAGAT
GCTCAGATGACCTCAACGTGACAATATCTAGAAATGGGACACCATTGACCACTCCGTCAGAGGAATATTA
TTTATACAAAGTCCTTGAAGTTCAAAAATCAACAGGATTCGATGATCTTGGAGGTGTAAAAAACTTCAATG
GCAGTGTGCCTACTCGCTGTATTTATAATGGTTTACTTTGCTCTTTGGAAGGGTCCACAGTCGTCTGGAA
AAATTGTTTGGGTGACTGCAACAGCTCCATATATTATTCTAAGTATTCTTCTTATACGTGGACTTCTTCT
TCCTGGAGCAAAGAATGGTCTCTATTATTATGTGACACCGGATTTCGAGAAACTCAAGGATCCTGCAGTA
TGGTCGGCTGCTGCTACACAGATTTCTTCTCACTTGGACCAGGATTCGGGGTGCTGCTCGCGCTGAGCA
GTTACAATGATTTTAACAATAACTGCTATCGTGACGCCGTCACTACCTCCATCATTAACTGTGCCACGTC
ATTCTTTTCCGGATGTGTTGTATTCTCTACACTTGGCTATATGTCTCTTTCTCACCAATAAACCGATTAAT
GAGGTAGTTGGAGAACACGACGCCTCTCTAATCTTCATCGTCTACCCCCAAGCTCTCGCAACAATGGATT
ACAGTTGTTTCTGGTCTTTCATCTTTTTCGTCATGCTAATCACTCTTGGAATCGACTCCACTTTTGCTGG
AATCGAAGCATTTATCACGGGATTCTGTGATGAGTCGAGGTTTTTGTCGAAAAATCGAAAATGGTTCGTG
CTGGTCATTTGCATCATTTATTACTTCCTCAGCTTTCCCGCTATCAGCTATGGTGGTCAATTCGTGATCC
CGTTCCTGGATGAATATGGAGTTTCTCTATCAGTTCTGTTCATTGTCACCTGCGAAATGATTGCAGTCTG
CTGGTTTTACGGTGTTGATCAGTTCTCAAAAGATATTCGTGCTATGCTGGGATTCTATCCTGGAATTTAT
TGGAGAGTCTGCTGGACGTGTTCTCCGGTTTTTAAGTGTGATATTCATTATGACTGTCTACAATAGTT
CGTTCAAGCCAATTCAAATGGCTAGCTACACTTTCCCCTGGTGGAGTGTTATTTTGGGTTGGTTCCTGAG
ACTTCTCTCAGTCCTCGCAATTCCTGTCTTCGCAATAATCTACCTGCTCAGCGGTACCGGCACACTTTAC
GAACGCTTCCGATGGGCAATAACTCCTCAACAACGCCGAAATTCGGCGACTTCTCTCGCCGCTGATCCCA
CACAAATTATCGATAGTTCTCTTTTAGATCCAATTCATACACTTACTCCAGTTTAGATAATTCTTGGTGT
ACTGTTGGAAGTCAACGATCGATAGCCGTGCACAGAAAAAAAGGCGGAGCGTAATTTCGCAACCTTGCGG
CACGGTTTTTCCACCTATTTTGACGCCCGTTTTATTCTCTTTTTTTTTAAATAAAAACTAAATTGGATAG
TCTTTTTATTAAAAAAAAAAGAGAATTCAAATCGAAATTTTATAGAAAAAATCAGCAAAACCGTGCCGCA
GGATTGCAAAATTACGCTCTGCCTCTTTTCACGAATCGATCTTTTAATTTCAACAGTTATTATCGATTTA
TTGATTTTTCTTCCACTTTTTCAAATTTTTAAAATATTTTTCAATTCTCGAACTCGAATTATTTCTGGAG
TAGCGTTTTATTTTTCCCGATCTCTTTAACCATCCACGCGGTGCCAATTCCTATTTAATCTCATAACTCA
CAAGCTTTCGTTTTCTGAAATTTTGTAAATAATCAATTAAAAAAAGAATTTTTATTGCACGATATAAACA
AAAATATTTAATACTTAA

Sekil 5.2: Caenorhabditis elegans Tastyict (mod-5), kismi mRNA
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