T.C.
BALIKESIR UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK ANABILIM DALI

HTR1B VE TPH1 GENLERININ KOLON KANSERiI HUCRE
HATLARINDA VE ORTOLOGLARININ C. elegans’da HIPOKSIDE
ARASTIRILMASI

CANBERK TOPRAK

YUKSEK LiSANS TEZIi

Jiiri Uyeleri :  Dog. Dr. Siimeyye AYDOGAN TURKOGLU (Tez Damismani)
Prof.Dr.Hatice YILDIRIM
Prof.Dr.Ugur GUNSEN

BALIKESIR, HAZIRAN - 2025



ETiK BEYAN

Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Tez Yazim Kurallarina uygun olarak
tarafimca hazirlanan “HTR1B ve TPH1 Genlerinin Kolon Kanseri Hiicre Hatlarinda ve
Ortologlarinin C. elegans’da Hipokside Arastirilmas1” baslikli tezde;

Tiim bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢er¢evesinde elde ettigimi,

Kullanilan veriler ve sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigimi,

Tiim bilgi ve sonuglari bilimsel aragtirma ve etik ilkelere uygun sekilde sundugumu,

Yararlandigim eserlere atifta bulunarak kaynak gosterdigimi,

beyan eder, aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ederim.

Canberk TOPRAK






Bu tez cahsmas1 TUSEB (Tiirkiye Saghk Enstitiileri Bagkanhgi) tarafindan 38374 nolu

proje ile desteklenmistir.



OZET
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ORTOLOGLARININ C. elegans’DA HIPOKSIDE ARASTIRILMASI
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BALIKESIR, HAZIRAN-2025

Serotonin (5-Hidroksitriptamin, 5-HT) 6nemli iglevlere sahip bir amindir. Bu amin triptofan
hidroksilaz (TPH) aracilifiyla L-triptofandan sentezi gergeklesir. Serotonin etkilerini
membranda bulunan serotonin reseptdrleri araciligiyla gosterir. Serotoninin kanser
hiicrelerinde proliferasyonu, istilayi, yayilimi ve tiimorlerde anjiyogenezde potansiyel etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Ozellikle 5-HT 1A, 5-HT 1B, 5-HT 1Dve 5-HT2A
reseptorleri ¢esitli  kanserlerde calisilmistir fakat kolon kanserinde etkisi tam
anlagilamamistir. Tiimdr hiicreleri kontrolsiiz boliindiiklerinden ¢ok fazla enerji tiiketirler ve
mikrogevreleri hipoksik bir kosuldadir. Bu mikrogevre genlerin regiilasyonunda
degisikliklere sebep olabilir. Tez calismasinda HTR1B ve TPH1 genlerinin kolon kanseri
hiicre modellerinde hipoksi ile degisimi mRNA ve protein seviyesinde incelenmistir. Ayrica
model organizma olan C.elegans’ta bu genlerin ortologu olan ser-4 ve cTPH genlerinin de
ifadelerine hipoksik ortamda bakilmistir. Yapilan biyoinformatik analizlerde bu iki genin
%87 benzer oldugu ve benzer hiicresel sinyal yollarini etkiledigi goriilmiistiir. HT-29 kolon
kanseri hiicre modelinde HTR1B ve TPHI ifadesinin mRNA diizeyinde arttigi, SW480
kolon kanseri hiicre modelinde HTR1B’nin arttigi TPHIin ise azaldigi, HUVEC saglikli
insan endotel hiicre modelinde HTR1B’nin arttigit TPH1’in azaldig1 tespit edilmistir.
C.elegans’ta ise ser-4 ve cTPH genlerinin mRNA seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir.
HTR1B ve TPH1 genlerinin ¢esitli hiicre hatlar1 {izerindeki etkileri, serotoninerjik sistemin
karmagik dinamiklerini anlamada kritik bir rol oynamaktadir. Sonug olarak, HTR1B geninin
cesitli hiicre hatlar iizerindeki etkileri, bu genin kanserdeki islevselligini ve potansiyel
terapotik kullanimlarini anlamada 6nemli bir adim olusturmaktadar.

ANAHTAR KELIMELER: CTPH, hipoksi, htrlb, kanser, ser-4, serotonin, tphl

Bilim Kod / Kodlar1 : 20606/20610 Sayfa Sayis1 : 67



ABSTRACT

INVESTIGATION OF HTR1B AND TPH1 GENES IN COLON CANCER CELL
LINES AND THEIR ORTHOLOGUSES IN HYPOXIA IN C.elegans
MSC THESIS
CANBERK TOPRAK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU )
(CO-SUPERVISOR: ASSIST PROF. DR. DERYA OKUYAN )
BALIKESIR, JUNE - 2025

Serotonin (5-Hydroxytryptamine, 5-HT) is an amine with important functions. This amine
is synthesized from L-tryptophan by tryptophan hydroxylase (TPH). Serotonin shows its
effects through serotonin receptors located in the membrane. Serotonin has been shown to
have a potential effect on proliferation, invasion, spread in cancer cells and angiogenesis in
tumors. Especially 5-HT 1A, 5-HT 1B, 5-HT 1D and 5-HT 2A receptors have been studied
in various cancers, but their effects in colon cancer are not fully understood due to their
complexity. Since tumor cells divide uncontrollably, they consume a lot of energy and their
microenvironment is in a hypoxic condition. This microenvironment may cause changes in
the regulation of genes. In this thesis study, the changes in HTR1B and TPH1 genes with
hypoxia in colon cancer cell models were examined at the mRNA and protein levels. In
addition, the expressions of the ser-4 and cTPH genes, which are orthologs of these genes,
were examined in hypoxic conditions in the model organism C.elegans. In the bioinformatic
analyses, it was seen that these two genes were 87% similar and affected similar cellular
signaling pathways. It was determined that the expression of HTR1B and TPH1 increased at
the mRNA level in the HT-29 colon cancer cell model, that HTR1B increased and TPH1
decreased in the SW480 colon cancer cell model, and that HTR1B increased and TPH1
decreased in the HUVEC healthy human endothelial cell model. In C.elegans, it was
determined that the mRNA levels of the ser-4 and cTPH genes increased. The effects of the
HTRI1B gene on various cell lines play a critical role in understanding the complex dynamics
of the serotoninergic system. As a result, the effects of the HTR1B and TPH genes on various
cell lines constitute an important step in understanding the functionality of this gene in
cancer and its potential therapeutic uses.

KEYWORDS: CTPH, hypoxia, htrlb, cancer, ser-4, serotonin, tph1
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1. GIRIS

Serotonin (5-Hidroksitriptamin, 5-HT) gastroinstentinal sistemde, vaskiiler diiz kaslarda ve
beyinde tanimlanmis ve bu bolgelerde dnemli islevleri olan amindir. Triptofan hidroksilaz
(TPH) yardimi ile L-triptofandan sentezlenir ve etkilerini kendine 6zgii reseptorleri ile
gosterir. Temel serotonin sentezi viicutta gastrointestinal sistemde enterokromaffin hiicreleri
tarafindan ve beyinde raphe nuclei de yapilmaktadir. Beyinde gerceklesen serotonin
sentezinde serotonin; serotonerjik ndronlar araciligiyla, istahin, uykunun, ruh halinin,
agrinin ve cinsel davranigin diizenlenmesi gibi ¢esitli néropsikotik islevleri yerine getirir
(Veenstra-WanderWelee et.al., 2000). Bununla birlikte, periferde iiretilen serotonin,
vazokonstriksiyon (Rapport et.al., 1948), anjiyogenezin diizenlenmesi (Zamani et.al., 2012),
kemik yogunlugunun ve osteoporozun kontrol edilmesi (Yadav et.al., 2010), kan sekeri
seviyelerinin yani sira obezitenin korunmasi da dahil olmak iizere ¢esitli metabolik
fonksiyonlarin diizenlenmesi gibi genis bir dizi fonksiyona sahiptir (Martin et.al., 2017).
Ayrica gastrointestinal hareketliligin ve bagirsak mikrobiyom igeriginin modiile edilmesi de
fonksiyonlar1 arasindadir (Berger et.al., 2009). Serotoninin bir diger gorevi ise bir biiyiime
faktorii olarak da islev gormesidir. Boylelikle hiicre dongiisiinii (Nebigil et.al., 2000),
inflamasyonu ve bagisikligi (Herr et.al., 2017) modiile etmektedir. Esansiyel bir aminoasit
olan triptofandan tiretilen serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) biyojenik bir monoamin
olarak gorev goriir. Serotoninin rolii merkezi sinir sisteminde norotransmitter olarak ve
gastrointestinal sistemde motilite aracisi olarak iyi tanimlanmistir. Ayrica bir ¢ok kanser
tiiriinde tlimor olusumundaki rolii i¢in arastirmalar devam etmektedir. Serotoninin kanser
hiicresi proliferasyonu, istilasi, yayilmas: ve timor anjiyogenezi iizerinde potansiyel bir
etkisi oldugu gosterilmistir (Balakrishna et.al., 2021). Sebep olan mekanizma karmasgik olsa
da hastaligin ilerlemesi ile tiimordeki serotonin diizeylerinin ve bunun spesifik reseptor alt
tipleri ile etkilesiminin iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Tez ¢alismasinda serotonin sinyal
yolunda etkili olan HTRIB (5-Hidroksitriptamin Reseptér 1B) ve TPHI1 (Triptofan
hidroksilaz 1) genlerinin kolon kanserinde ifadesi ve bu ifade {izerinde hipoksinin etkisi

arastirilmastir.



1.1 Serotonin Biyosentezi
Serotonin enterokromaffin hiicreleri (EC) tarafindan sentezlenir ve az miktar1 bagirsak

limenine salinirken ¢ogunlugu lamina propriaya salgilanir.

Sekil 1.1: Serotoninin molekiiler yapisi

Intestinal lumen Enterocyte

( O’\ Enterochromaffin (EC) cell
Serotonin (5-HT)
N <@
bC < Dendritic cell (DC)
nw)  Effector Th17 cell

@) Regulatory T cell (Treg)

Lamina propria

Sekil 1.2: Serotonin biyosentezi (Kanova ve Kohout 2021)

Serotoninin diger bir sentez sekli ise beyinde L-triptofanin iki basamakli bir sekilde
serotonine doniistimidiir. Triptofan, triptofan hidroksilaz yardimiyla hidroksillenir ve
boylelikle kan-beyin bariyerini kolayca gegebilen 5-hidroksitriptofan sentezlenir.
Sentezlenen  5-hidroksitriptofan  ise  sitoplazmada  dekarboksilaz ~ yardimiyla

dekarboksilasyona ugrar ve serotonin sentezi tamamlanmis olur.
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Sekil 1.3: Beyinde serotonin sentezi (Hamon et.al., 1948’den uyarlanmistir.)

1.1.1 Serotonin salinimi

5-HTTP (5-Hidroksitriptofan)’nin sitoplazma dekarboksilasyonunun ardindan meydana
gelen serotoninler aksonal terminalden salinmak {izere sitoplazmadaki vezikiillerde
depolanmaktadir. Serotoninin vezikiillerde depolanmasi sitoplazmadan aktif transportu
gerektirir. Vezikiiler transporterlar bu enerjiyi zarda bulunan hidrojen ATPazlar1 kullanarak
saglar. Amfetamin tiirevleri SERT (Acik hali?) transporterin1 ve vezikiiler transporteri
baskilar. Bu sekilde serotoninin vezikiil igine girememesine sebep olur. Hiicre i¢inde
serotonin seviyesinin artmasi SERT’in normalde yaptig1 taginimin tersi bir sekilde hiicre
disina serotonin ¢ikisina sebep olur. Fizyolojik pH’da iyonize halde bulunan serotonin, basit
diflizyonla zardan gegcemez ve biitlin vezikiil igeriginin bosaltilmasiyla yani ekzositozla
geemektedir. Depolarizasyon olsun ya da olmasin hiicre icine kalsiyum girisi serotonin

salinmasini artirir.

1.1.2 Serotonin reseptorleri

Serotonin, etkilerini pre-sinaptik ve post-sinaptik hiicre membranlarinda bulunan farkl
tipteki reseptorler ile gostermektedir. Bu reseptorler 5-Hidroksitriptamin reseptorleridir ve
I’den 7’ye kadar isimlendirilmislerdir (5-HTR;-5-HTR7). Bulunduklar1 bolgelere ve

reseptore gore serotonin iglevi degisebilir.
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Sekil 1.4: Serotonin reseptorii (5-HTR) alt tiplerinin sinyal yollar1

Serotonin, 15 reseptdr alt tipi araciligryla sinyal verir. Reseptorlerin ¢ogu, 5-HTR3 alt ailesi
disinda GPCR'lere (G protein kenetli reseptor) aittir. Bu reseptdrler, birbirine bagl 5-HTR

ailesi uyarildiginda Protein Kinaz A (PKA) yolunun baskilanmasi saglanir.

5-HTR; ailesi uyarildiginda Protein Kinaz C (PKC) yolu araciligla sinyal iletilir.

* 5-HTR3 serotonin reseptdr ailesi iyon kanallar ile iliskili oldugu i¢in serotonin

reseptore baglaninca plazma zar1 depolarizasyona ugrar.

* 5-HTR4 Gs proteini ile ilgili oldugu i¢in serotonin ile etkilesime girdiginde hiicre

icinde cAMP derisimini arttirir.
* 5-HTRs ailesi uyarilmasi da Protein Kinaz A (PKA) yolunu baskilar.

* 5-HTRg ve 5-HTR7 reseptorleride Gs proteinleri ile iligkili olup aktivasyonu cAMP

derisimini arttirmaktadir.

Bagisiklik hiicreleri 5-HT reseptdrlerini, SERT (Serotonin Tastyicisi) ve TPH'yi eksprese
eder. Serotoninin makrofajlardan ve monositlerden sitokin salinimi iizerinde karmasik
etkiler uyguladig1 bir¢ok calismada bildirilmistir ve bu nedenle immiin mikrogevrenin

kontroliinde ¢cok énemli bir faktdrdiir. Inflamatuar yolaklardan gelen asag: akis sinyalinin



karsinojenezi kontrol ettigi artik anlagilmistir. Bu nedenle, serotonin kaynakli bagisiklik

tepkisi, kanser ilerlemesinin baska bir mekanizmasi olabilir.

Tablo 1.1: Bagisiklik hiicrelerinde bulunan serotonin reseptorleri

Bagisikhik Hiicresi 5-HT Ahcilar1 Tepki
IL-6, 1B, 8/CXCL8’I serbest
Monositler ve Makrofajlar 1A, 1E, 2A,3A,4,7 brrakir, IFN-Y kaynakli

fagositoz, T-hiicresi uyarimu,
TNF-a salinimmi engeller, NK

Dendritik Hiicreler 1B, 1E, 2A, 2B, 4,7 hiicre baskilanmasini engeller.
Nétrofiller 1A, 1B, 2 Turpor. hiicresi fagositozu ve
oksidatif patlamay1 engeller.
. . IL-2, 16 ve IFN-Y, T hiicre
T Hiicreleri 1A, 1B, 2A,2C, 3A,7 proliferasyonunu serbest
. birakir.
B Hiicreleri 1A, 2A,3,7
T-hiicresi kemotraktan
Endotel Hiicreleri salinimi, eNOS ifadesi, 16kosit

diapedezisini inhibe eder.

IL-6 sentezi, ICAM-1, VCAM-
1, NO, NFKB’nin TNF-a
kaynakli ekspresyonunu inhibe
eder.

Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri

Yaralanmaya bagli microglial
Mikroglia 2B, 5A,7 hareketliligi ve beyin
olgunlagsmasini tegvik eder.

1.2 Serotonin ve Kanser

Kanser; hiicrelerin yeni biiylime anlamina gelen neoplazi ile adlandirilan kontrolsiiz biiytime
ve ¢ogalma ile meydana gelmektedir. Biiylime sekillerine gore benign ya da malign
olabilirler ve neoplazm olarak isimlendirilir. Kanser ise malign neoplazmdir. Kanserdeki
temel ilke somatik hiicre genomunda meydana gelen molekiiler degisikliklerden kaynakli

genetik hastaliktir (Kumar et.al., 2015).

Esansiyel bir aminoasit olan triptofandan iiretilen serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT)
biyojenik bir monoamin olarak gdrev goriir. Serotoninin rolii merkezi sinir sisteminde
ndrotransmitter olarak ve gastrointestinal sistemde motilite aracisi olarak iyi tanimlanmigtir

ve ¢esitli kanserlerde tiimor olusumundaki islevi aragtirilmaktadir.

Serotoninin kanser hiicresi proliferasyonu, istilasi, yayilmasi ve tiimor anjiyogenezi iizerinde
potansiyel bir etkisi oldugu gosterilmistir (Balakrishna et.al., 2021). Sebep olan mekanizma
karmasik olsa da tlimordeki serotonin diizeylerinin ve bunun spesifik reseptor alt tipleri ile

etkilesiminin, hastaligin ilerlemesi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Serotonin sinyali,



MAPK ve PI3K/Akt sinyal ekseni araciligiyla kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
uyararak ve apoptozu inhibe ederek tiimoriin ilerlemesini tesvik eder. Serotonin (5-
hidroksitriptamin, 5-HT), coklu reseptor alt tiplerinin baglanmasi yoluyla periferik ve
merkezi etki dahil olmak {izere c¢ok cesitli fizyolojik etkilere aracilik eden bir
norotransmiterdir (Wilkinson ve Dourish 1991) . Serotonin reseptorlerinin 6zellikle 5-
HT 1A, 5-HT 1B mitojenik etkileri olmasma ragmen, 5-HT 1D ve 5-HT 2A, meme
kanseri, prostat kanseri ve mesane kanserinde arastirilmis olup (Dizeyi et.al., 2004; Siddiqui
et.al., 2006; Sonier et.al., 2005, 2006) bu reseptorlerin kolorektal kanserdeki dnemi tam

calisilmamistir.

In vitro ¢alismalar; meme kanseri, prostat kanseri, idrar kesesi kanseri, kolorektal kanser,
karsinoid ve kii¢iik hiicreli akciger kanseri gibi ¢esitli kanserlerde serotonin antagonistlerinin
anti-kanser etkisini gostermistir. Serotoninin anti-kanser terapotik bir hedef olarak
kullanimimi degerlendirmek ve kanserdeki roliinii daha fazla aydinlatmak i¢in in vivo

caligmalara ihtiya¢ vardir.

Serotonin bagisiklik diizenleyici ozellikleri acisindan da incelenmektedir ve ¢alismalarda,
potansiyel anti-inflamatuar  etkisi  gosterilmistir.  Boylelikle ileride  serotonin

antagonistlerinin immiinoterapi ile kombinasyonu ilgi konusu olacaktir.
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Sekil 1.5: Serotonin sinyalinin kanser tizerindeki etkileri. (Burada, diiz siyah oklar
stimiilasyonu, kesikli siyah oklar ise inhibisyonu gosterir. Kisaltmalar: BC, Meme
kanseri; CC, Kolon kanseri; HCC, Hepatoseliiler karsinom; PC, Prostat kanseri. (Karmakar
et.al., 2021))
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1.2.1 Meme kanseri ve serotonin

Meme kanseri prognoz belirtecleri simdiye kadar smirli kalmistir. Bu, terapdtik
parametrelerin yani sira prognostik parametreleri aramak i¢in heyecan verici bir yol
acar. Serotonin'in meme bezi gelisimindeki sahip oldugu rolii ve hamilelik, emzirme ve
involiisyon esnasinda normal meme dokusunda epitelyal homeostaz i¢in bir diizenleyici
olarak rolii iyi tanimlanmistir. Epitelyal homeostazda meydana gelen diizensizlik ile meme

kanserinin baslamasi ve ilerlemesi arasinda bir iliski kurulmustur (Sarrouilhe et.al., 2015).

Serotonin, kismen 5-HT2A reseptorleri aracilifiyla neoplastik meme hiicrelerinin
biliylimesini destekler. Bu, serotonin ve segici 5-HT2A reseptor agonistinin hiicre
biiylimesini konsantrasyona bagl bir sekilde uyardig1 insan meme adenokarsinom hiicre
hatti1 olan MCF-7 hiicre hattinda aydinlatilmistir (Sonier et.al., 2006). Ayrica, artan
serotonin sentezine karsilik gelen tiimor ilerlemesi sirasinda TPH1 ekspresyonunun arttigi

gosterilmistir (Pai et.al., 2009).

Cesitli 5-HT reseptorlerinin ekspresyonunu incelemek icin doku mikrodizisi yapildi. 5-
HT1A'nn yiiksek ekspresyonu meme kanseri hiicrelerinin plazma membraninda goriildii,
ancak ayni zamanda 6n planda malign olmayan hiicrelerin sitoplazmasinda da gdzlendi. 5-
HT1B ve 2B ekspresyonu degiskenlik gosterirken hem malign hem de malign olmayan
hiicrelerin sitoplazmasinda ifadesi gozlendi. 5-HT2B ile Gstrojen-a arasinda ve 5-HT4 ile
Ostrojen-a ve progesteron reseptorleri arasinda Onemli bir korelasyon da
tanimlandi. Bununla birlikte, reseptor alt tipi ile tiimor derecesi arasinda bir iliski
bulunmadi. Bununla birlikte, reseptor alt tipi ile tiimdr derecesi arasinda bir iliski
bulunamamistir. 5-HT reseptor alt tipleri ile tiimor progresyonu arasinda giiglii bir
korelasyon kurmak ve serotoninin prognostik bir belirte¢ olarak kullanimini belirlemek i¢in

daha ileri ¢aligmalara ihtiyac vardir (Kopparapu et.al., 2013).

Depresyon, meme kanserli hastalarin ¢ogunda goériilen yaygin bir semptomdur. Bu
genellikle, secici serotonin geri alim inhibitdrleri (SSRI) veya trisiklik antidepresanlar
(TCA) gibi antidepresan (AD) ilaclari ile tedavi edilir. Bir hayvan calismasi, TCA ve
SSRInin tiimdr bilylimesini destekleyebilecegini ve meme kanseri riskini artirabilecegini
ortaya koymustur, (Brandes et.al., 1992) ancak bu, insan veya in vitro caligmalarla
dogrulanmamistir. AD ile meme kanseri riski arasindaki iligkiyi inceleyen bir meta-analiz

yapildi ve AD kullanicilar1 arasinda genel meme kanseri riski arasinda korelasyon



bulunmamistir (Eom et.al., 2012). Bununla birlikte, SSRI'larin hiicre proliferasyonunu
inhibe edebilecegi One siiriilmiistiir. Bir ¢alisma, SSRI fluoksetinin antikanserojenik bir
etkiye sahip olabilecegini ve kemosensitiviteyi artirabilecegini gdstermistir (Zhou et.al.,

2012).

1.2.2 Prostat kanseri ve serotonin

Prostat kanseri (PC), erkeklerde en sik goriilen kanserdir ve hormona direngli metastatik
prostat kanseri, bu ilerleyici malignitenin son asamasini temsil eder. Noéroendokrin hiicreler
(NE), normal prostat bezinde, bazal ve ekzokrin salgi hiicrelerinde bulunan epitel hiicre
tipleridir. NE hiicreleri, metastatik PC dahil olmak {iizere ¢ogu prostat kanserinde de
bulunur. Bu hiicreler, diger peptit hormonlariyla birlikte serotonin lretir ve salgilarlar

(Sarrouilhe et.al., 2015).

5-HT Serotonin iyi huylu prostat dokusunda, PC'de ve metastazlarda tespit edilmistir. PC
tizerindeki etkisine farkli tiimor evrelerinde farkli reseptor alt tipleri aracilik eder. 5S-HT1A
ve 5-HT1B reseptorlerinin giiclii ekspresyonu, yiiksek Gleason skoru ve metastatik PC ile

agresif PC'de goriilmiistiir (Dizeyi et.al., 2004).

5-HT4 reseptorleri agirlikl olarak yiiksek dereceli tiimorlerde bulunmustur. Ote yandan, 5-
HT2B reseptor ekspresyonu patolojik olarak degismis prostat dokusu ile iliskilendirilmistir,

bu da bunun PC'nin erken evrelerinde yer aldigini diigiindiirmektedir (Dizeyi et.al., 2005).

Bu c¢alismalar, NE hiicrelerinin ve serotonin sekresyonunun, serotonin kaynakli biiyltime
faktorii salinimi1 yoluyla androjenden yoksun bir ortamda prostat hiicresi biiylimesini
destekleyebilecegi hipotezini desteklemektedir. Androjen bagimsiz hiicre hatti kullanilarak
yapilan in vitro ¢aligma, serotoninin hiicre proliferasyonu iizerinde doza bagli bir uyarici

etkiye neden oldugunu gdsterilmistir (Siddiqui et.al., 2006).

Baska bir in vitro ¢alisma, serotoninin, Mitojen ile aktive olan protein (MAP) kinaz1 ve PC
hiicre gd¢ilinde yer alan PI3K/Akt sinyal yollarni aktive ettigini gézlemlenmistir. Ayrica,
secici bir 5-HT1A reseptdr antagonisti ile On igleme tabi tutulan hiicre hatlarinin, sinyal
yolaklar1 {izerinden hiicre ¢ogalmasini ve gogiinii azalttigini belirlenmistir (Dizeyi et.al.,

2011).



Bu ¢alismalar, hormon bagimsiz hiicre hatlarinin 5-HT reseptor antagonistlerine duyarli
oldugunu ve 5-HT1B antagonistinin ileri arastirmalar i¢in daha olas1 terapotik secenek
oldugunu gostermektedir (Siddiqui et.al., 2006). Bununla birlikte, androjene yanit veren
hiicre hatlar1 ile yapilan baska bir ¢aligma, serotoninin fizyolojik konsantrasyonunda PC
hiicre biliylimesine aracilik etmede 5-HT1A ve 1B reseptorlerinin  hipotezini
desteklememektedir (Pirozhok et.al., 2007). Bu tutarsiz sonuclar muhtemelen 5-HT reseptor

alt tiplerinin daha diisiik serotonin afinitesinden kaynaklanmaktadir (Sarrouilhe et.al., 2015).

1.2.3 Hepatoseliilar kanser (HCC) ve serotonin
Serotonin, parsiyel hepatektomiden sonra karaciger rejenerasyonunu baslatir ve vaskiiler
endotelyal biiyiimeye bagli sinyal yolaklar1 lizerinden iskemik hasardan sonra doku

onarimini destekler (Lesurtel et.al., 2012).

Doza bagli bir sekilde serotoninin, insan HCC hiicre hatlart olan Huh7 ve HepG2'nin
hiicrelerinin hayatta kalmasii ve proliferasyonunu destekledigi bulunmustur (Sarrouilhe

et.al., 2015). Serotoninin bu etkilerine 5-HT reseptorleri aracilik eder.

Antagonistleri, HepG2 hiicre dizileri tizerinde gii¢lii sitotoksik etkiler gosterdigi, (Soll et.al.,
2012) ve bu nedenle 5-HT reseptorlerinin HCC'li hastalar i¢in yeni bir terapotik hedefi

temsil edebilecegini diigiindlirmektedir.

1.2.4 Glioma ve serotonin

Glioblastoma (GBM), yetigkinlerde en sik goriilen malign glioma seklidir. SSRI'lar
(serotonin geri alim inhibitdrii) gibi antidepresanlarin astrositlerde hiicre i¢i kalsiyum (Ca")
seviyelerini artirdigini, bdylece mitokondriyal hasar1 ve astrosit apoptozisini indiikledigini
gostermistir. Fluoksetinin etkisi glioma hiicre hatlarinda incelendiginde hiicreler tizerindeki
AMPA reseptorleri ile etkilesime girdigi, boylece Ca?* akigini indiikledigi ve hiicre 6liimiinii
tetikledigi bulundumustur. Bu bulgular, SSRI'larin GBM tedavisinde potansiyel bir rolii
olabilecegini ifade etmektedir (Balakrishna et.al., 2021).



1.2.5 Kiigiik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve serotonin
Kiigiik hiicreli akciger kanseri (SCLC), erken metastaz yapan c¢ok agresif bir epitelyal
timordiir ve tiitiin kullanimu ile iligkilidir. Nikotin, SCLC hiicrelerinin proliferasyonunu

uyarir ve bu hiicrelerden serotonin salinimini da uyarir.

Serotonin'in SCLC proliferasyonuna etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmada, SCLC hiicre
hatlarina serotonin ilavesinin doza bagl bir sekilde hiicre proliferasyonunu indiikledigi ve
bir 5-HT1 reseptor antagonistinin bu etkiyi bloke ettigi in vitro olarak belirlenmistir

(Cattaneo et.al., 1993).

1.2.6 Kolorektal kanser (CRC) ve serotonin

Her iki cinsiyette de diinyada goriilen en sik ii¢lincii kanserdir ve mortalite agisindan ikinci
siradadir (Bray et.al., 2018). Insidansi artan D vitamini alinimi, diizenli aspirin alinimi, post-
menopozal Ostrojen tedavisi gibi yontemlerle azalmaktadir. Lif bakimindan diisiik beslenme,
islenmis et tliketiminin ve sosyoekonomik diizeyin diisiik oldugu iilkelerde ise insidansi

yiiksekselmektedir (Fidler et.al., 2017).

Kolorektal kanser (CRC), kromozomal dengesizlik (CIN) veya mikrosatellit kararsizlig
(MS]) ile karakterize edilebilir bir mutajenik hastaliktir (Li et.al., 2021; Schmitt et.al., 2021).
CRC, kolonositlerin anormal biiylime, istila etme ve metastaz yapma yetenegi gibi fizyolojik
ozelliklerine bagli olarak anormal iglevler kazandig1 kotii huylu bir hastaliktir (Sakita et.al.,
2017). CRC, bat1 iilkelerinde en sik goriilen iiglincii kanserdir ve kansere bagli 6liimlerin
ikinci 6nde gelen nedenidir bu nedenle her yil artan insidans oranlar1 géstermektedir (Torre
et.al., 2017.) Timoér baskilayici genlerin inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu,
CRCl'lerin karsinogenezine yol agabilir ( Zhou et.al., 2013 ). Son yillarda bu malignitenin
tedavisinde Onemli ilerlemeler kaydedilmis ve yeni kemoterapdtik ajanlar kullanima
sunulmustur. Sonug olarak, yeni terapotiklerle tedavi edilen metastatik kolorektal kanserli

hastalarin hayatta kalma oranlarinda artis olmustur (El-Salhy et.al., 2003).

Murin modellerinde, yiliksek serotonin seviyelerinin lenfositleri aktive ederek, insan
inflamatuar bagirsak hastaligini taklit eden sitokin salinimima yol a¢tigi bulundu. Bu,
kolorektal tiimorijenezden serotonin aracili proinflamatuar bir mikro-¢evrenin sorumlu

olabilecegini diisiindiirmektedir (Chan et.al., 2020).
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Yapilan bir in vivo ¢aligmada, intraperitoneal serotonin enjeksiyonunun, si¢anlarda kolon
adenokarsinom hiicrelerinde mitotik hizi arttirdigin1 ve TPH inhibitoriintin timdr hiicresi

mitotik hizin1 azalttig1 gosterilmistir (Sarrouilhe et.al., 2015).

Yapilan baska calismada CRC ile iliskili erken mutajenik siireci arastirmak i¢in 5-HT
sentezinde kusurlu fare modelleri kullanildi. Sonugta, kolorektal karsinogenezin erken
evrelerinde DNA onarimin1 destekleyen serotoninin yeni bir koruyucu rolii oldugu
belirlenmistir(Sakita et.al., 2019). Bu celiskili sonuglar, CRC'de serotoninin tam etki

mekanizmasini aydinlatmak i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Serotonerjik antagonistlerin, antineoplastik tedaviyi takiben kanser hiicresi biiyiimesini
onleyebilecegi ve SSRI'larin dogrudan sitotoksik etki yoluyla tiimor biiylimesini

engelleyebilecegi One siiriilmiistiir.

5-HT1B reseptdr antagonistinin, CRC hiicrelerinin apoptozunu arttirdig1 ve tedavi igin

potansiyel bir hedef olarak kabul edilebilecegi de 6ne siiriilmiistiir (Ataee et.al., 2010).

Yiiksek serotonin seviyesi lenfositleri aktive eder ve boylelikle insan inflamatuar bagirsak
hastaligini taklit eden sitokin salinimina yol agar. Bu da, serotoninin pro-inflamatuar bir
mikro c¢evrede kolorektal tiimorijenezden sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir (Chan
et.al.,, 2020). Serotonerjik antagonistlerin, antineoplastik tedaviyi takiben kanser hiicresi
biliylimesini Onleyebilecegi ve segici serotonin geri alim inhibitorlerinin (SSRI) dogrudan
sitotoksik etki yoluyla tiimor biiylimesini engelleyebilecegi one siiriilmiistiir. 5-HT1B
reseptor antagonisti, kolorektal kanser hiicrelerinde apoptozu arttirir ve tedavi i¢in hedef

potansiyeline sahiptir (Ataee et.al., 2010).

Norotransmitter olan 5-HT, kolorektal kanser kok hiicrelerinin (CSC) kendi kendini
yenilemesini saglar. 5-HT resptorleri HTR1B, HTRI1D ve HTRI1F kolorektal kanser kok
hiicrelerinde ifade edilir. Tiimorle iligkili mikrobiyota, 5-HT iiretimini tesvik eder. Farelerde
5-HT sinyali blokaji, tiimdriin ilerlemesini ve kolorektal kanser (CRC) metastazini baskilar.
Kolorektal kanser kok hiicreleri (CSC'ler), kolorektal timér olusumuna ve metastaza katkida
bulunur. Kolorektal CSC'ler 6zel nisler i¢inde bulunur ve kendini yenileme ve farklilagma
kapasitelerini barindirir. Bununla birlikte, CSC'lerin nis diizenlemeleri belirsizligini

korumaktadir. Burada, CSC'nin kendini yenilemesi ve kolorektal tlimér olusumu igin
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bagirsak sinir hiicrelerinin gerekli oldugu gosterilmektedir. Enterik serotonerjik ndronlar,
CSC kendini yenileme modiilatorii olarak islev géormek i¢in 5-hidroksitriptamin (5-HT)
iretir. 5-HT reseptorleri HTR1B/1D/1F, kolorektal CSC'lerde yiiksek oranda ifade edilir ve
Wnt/B-katenin sinyalini baglatmak icin 5-HT ile birlesir. 5-HT sinyali, CRC ciddiyeti ile
iligkilidir. Farelerde 5-HT sinyalinin bloke edilmesi, yalnizca kolorektal CSC'lerin kendi
kendini yenilemesini engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda CRC tliimoérlerine karsi terapotik

etkinlik gosterir (Zhu et.al., 2022).

Metabolite
X
IVA
o — Tph2
2 010 0
Enteric serotonergic neuron
o /
°
o e o 5-HT
HTR1B/1M1D/1MF Axm1
1
: (B-cat)
P

4"‘- b] Wntf — Self-
NQW renewal

Colorectal cancer stem cell

Sekil 1.6: SHT nin kolorektal kanser kok hiicresi ile iligkisi (Zhu et.al., 2022)
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Tablo 1.2: Kanser dokularinda ve hiicre hatlarinda bulunan serotonin reseptorii ¢esitleri

(Karmakar et.al., 2021°den uyarlanmaistir.)

Kanser Tiiri

Kullanilan Modeller

Serotonin Reseptorii
(5-HTR) ifadesi

Hepatoselliiler Kanser

Insan hepatoselliiler karsinom hiicre
hatlar1 (Huh7 ve HepG2), insan HCC

dokular1 ve fare ksenograft modelleri.

1A, 1B, 2B, 7

Prostat Kanseri

Prostat kanseri hiicre dizileri (PC-3, DU-
145 ve LCaNP) ve insan prostat kanseri

dokusu.

1A, 1B, 1D, 2A, 2B, 2C, 4

Meme Kanseri

Hormona duyarl hiicre dizileri (MCF7
ve T47D), ii¢lii negative meme kanseri
hiicre dizileri (MDA-MB-231, HCC-
1395 ve Hs578T) ve insan meme kanseri

dokulari.

1B, 2A, 2B, 3A, 4, 7

Fare kolon kanseri hiicre hatlari (CT26

ve MC38), insan kolon kanseri hiicre

1A, 1B, 3,4
Kolon Kanseri hattt (HT29) ve insan kolon kanseri
dokusu.
Insan pancreas kanseri hiicre dizileri
(AsPC-1, BxPC-3, Capan-2, CFPAC-1,
1B, 2B

Pankreas Kanseri

HPAC, PANC-1 ve SWI1990PANC-1 ve
MIAPaCa-2) ve insan pankreas kanseri

doku mikrodizzileri.

Yumurtalik Kanseri

Insan yumurtalik kanseri hiicre dizileri
(SKOV3, HEYAS, 2774, ES2,
TOV112D, OV90, SW626, UWB1.298
ve CaOV3) ve insan yumurtalik kanseri

dokulari.

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

Melanom

Uveal melanom hiicre dizisi, insan derisi

melanom hiicre dizisi (IPC-298).

2A, 2B, 2C

Glioblastom

Glioblastoma hiicre hatlar1 (U-373MG,
U-138MG, U-87MG, DBTRG-05MG,
T98G, H4, CCF-STTG! ve Hs683) ve

insan glioblastoma dokular.

5A,7

Akciger Kanseri

Lewis akciger kanserinin in vivo fare

modeli ve depresyonlu hasta akciger

adenokarsinomu Ornekleri.
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Tablo 1.2 (devam)

Safra yolu Kanseri

(Kolanjiokarsinom)

Kolanjsokarsinom hiicre hatlar1 (Mz-
Cha-1, Huh-28, Hucc-T1, CCLP-1,
SG231, TFK1).

1A, 2A, 2B, 4, 6

Idrar Kesesi Kanseri

Insan mesane kanseri hiicre dizisi

(HT1376).

1A, 1B, 1D, 2A, 2B, 2C

Plasenta Kanseri

(Koryokarsinom)

Insan trofoblast hiicre dizileri (JEG3 ve

BeWo)

2A

1.3 Caenorhabditis elegans (C. elegans)

1.3.1 Caenorhabditis elegans model organizmasi hakkinda temel bilgiler

Caenorhabditis elegans (C. elegans), boyutlar1 1 mm olan, mikroskop yardimiyla
goriilebilen, patojenik 6zelligi olmayan, dogada agac¢ diplerinde yasama potansiyeline sahip
organizmadir. Laboratuvarda, petri kaplarmin i¢inde besin olarak kullandiklar1 bakteriyle
(Escherichia coli OP50 susu) yasamim siirdiirebilme yetenegine sahip nematoddur (Unlii E.
2010). Bu organizma, hermafrodit ve erkek olmak iizere iki cinsiyette bulunur (Brenner S.
1973). Popiilasyonun %0.5’ inden daha azini erkek cinsiyeti olusturur (Riddle DL. et.al.,
2010). C. elegans’i dort (L1-L4) larval donemi vardir. Larval donemler yaklasik 3 giin

stirmektedir. Larval donemlerin sonunda embriyo {iretebilen erigkin forma gelebilmektedir.

Sekil 1.7°de C. elegans’a ait 151k mikroskobu goriintiisli verilmigtir.

Sekil 1.7: C. elegans’n 151k mikrosbobu goriintiisii (Savas, N. vd., 2018).
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C. elegans, ortam uygun degilse (aclik, sicaklik gibi) L1-L2 evresinden sonra L3 evresi
yerine “Dauer” olarak isimlendirilen forma doniisebilmektedir. Daurer’de 4 aya kadar
yasayabilir. Ortam tekrar uygun hale gelisince bu formdaki bireyler, hayat dongiilerine L4
evresinden devam eder ve gelisimlerini tamamlarlar (www.wormatlas.org). C. elegans’in

yasam evreleri Sekil 1.8’de gosterilmistir.

/ uterus \ early embryo

L4 \
M late embryo
0

L3 1
v
N N
Sekil 1.8: C. elegans yasam evreleri (www.wormclassroom.org)

1.3.2 Caenorhabditis elegans ve serotonin

Serotonin, C. elegans iizerinde de dnemli bir rol oynar. Bu organizmada serotonin, sinir
sisteminde ve diger dokularda gesitli fizyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde kullanilan bir
ndrotransmitter olarak islev goriir. C. elegans'ta serotonin, sinir hiicrelerinden salgilanir ve
sinaptik iletimde rol alir. C. elegans, Ozellikle sinir sisteminin ¢aligmasi ve davranigsal
tepkilerin diizenlenmesi gibi konularda yapilan calismalarda kullanilan bir model
organizmadir. Serotonin, bu organizmada davranigsal regiilasyon, hareket kontrolii, gelisim
ve yaslanma gibi cesitli siireclerde 6nemli bir rol oynar. C. elegans'in basit sinir sistemi,
ndronlarin ve néromodiilatorlerin iglevlerini anlamak icin incelenmesi ideal bir sistem sunar
(White, Southgate et.al., 1986; Dag, Nwabudike et.al., 2023). Bununla birlikte, C. elegans
iizerinde yapilan arastirmalar, serotonin sisteminin evrimsel olarak olduk¢a korundugunu ve
insanlarda da benzer biyolojik islevlere sahip oldugunu gostermektedir (Sekill.10.). C.
elegans serotonin yolunda, serotonin triptofan hidroksilaz (TPH1) tarafindan sentezlenir ve

monoamin oksidaza (MAOA) homolog bir enzim tarafindan pargalanir. Bu nedenle, C.
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elegans lizerinde yapilan ¢alismalar insan sagligi, hastaliklarinin anlagilmasina ve tedavisine

yonelik arastirmalarda da 6nemli ipuclar1 saglayabilir.

A) Homo sapiens B) Caenorhabditis elegans
Triptofan Trig(o[\an

I;m . Q ‘\-I.r?m

Fe o N
f}:' ) S-hidroksi triptofan «fg"i,,‘ S-hidroksi triptofan

{ :gf;‘Serotonin ‘%"g'\‘\Sero(onin
/S\VMAT1-2 \. “\VMAT
N ¥ %

™

SERT! /' MOD-5;

S-HT, S5-HT: S5-HT: 5-HT: S-HTs 5-HTe 5-HT;

o= =
SER-1 SER-4 SER-S  SER-7 MOD-1

Sekil 1.9: Insan (A) ve C. elegans (B) serotonin yolu (Curran ve Chalasani 2012
Uyarlanmastir.)

1.3.3 Caenorhabditis elegans ve kanser

Caenorhabditis elegans (C. elegans), kanser arastirmalarinda 6nemli bir role sahip model
organizmadir. Bu kii¢iik nematod, genetik ve molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi i¢in
onemli avantajlara sahip oldugundan tercih edilmektedir. Insan kanser genlerinin
homologlarini i¢cermesiyle birlikte, apoptoz ve otofaji gibi hiicresel siireclerinin kanser ile
iliskisinin arastirilmasinda kullanilmistir (invivobiosystems). Bu model organizma genetik
manipiilasyonlar ve ila¢ taramalar1 i¢in potansiyel bir ortamdir ve bu 6zelligi sayesinde
kanser mekanizmalarinin arastirilmasi ve yeni ila¢ hedeflerinin kesfinde énemli bir role

sahiptir (Cer6n 2023).
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1.4 Hipoksi

Dokudaki oksijen seviyesinin normal degerin altina diismesi hipoksiya olarak tanimlanir.
Solid (kat1) tiimorlerde hipoksiya oldukca olagan bir durumdur. Tiimor hiicreleri yeterli
oksijen alamadiginda farkli genetik yollara giderek hipoksik duruma adapte olurlar.
Hipoksiya, baz1 tiimor ¢esitlerinde radyo ya da kemoterapdtik tedavi direncinin gelisiminde
rol almaktadir. Literatlirdeki bir¢ok klinik durumda hipoksik durumun artisiyla tiimor
capmin dogru orantili oldugunu gostermektedir. Hipoksik tiimdr hiicrelerinin bu duruma
cesitli genetik faktorler meydana getirerek adapte olmasi sonucu, apoptoza ve diger hiicre
olim sinyallerine duyarliligi azalir. Bunun sonucunda da bu hipoksik tiimor hiicreleri,
sistemik ve bolgesel farkliliklardan kaynakli agresif olabilir. Bdylece proliferasyon,
anjiyoogenez ve sistemik metastaz  kapasitesini  destekleyen = sinyalizasyonu
arttirabilmektedir. Hipoksik durumda hiicresel cevaplara esas olarak HIF1A geni tarafindan
kodlanan HIF-1a aracilik eder ve hipoksik durumda hiicrellerde bir transkripsiyon faktorii

olarak indiiklenir (Tiirkoglu vd., 2021).

1.4.1 Kimyasal hipoksi

Hipoksik kosullar altindaki degisimlerin incelenmesi igin, c¢esitli hipoksik modeller
gelistirilmistir. Bu modeller fiziksel ve kimyasaldir. Fiziksel modelin kontrolii zor olmakla
birlikte istenen %95 nitrojen ve %35 karbondioksit gaz karisimi iceren hipoksi odalar1 ve gaz
silindirleri bu kosullar1 saglamaya ve silirdiirmeye yeterlidir. Oksijen konsatrasyonunun
kontrol altinda olmasi i¢in oksijen analizorleri bulunmaktadir. Diger model olan kimyasal
hipoksi de kobalt kloriir (CoCly), sodyum siilfit ve deferoksamin gibi ajanlar
kullanilmaktadir (Abudara et.al., 2002).

C. elegans’larda hipoksi taklit edilirken sodyum siilfit kullanilabilir. Ciinkii Sodyum siilfitin
su ile olan reaksiyonu yanma ile sonuglanmaz, boylelikle kiikiirt dioskit agiga ¢ikmaz (Jiang

et.al., 2010).

Hiicresel diizeyde hipoksik model olusturulurken CoCls tercih edilir. CoCl; ortamdaki prolin
hidroksilazlar ile tepkimeye girer ve prolin hidroksilazin HIF1- o’y1 hidroksile etmesini
engellemekte rol alir. Hidroksilasyon ger¢eklesmediginden HIF1- a ortamda birikir ve hedef
genin promotorunda yer alan HRE bolgesine baglanir (Tiirkoglu vd., 2021).
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1.4.2 Hipoksi ve kolorektal kanser

Kat1 tiimorlerin ¢ogu hipoksik c¢evreye sahiptir (K. Hongo et.al., 2013). Baz1 kanser
hiicrelerinde HIF (Hipoksi Indiiklenebilir Faktér)’in ekspresyonunun fazla oldugu ve
kolorektal kanserinde dahil oldugu olumsuz klinik sonucu ve farkli timor ilerlemesi ile
baglantili oldugu gosterilmistir (K. Xu et.al., 2019). Hipoksi ile mikro ¢evrede degisiklikler
meydana gelir bu degisiklikler metabolizmay1 ve onkojenik genleri uyararak kan damarlari
seklinde metastaz1 indiikler boylelikle kanserde 6nemli bir rolii iistlenir (R. Vadde et.al.,
2017). Kanser hiicreleri, hipoksik kosullara uyum saglamak icin kacis mekanizmalari
gelistirir. Sonugta, yayilim i¢in uzak organlara kagma yetenegi kazinirlar (K. Hongo et.al.,
2013). Timorde meydana gelen bu 6zellik, ilag direncine ve kanser gelisimine neden oldugu

icin onemli bir faktordiir.

Hipoksi, kolorektal kanser gelisiminde tipik bir ozelliktir (Wang ve Semenza, 1993;
Biddlestone et.al., 2015 ). Hipoksi, inflamatuar yanit, tiimdr vaskiilarizasyonu, metastaz ve
radyo veya kemo-direngte yer alan bir¢ok genin ekspresyonunu aktive eden transkripsiyon
faktori HIFla'y1 stabilize edebilir (Semenza, 2004; Baba
et.al., 2010; Biddlestone et.al., 2015 ). HIFla ayrica kolorektal kanser gelisimi sirasinda
ATP ve makromolekiil anabolizmasi taleplerini karsilamak i¢in hiicre metabolizmasini
transkripsiyonel olarak diizenler (Ioannou et.al., 2015 ). Hipoksinin neden oldugu reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) HIF1- o 'nin stabilize edilmesinde ve aktive edilmesinde 6énemli bir
rol oynadigi rapor edilmistir (Niecknig et.al., 2012 ; Movafagh et.al., 2015). Memeli
hiicrelerinde ROS {iretiminin ana bdlgesi mitokondriyal elektron tasima zinciridir

(Liu et.al, 2002). Bu nedenle mitokondri HIF-1a stabilitesi ile oldukea iligkilidir.
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1.5 Amag

Farkli kolon kanseri hiicre hatlarinda HTR1B ifadelerinin oldugu gosterilmistir ve diger
caligmalarda TPHI1 ifadesi de arastirilmistir. Literatiire bakildiginda kolon kanseri ile
serotonin ve hipoksi arasindaki iliskinin daha fazla incelenmeye ihtiyaci oldugu
goriilmektedir. Calismada kolon kanseri modelleri olan HT29 ve SW480 hiicre hatlarinda
normal ve hipoksik kosullarda HTR1B ve TPH1 genlerinin mRNA ve protein diizeyindeki
degisiminin belirlenmesi amaglanmaktadir. Calismamizda kimyasal hipoksi modeli
hiicrelere uygulanacak ve ilgili genlerin ifade profilleri Real Time PCR ile mRNA

seviyesinde ve Western Blot/IFC ile protein seviyesinde incelenecektir.

1. Hedef gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in in siliko analizler ile primer dizayni
yapilmasi.

ii. SW480, HT-29 ve HUVEC hiicre hatlarinda hipoksik modelin CoCl; ile
olusturulmasi ve dogrulanmasi.

iil. (Calismadaki hiicre hatlarinda HTR1B ve TPH1 in ifadesinin hem normal hem de
hipoksik kosullardaki ifadesinin mRNA diizeyinde Real- Time PZR ile protein
diizeyinde ise Western Blot/IFC teknigi ile belirlenmesi.

iv. C.elegans model organizmasinda sodyum siilfit ile hipoksik ortamin
olusturulmasi ve dogrulanmasi.

V. Insan genleri ile %60-80 benzer genleri olan C.elegans’tan total RNA izolasyonu
ile HTR1B ve TPHI benzeri genler olan Ser-4 ve ¢TPH genlerinin ifadesinin
normal ve hipoksik kosullarda ifade farkliliklarinin Real-Time PZR ile mRNA
seviyesinde belirlenmesi.

vi. Cesitli biyoinformatik yontemleri ile calisilan genlerin rol aldiklar1 metabolik

yollarin arastirilmas.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Materyal

2.1.1 Calismada kullanilan kimyasallar

Bu bilimsel arastirmada kullanilan malzemelerin hepsi ¢alisma alanimiz olan molekiiler
biyoloji arastirmalarinda kullanilabilecek saflik ve sterillige sahip olup, RT-PZR, PZR
deneyleri sirasinda kullanilmakta enzimler ve kimyasallar LightCycler, Fermentas ve

Thermo scientific firmalar1 tarafindan temin edilmistir.

Tablo 2.1: Calismada Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Ad1 Temin Edilen Firma
APS (Amonyum persiilfat) Fisher Chemicals
Agar Sigma
Agaroz Sigma
Akrilamid-Bisakrilamid Merck
Antibiyotik Gibco
Beta-merkaptoetanol Merck
BSA (Bovin Serum Albumin) Sigma
DEPC (Dietil Pirokarbonat) Sigma
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) EuroClone, Gibco
DMSO Sigma
dNTP Thermo Scientific
EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) Merck
Etanol Sigma
Etidyum Bromiir (Et-Br) Sigma
FCS (Fetal Calf Serum) Gibco
Formaldehid Sigma
Gliserol Merck
izoprapanol Merck
Kalsiyum Kloriir (CaClz) Sigma
LST (Laurly Pepto Bios Broth) Biolife
Magnezyum Kloriir (MgCly) Thermo Scientific
Metanol Merck
NaClz (Sodyum klortir) Merck
NaOH (Sodyum hidroksit) Merck
Nylon Membran Millipore
Pierce ECL (Western Blotting substrat) Thermo Scientific
SDS (Sodyum dodecyl sulfate) Sigma
Sodyum Siilfit Sigma
Siit tozu Sigma
SYBR® Green PZR Master Mix ve Gradiend su Roche
TEMED (Tetramethylethylenediamine) Sigma
Tripan mavi soliisyonu Sigma
Tripsin Sigma
Tris Base Sigma
Tween 20 Sigma
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2.1.2 Calismada boyunca kullanilan canhlar

Bu tez c¢alismasinda model organizma olarak kullanilan C.elegans Minesotta
Universitesi'nden AB1 susu olarak, hiicre hatlarindan kolon kanseri icin Orta Dogu Teknik
Universitesi’nden SW480 ve HT-29 ise Canakkale 18 Mart Universitesi’nden ayrica saglikli
endotel hiicre hattt HUVEC ise Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi’nden tedarik edilmistir.

2.2 Metod

2.2.1 Calismada kullanilan malzemelerin ve ortamin sterilizasyonu

Calisma boyunca aktif olarak kullanimda olacak cam malzemelerin tamamu, soliisyonlarin
bir takimi, deney tiipii, mikropipet uclari, bakteri kiiltiirleri 121°C” de 15-30 dakika boyunca
otoklavda sterilize edildikten sonra pastor firminda kurutularak kullanima hazir hale

getirilmistir.

2.2.2 Hiicre kiiltiirii yontemleri

2.2.2.1 FCS (Fetal Calf Serum) hazirlanmasi

Protokol geregi -20° C’ de saklanan FCS, ilk kullanimindan 6nce +4° C bir gece bekletilerek
cozlinmesi saglanir. Ardindan inaktivasyonunu saglamak i¢in 37° C* de 15 dk ve 56° C’ de
35 dk bekletilir. Coziinme saglandiktan sonra 0,22 um’lik filtre ile filtrelenir ve alikotlara
boliinerek -20° C de depo edilerek kullanima hazir hale getirildi.

2.2.2.2 Hiicre kiiltiiriinde kullanilan medyumunun hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan DMEM igerisinde %10 FCS icerecek sekilde hazirlandi, yani
50 mL DMEM igerisinde 5 mL FCS eklendi. Antibiyotikte ise derigimi 100 iinite/mL
Penicillin ya da 10 pg/mL son derisime sahip Streptomycin eklendi.

2.2.2.3 Tripsin-EDTA soliisyonun hazirlanmasi
Tripsin-EDTA soliisyonu hazirlanist; %0,05 Tripsin ve 0,5 mM EDTA’nin steril PBS (1 X)
icerisinde ¢Oziilmesi saglandiktan sonra 0,22 um’ lik filtreden filtre edilerek sterilizasyonu

yapild1 ve ana stok halinde -20° C’ de depo edildi.

2.2.2.4 Cahisma boyunca kullanilacak hiicre hatlar ile ilgili calismalar
Stoklar1 uzun siire -80° C’de saklanan hiicreler, soyun baslatilmasi i¢in ¢ikarildiktan sonra
¢Oziinmeleri beklendi ve ¢ozlinmiis hiicreler 2 mL %10 FCS iceren DMEM igerisine eklendi,

1000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim atildi ve ¢okelti %10
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FCS’li DMEM ile pellet kalmayacak sekilde pipetaj yapilarak ¢oziilmesi saglandi. Hiicreler
yetistirilmek i¢cin 75cm?’lik flasklara eklenerek %5 CO:’e sahip ve 37 °C sicakliga sahip
inkiibatorde biiylitiilmesi saglandi. Hiicreler bulunduklari flasklarin %90’1m1 doldurduktan
sonra flask igerisinde bulunan medyum 1,5 mL Tripsin-EDTA ile hiicrelerin kaldirilmasi
icin uzaklastirildi ve 1,5 mL Tripsin-EDTA eklenerek yaklasik 3 dk inkiibatorde hiicrelerin
tutunduklar1 ylizeyden kalkmasi i¢in beklendi. Hiicreler bulunduklari yiizeyden ayrilininca
TripsinEDTA’ nin inaktivasyonunu saglamak icin iki kat1 kadar hacimde (3 mL) %10 FCS
iceren medyum eklendi. Flasktaki hiicreler tiiplere aktarildi ve 5 dakika 1000 rpm' de
santrifiij yapildi. Silipernatant uzaklastirildi ve olusn pelletler 2 mL. medyum ile birlikte
pipetajla ¢oziildii ve flasklara pipet yardimiyla aktarildi. Flasklar tekrardan %5 CO: igeren

37°C inkiibatore konuldu ve hiicrelerin biiytimesi beklenildi.

2.2.3 mRNA ile ilgili yontemler

2.2.3.1 Cahsmadaki hiicrelerden RNA izolasyonu

6’11 well platelere SW-480, HT-29 ve HUVEC hiicre hatlar1 kuyularda 500.000 hiicre sekilde
yayildi. Hiicrelerin bulunduklar1 well platelerde yiizeye tutunmasi i¢in 24 saat beklendi. 24
saat sonunda hipoksik kosul meydana getirilecek gruplara 150mM CoCl, uyguland: ve
hiicreler 24, 48 ve 72 saat olacak sekilde hipoksik kosula maruz birakildi. Saat dilimleri
dolan gruplarda hiicreler Tripsin-EDTA kullanilarak kaldirildi. ilk olarak, RNAaz’lart
inhibe etmek icin DEPC ile ellerimiz ve yiizeyler iyi bir sekilde sterilize edildi. Pellet haline
getirilen hiicrelerden RNA izolasyonu i¢in kullanilan ticari kitin i¢indeki protokolde
anlatilan basamaklar yapilarak RNA izolasyonu gergeklestirildi. izolasyonu yapilan

RNA’lar -80°C dondurucuda cDNA sentezi igin stoklandi.

2.2.3.2 Elde edilen RNA’larin miktar tayini

Izole etmis oldugumuz RNA’larin 260 - 280 nm’de absorbans &l¢iimii saflik ve miktar tayini
icin yapilmaktadir. Olgiimlerde kor degeri olarak 200 pL dH.O kullanilmaktadir, RNA
Olgtimlerinde 195 pL dH2O ve 5 pL izole edilen RNA konularak yapildi. RNA’larin
safliklarin1 degerlendirmek i¢in Slgiilen absorbans degerleri ile:

RNA miktar1 = Azso x Sulandirma Katsayist x 40ng/ pL, (2.1

Saflik = A260/A2so formiilleri kullanildi. (2.2)
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2.2.3.3 Elde edilen RNA’larin formaldehid jel elektroforezi

Kullanilmakta olan tank, aparatlar ve cam malzemeler protokole baglamadan 6nce sirastyla
%0,5” lik SDS, DEPC’ li su ve etanol ile yikanarak kurutulmaya birakildi. 0,5 g agaroz
tartildiktan sonra 50 mL DEPC’ li su ve 5 mL 10 X FA jel tampon icerisinde mikrodalga
firinda kaynamasi saglandi. Jelin sicakligi bir miktar azaldiginda 900 pL formaldehid ve 1
puL etidyum bromiir (EtBr) jel igerisine eklendi ve kasete dokiilerek donmasi beklendi.
Kasete dokiilen jel donduktan sonra 1X FA jel tamponu ile doldurulmus tank igine
yerlestirildi. 2 X ylikleme boyasindan 3 pL. ve RNA 6rneginden 5 pL olacak sekilde tiiplere
konuldu ve 65° C sicaklikta 10 dakika bekletildi sonrasinda buzda sogutulmus tiipteki
orneklerin jeldeki kuyulara yiikleme islemi yapildi. Jelde 6rneklerin yiiriitiilmesi sonrasinda

RNA ornekleri jel ile birlikte UV 151k ile goriintiilemesi yapildi.

2.2.3.4 cDNA sentezi

Izolasyonlar1 ve miktar tayini yapilan RNA’larin cNDA sentezini yapmak i¢in 1 pg miktarda
hesaplamalar yapildi. Son hacmi dH-O ile 12,5 pL’ ye tamamlanacak sekilde 1L Oligo dT
eklendi ve 65° C sicaklikta 5 dakika PZR cihazinda inkiibe edilerek ilk basamak tamamlandi.
Her bir 6rnekte 4 pL RT Buffer, 2 pL dNTP, 0,5 pL Ribolock Inhibitér ve 1 uL Revers
Transkriptaz enzimi bulunacak sekilde bir karigim hazirlandi ve her bir tiipe 7,5 pL hacim
diisecek sekilde dagitildi. Ornekler PZR cihazinda 42° C sicaklik 1 saat ve 72° C sicaklikta
10 dakika inkiibasyona birakildi ve ikinci basamagin tamamlanmasi saglandi. PZR cihazinda
inkiibe edilen 6rnekler cihazdan alinip daha sonraki adimlar i¢in -20°C dondurucuda sonra

kullanilmak {izere saklandi.

2.2.3.5 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cDNA kontrolii

Elde edilen cDNA’lardan sonra HB2 primerleri ile tablo 2.2’teki kosullarda PZR uygun bir
sekilde yapildi. PZR reaksiyonlar1 her bir tiipte 50 pL hacimde gerceklestirildi. Kalip olarak
cDNA'’lardan 1 pL (yaklasik olarak 1000 ng) kullanildi. Son konsantrasyonu 2 ng ileri ve
geri primerden, 200 mM her bir ANTP’ den, 1 X Tampon (Fermentas) (50 mM KCl, 10 mM
Tris-HCI, pH 9.0, %1 (v/v) Triton X-100) ve 0,5 ul Taq DNA polimeraz (Fermentas), | mM
MgCl, ile yapildi. PZR sonuglarinin incelenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi yapilarak

goriintiileme islemi yapildi.
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Tablo 2.2: HB2 PZR Kosullar

Sicakhik Siire Dongii

94 OC 3dk 1
0

94 C 30 sn

60 OC 30 sn 35
0

72 C 30 sn
0

72 C 10 dk 1
0

+4 C o 1

2.2.3.6 Agaroz jel elektroforezi

Sentezi yapilan cDNA’larin goriintiilenmesi i¢in hazirlanan %] lik jel, 0,1L 0,5 X TBE erlen
icerisinde 1 gr Agar tartildi ve mikrodalga firinda kaynatildi sonrasinda jel sogumasi i¢in
kabin icinde bekletildi. Jel yiiriitme kasetine dokiilmeden oOnce erlen igerisine 2,5 pL
Etidyum Bromiir eklemesi yapildi. Kasete taraklar yerlestirildi ardindan jelin dokiilmesi
islemi yapildi ve jelin donup polimerlesmesi i¢in belirli bir zaman beklendi. Jelin donup
polimerlesmesinden sonra taraklar jelden ¢ikarildi ve 6rnekler kuyulara 20 pL olacak sekilde
yiiklendi. 20 pL hacimde 3 pL boya olacak sekilde eklendi. 0,5 X TBE ile doldurulmus tank
icerisine yerlestirilen jel 90 V elektrik akiminda 40 dk yiiriitiildi, yiiriitiildiikkten sonra UV

151k ile drnekler goriintiileme islemine alindi.

2.2.3.7 Gercek zamanh PZR (Real-Time PZR)

Bu tez caligmas i¢in ‘LightCycler 480 SSYBR Green I MasterMix’ Real-Time PZR kiti
kullanilarak yapildi. 96’1 well platelerde her 6rnek 3 deney tekrarli olacak sekilde deney
plant yapilip deney kuruldu. Kitin prosediiriinde oldugu sekilde (tablo 2.3) ornekler ve
master mix paylastirildi ve kuyularda baloncuk olusmamasina dikkat edildi sonrasinda plaka
film ile kapatildi. Roche marka Gergek Zamanli PZR cihazina tablo 2.4’ teki kosullar ile ve
tablo 2.5° daki primerler kullanilarak Real-Time PZR protokolii kuruldu. Ddngii
tamamlandiktan sonra elde edilen Ct degerleri bilgisayarda excel programi kullanilarak

analizleri yapildu.
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Tablo 2.3: Real-Time PZR Bilesenleri

Bilesenler Miktar
cDNA 1 uL
Forward Primer 0,5 uL
Reverse Primer 0,5 uL

Master Mix 6,25 uL

dH,0 4,25 pL

Son Hacim 12,5 uL

Tablo 2.4: Real-Time PZR Kosullari

Sicakhik Siire Dongii
95 OC 10 dk 1
0
95 C 10 sn
0
55 C 10 sn 35
0
72 C 10 sn
0
72 C 5 dk 1

Tablo 2.5: Calismada Kullanilan Primerler

Uriin
Primerler Forward Primer Dizisi Reverse Primer Dizisi Biiyiikliig
ii

5- 5-

HTR1B | AAGAAGAAACTCATGGCCGCTAG | GGGGTTGATGAGGGAGTTGA 198 bg

GG-3 GATAG-3’

5’-GGGAAATGGGAGTAGCTAAG- >

TPHI , GGACCCATGAGTAGGATAGA- 197 bg
3 3
57

Hp-2 5’-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3’ | CATGTCTCCATCCCACTTAAC 314 bg
T-3

HiF1-a 5'-CCACCTATGACCTGCTTGGT-3 5-'TGTCCTGTGACTTGTCC-3' 302 bg




2.2.4 Protein temelli yontemler
2.2.4.1 Western blotting deney dizayninin yapilmasi ve protein Eekstraktlarinin
hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirinde HT-29, SW480 ve HUVEC hiicreleri DMEM High Glukoz igeren
besiyerinde biiyiitiildiikten sonra, hiicreler protein izolasyonundan 24 saat dnce 6’11 well
platelere 500.000 hiicre olacak sekilde yayma islemi yapildi ve yiizeye tutunmalar1 igin bir
gece beklendi. Daha sonra deney grubu olusturulmasi i¢in 24, 48, 72 saat gruplarina hipoksi
icin son konsantrasyonu 150 mM olacak sekilde CoCl. uygulamasi yapildi. Siiresi dolan
deney grubundaki hiicreler tablo 2.6.” da regetesi verilen ripa buffer hazirlandi ve ripa buffer
yardimiyla ile buz iizerinde kazinma islemi uygulandi. 40 dk buz iizerinde bekletilmis
ekstraktalar 15 dk’lik araliklarla bir pipetajlandi. Siire dolunca 20 dk 13.000 rpm’ de santrifii
ile hiicre kalintilarinin dibe ¢oktiiriilmesi islemi yapildi. Proteinler i¢in kullanacagimiz
siipernetant kisim yeni bir ependorf tiipiine aktarildi ve -80°C dondurcuda kullanima kadar

stoklandi.

Tablo 2.6: RIPA ¢ozeltisi bilesenleri

Kimyasal Miktar
Proteaz Inhibitorii 1 Tablet
140mM NaCl 7 mL
ImM EGTA 500 pL
ImM EDTA 100 uL
%1 Triton X100 500 uL
%0,1 SDS 10 mL
9%0,1 Sodyum deoxycholate 0,05g
10 mM TrisCl (pH:8) 500 uL

2.2.4.2 Protein miktarlarinin bradford yontemi ile belirlenmesi

Bradford ¢dzeltisi protein miktarini belirlemek amaciyla kullanildi. 11k olarak 1000 mg/pL-
100mg/pL. farkli 10 konsantrasyon derisimde olacak sekilde standart BSA c¢ozeltisi
ayarlandi. Hazirlanan ¢ézeltiler 96’lik well platede SpL hacimde paylastirildi. Ustlerine 250
uL Bradford reaktifi eklendi. 10 dk karanlikta saklandiktan sonra 595nm absorbans degerleri
dlciilerek not alind1. Olgiimlerin 3 tekrarli yapilmasina dikkat edilmistir. Bu kosullar sonucu
olusturulan Bradford egrisi sekil 2.1.” de gdsterilmektedir. Olgiimde kullanilmakta olan 96’11
wellin her bir kuyusuna 250 pL hacimde Bradford ¢ozeltisi konularak iistlerine 2,5 pL
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protein Ornegimizden ve 2,5 uL de dH»>O eklenerek 15 dk karanlikta bekletilerek
inkiibasyonu saglandi. Sonrasinda 595 nm dalga boyunda spektrofotometre araciligyla
absorbans Ol¢limii yapildi. Standart egri grafigine gore hesaplamalar yapildi ve protein
ekstarktlarinin degerleri kor degerinden ¢ikarilarak egride bulunan denklem araciligiyla

protein miktarlar1 hesaplandi.

Bradford Egrisi

0,45
0,4 y = 0,0004x - 0,0127
R? = 0,9943

0,2
0,15
0,1

0,05

-0,05 0 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 2.1: Protein ol¢limlerinde kullanilan Bradford egrisi

2.2.4.3 SDS-PAGE

Bu deneyde kullanimda olacak malzemelerin hepsi baglanmadan once sterilize edildi. Imm
kalinligindaki camlar aparatlara yerlestirildi ve alt kisimda lower buffer olacak sekilde {ist
tarafta 2-3 cm bosluk kalacak sekilde dokiildii (yani proteinlerin ayriminin gergeklesecegi
jel), olusan kopiiklerin giderilmesi i¢in jelin iistiine izopropanol damlatildi ve jelin donmasi
icin belirli bir zaman beklendi. Jel donduktan sonra izopropanoliin uzaklastirilmasi igin
laboratuvarda bulunan kurutma kagitlar1 kullamldi. Ust jelde proteinlerin yiiklenmesini
saglamak icin upper buffer (Tablo 2.7.) kullanarak {ist jel dokiildii ve jelin donmasi
beklenmeden taraklar yerlestirildi. Donan jellerden taraklar ¢ikarildi ve jeller tank icinde

uygun yerlere konuldu.
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Tablo 2.7: SDS-PAGE jel igerigi

%10 Ayirma Jeli Miktar %S5 Yigma Jeli Miktar
Lower Buffer 2,5mL Upper Buffer 1,25 mL
Akrilamid- Akrilamid-Bisakrilamid
o 3,33 mL 873,33 uL
Bisakrilamid (%30) (%30)
dH O 4117 uL dH,0 2852 uL
%10 (w/v) APS 100 uL %10 (w/v) APS 50 uL
TEMED 10 puL TEMED 5uL

Miktar hesaplamasi yapilan proteinlerden HT-29 ve SW480 i¢in 40 pg, HUVEC i¢in ise 35
pg hacimde jele yiiklenme protokolii uygulandi. Protein 6rneklerinin iizerine 900uL 4X
Sample LaemLi Buffer icerisine 100uL. B-merkaptoetanol olacak sekilde bir bir karigim
protokole gore hazirlandi ve bu karisimdan her 6rnege 7,5ul olacak sekilde paylastirilarak
son miktar 22,5uL hacime tamamlanmistir. Ornekler 95°C” de 5 dakika bekletilere denatiire
edildikten sonra jele yiiklendi. Jele yiiklenen 6rneklerin son kuyularin veya ilk kuyularina 5
ul Protein Ladder marker yiiklendi. Jel yiiriitiilme islemi i¢in, 1 X Running Buffer (0.1 (w/v)
SDS igerir) gerekli hacime kadar tank i¢ine dokiilerek 90 volta neredeyse 120 dakika

yiirlitme iglemi uygulandi.

Tablo 2.8: Western Blotting’de kullanilan soliisyonlar

Western Blotting Soliisyonlar: icerik
SDS Page Alt Jel Tamponu (Lower) 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), %10 (w/v)SDS
SDS Page Ust Jel Tamponu (Upper) 1 M Tris-HCI (pH 6,8), %10 (w/v) SDS
Yiirlitme Tamponu 25 mM Tris, 250 mM Glisin, %0,1 (w/v) SDS
Transfer Tamponu 25 mM Tris, 192 mM Glisin, %20 (v/v) Metanol
10 X TBS 10 mM Tris-HCI, 20 mM NacCl, pH 7.4

2.2.4.4 SDS jelin blotlanmasi islemi

Transfer islemine baslanmadan 6nce transfer buffer Tablo 2.8.’deki gibi hazirlandi. Transfer
bufferin soguk olmasi gerektigi i¢in -20°C’ de bekletildi. Transfer sisteminde kullanilacak
aparatlar ve siingerler ayni1 soguk transfer buffer i¢inde 1slatildi. Kurutma kagitlar1 ve PVDF
membran jellerin boyutlar1 uygun bir sekilde kesilerek uyumlu boyutlarda hazirlandi.

Transferde kullanilacak olan PVDF naylon membranlarin aktif hale getirilebilmesi i¢in
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metanol i¢erisinde 1 dakika tutulduktan sonra transfer buffera alindi. Cam levhalar arasinda
bulunan jel ¢ikartildi, yigma jelinde gerekli olmayan kisimlarin kesilerek uzaklastiriimasi
saglandi. Daha sonra bir sonraki basamak olan transfer islemine gecildi. Transfer islemi i¢in
kasette yerlestirme Sekil 2.2. ‘da gosterildigi gibi sandvi¢ modeli yapildi. Daha sonra kaset,
transfer bufferin dolu oldugu tankin i¢ine yerlestirildi ve 15V akim’da gece boyu +4 °C’ de

transfere birakildi.

2.2.4.5 Membrandaki proteinlerin belirlenmesi

Transfer islemi tamamlanan membranlar alind1 ve yagsiz siit tozu igeren 20 mL bloklama
cozeltisi ile 1 saat oda sicakliginda calkalayici ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
bloklama c¢ozeltisi uzaklastirildi ve membran 3 kez 1X TBS tamponu ile 5’ er dakika
boyunca yikanma protokolii uygulandi. Membranlar primer antikorlar araciligryla bakilacak
genin (Tablo 2.9.) proteinine uygun sekilde inkiibe edildi. inkiibasyon tamamlandiktan sonra
membran ayni sekilde 3 kez 1X TBS tamponu kullanilarak 5’er dakika yikandiktan sonra,
sekonder antikorla (1-1,5 saat) oda sicaklifinda inkiibe edildi. Membranlar ECL Kkitinin
Reagent A ve Reagent B ¢ozeltilerinden her birinden 100’ er uL. hacimde alinarak karigim
olusturuldu ve membranin aktif yiizeyine uygulandiktan sonra 2-3 dk karanlikta bekletildi.

Fusion FX VILBER LOURMAT cihazi kullanilark membran sonuglari goriintiilendi.

Tablo 2.9. Calismada kullanilan antikorlar

Calismada Kullanilan Primer Antikorlar Inkiibasyon Siiresi
HTRIB 1 gece (12-18 saat)
TPHI1 1 gece (12-18 saat)

B-Aktin 1-1,5 saat

2.2.4.6 Immiinofloresans boyama (IFC)

IFC deneyinden once biiyiitiilen, HT-29, HUVEC ve SW480 hiicreleri flasklardan Tripsin-
Edta kullanilarak kaldirildi ve sayim islemi yapildi. 12°1i welllerde kuyu basina 250.000
hiicre sayisina sahip olarak yayildi. Hiicrelerin kuyucuklarin yiizeyine tutunmalar1 yuvarlak
lamel ile saglandi. 12-18 saat hiicrelerin ylizeye tutunmasi i¢in 37 °C’ de %5 CO: igeren
inkiibatorde bekletildi. Siire bitince hipoksik kosulun olusturulacagi gruplara son derigimi
150mM olacak sekilde CoCl: uygulamasi yapildi ve 24 saat inkiibasyona i¢in bekletildi. 24
saat sonra hiicrelerin bulundugu kuyular medyumlardan arindirild1 ve kuyulara 2 kez PBS

tamponu ile yikanma islemi uygulandi. Kuyularin ylizeyi %4 paraformaldehit ile 2-3 mm
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kapland1 ve 15 dk fikse islemine birakildi. 15 dk sonra fiksatif olan formaldehit uzaklastirildi
ve kuyular 9%0,1 Triton X 100 iceren PBS tamponunda 10 dk bekleme islemine alindi. Bu
islemin yapilma amaci antikorlarin hiicre i¢ine girmesini kolaylastirmaktir. 10 dk bekleme
stiresi dolunca kuyular PBS tamponuyla 2 kez yikandi. %1 oraninda BSA iceren PBS
cozeltisinde 1 saat maruz birakilarak spesifik baglanmalarin engellemesi amaciyla oda
sicakliginda inkiibasyonu saglandiktan sonra kuyucuklara tekrar PBS tamponu ile yikama
islemi uygulandi. Kuyucuklarin iizerine 1/500 oraninda %1 BSA igeren PBS ile sulandirilan
primer antikor eklenmesi isleminin ardindan well plateler bir kdpiigiin icerisinde yer alan
nemli havlu kagidin iizerinde 1 saat oda 1sisinda inkiibasyon islemi i¢in bekletildi.
Antikorlama basamaginin tamamlanmasinin ardindan PBS tamponu ile tekrar yikama iglemi
yapilan kuyulara 151k gecirmeyen ortamda sekonder antikor ile muamele yapildi ve primer
antikor basamaginda gerceklestirildigi gibi kopiik icerisinde nemli bir ortam saglanarak
inkiibasyon basamagi saglandi. Bu asamadan sonra karanlik ortama geg¢ildi. Sekonder
antikor muamele basamagi biten hiicreler karanlik ortamda 3 kez PBS tamponu araciligyla
yikama islemi gergeklestirildi. Sonrasinda hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasinin saglanmasini
ortama 1 pug/mL DAPI (4',6-diamidino-2- fenilindol) eklenerek yapildi. Eklenilen DAPI
tekrar bulundugu ortamdan alinip PBS tamponu ile yikamasi yapildi. Her bir kuyuda sinyalin
solmasinin engellenmesi i¢in Mounting Medyum damlatild1 ve 12°1i wellerdeki yuvarlak
lamellerin ¢ikarilmasi yapildi ve ¢ikarilan lameller lam iizerine ters tutunan hiicreler igeri
bakacak sekilde kapatilma iglemi yapildi. Deney sonuglarinin goriintii ¢ekimlerinde

“Olympus DP72” cihazi kullanildu.

2.2.5 Caenorhabditis elegans model organizmasi ile ilgi yontemler

2.2.5.1 Nematod besiyerinin (NGM) hazirlanmasi islemi

[k olarak NGM (Nematode Growth Medium) hazirlig1 i¢in 2,5 g peptone, 3 g NaCl ve 20 g
agar tartilip bir litre saf su ile ¢ozdiiriildii ve karisim 121°C'de 15 dakika otoklavlandiktan
sonra 55°C'ye sogutuldu. Sogumus karisima 1 mL kolesterol, 1 mL 1M MgSQs4, 25 mL 1,5M
KH2PO4 ve 1 mL 1M CaCl: eklenir ve besiyeri homojen hale gelene kadar karistird1 ve petri
kaplarina dokiilerek katilagmasi beklendi.
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2.2.5.2 E. coli’nin OP50 susu icin TBX agar hazirlanmasi

TBX (Tryptone Bile Glucuronide Agar) agardan 9,125 g tartilarak 250 mL saf su {izerine
ilave edilir ve otoklavda 125°C sicaklikta 15 dakika sterilizasyonu saglanir, sonrasinda 55
°C’ye kadar sogumasi i¢in bir siire beklenir. NGM hazirlanmis petriler katilastiktan sonra E.
coli ekilip 37°C de 16-24 saat bekletilir. Bu islem stok halindeki E. coli OP50 susununda
olas1 bir kontaminasyonun ayirt edilmesi i¢in yapilir ve duruma goére kontaminasyon

protokolleri uygulanir.

2.2.5.3 E. coli OP50 susunun hazirlanmasi islemi

E. coli OP50 susunun yetistirilmesi i¢in LST (Lauryl Sulfate Broth) 9,125 g Lauryl Sulfate
Broth hassas terazide tartildi ve 250 mL saf su ile karistirildi. Karigim 121°C'de 15 dakika
otoklavlandi ve 37°C'ye sogutuldu. Soguyan karigima bir koloni E. coli ekildi ve 37°C'de 24
saat calkalamali inkiibatorde bekletildi. Katilasan C.elegans besiyerine 400uL E. coli OP50

susu yayd1 ve kurumasi beklendi.

2.2.5.4 Hipoksik ortamin olusturulmasi

Hipoklorit ile yetigskin C. elegans’larda embriyolar alindi ve 16 saat sonra L1 evre canlilar
elde edildi. Solucanlar daha sonra NGM plakalarda 3 giin bekletildi. C. elegans hipoksik
modeli olusturulmasi i¢in M9 tamponunda 1g/L konsatrasyonda sodyum siilfit soliisyonu
hazirlandi. Solucanlar 3 giin sonra hazirlanan M9 tamponu ile plakalar yikandi ve canlilar
15 mL’lik falkonlara aktarild, farkli zaman araliklarinda inkiibasyon saglandi. Inkiibasyon

sonunda canlilar yeni NGM’li plakalara aktarildi ve 24 saat geri kazanim i¢in beklendi.

2.2.5.5 Caenorhabditis elegans model organizmasindan total RNA izolasyonu

C. elegans’lar, M9 tamponu ile yikandi ve besiyerlerinden toplandi. Ardindan canlilar falkon
tiipline konuldu ve iizerindeki M9 aspirasyon edildi. Taze M9 eklenerek falkon tiipii buz
tizerinde bekletildi. Canlilar tiiplere alindi ve santrifiij edilerek pellet olusturuldu.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra iizerine Trizol eklendi ve tiipler siv1 nitrojene atilarak
hizlica donduruldu ve RNA izolasyonu protokole uygun olarak gerceklestirildi (Riccio

2019).

32



2.2.5.6 Real-Time PZR analizi

Real-Time PZR analizi 2 farkli cDNA sentezi gergeklestirilerek C.elegans’ta analizi
yapilmustir. C.elegans model organizmasinda normalizatoér olarak bulunan CDC-42 geni
kontrol PZR’1nda primerleri kullanilarak PZR gerceklestirilmistir. Real-Time PZR yapilarak
ser-4 ve cTPH genlerinin hipoksi uygulanmis ve uygulanmamis gruplardaki ekspresyon
seviyeleri incelenmistir. Hipoksik kosullarin dogrulanmasi i¢in ceHIF primerleri

kullanilarak dogrulama islemi yapilmstir.

Tablo 2.10: Calismada kullanilan primerler

Uriin
Primerler Forward Primer Dizisi Reverse Primer Dizisi Biiyiikliig
i
ser-d 5’- 5’-CTTGATTCATTGTGGCGTGGA- 287
CAGGTTTTCTCCACAGCGAC-3’ 3 ¢
5’- 5’-
cTPH CTCTACTTCTTTTCCATTGAAT | GGAAAGTAGTAATGAGACATTCT 217 be
TTG-3° TG-3’
5 ’- Py 9
CDC-42 AGCCATTCTGGCCGCTCTCG-3’ 5’-GCAACCGCTTCTCGTTTGGC-3 203 be
5’-
ceHIF CAACGTGTTTATGGGCAAAT- | 5-CATTGCAAAACGTCATCGTA-3’ 211 be
3 2

2.3 Biyoinformatik Yontemler

2.3.1 Benzerlik calismalar:

Unipro UGENE programi igerisinde yer alan dizi hizalama segenegi ile NCBI veri
tabanindan BLAST programi araciligryla HTR1B ve ser-4; TPH1 ve ¢TPH-1 genlerinin

hizalamalar1 yapilarak benzerlik oranlar1 analiz edildi.

2.3.2 Yolak analizi calismalari
Yolak analizi ¢aligmalarinda STRING ve KEGG programlar1 kullanilarak ¢alisilan genlerin
hangi metabolik yolaklarda rollerinin oldugu ve bu genlerin benzer metabolik yollarda rol

alip almadiklar1 analiz edildi.

33



3. BULGULAR

3.1 Biyoinformatik Analizler

3.1.1 insan HTR1B geni analizleri

HTR1B serotonin metabolizmasinda énemli bir reseptordiir. Yapilan STRING ve KEGG
yolak analiz ¢aligmalar1 sonucunda H7R1B geninin; Serotonerjik sinaps, folat biyosentezi,
triptofan metabolizmasi, tat iletimi, GABAerjik sinaps, morfin bagimliligi, sirkadiyen
stirtiklenme, cAMP sinyal yolu, néroaktif Ligand-Reseptor etkilesimi yollarinda gorev aldigi
goriilmiistiir. Ayrica etkilesimde oldugu GNG2 geni ile birlikte kanser yolaginda da rol

almaktadir.

S100A10

SLC6A4

Sekil 3.1: HTR1B geni yolak analizi (HTR1B: 5-hidroksitriptamin reseptdrii 1B, GNB1:
Guanin niikleotid baglayici protein G(1)/G(S)/G(T) alt birimi beta-1, GNG2: Guanin
niikleotid baglayici protein G(I)/G(S)/G(O) alt birimi gama-2, HTR1D: 5-hidroksitriptamin
reseptorii 1D, SLC6A4: Sodyum bagimli serotonin tastyicisi, HTR1A: 5-hidroksitriptamin
reseptorii 1A, TPHI1: Triptofan hidroksilaz 1, GNAO1: Guanin niikleotid baglayici protein
G(o) alt birim alfa, SIO0A10: Protein S100-A10, HTR2A: 5-hidroksitriptamin reseptorii
2A, TPH2: Triptofan hidroksilaz 2.).
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3.1.2 insan TPHI1 geni analizleri

TPH1 geni serotonin metabolizmasinda serotonin iiretimi i¢in énemli rol oynayan bir enzimi
kodlamaktadir. STRING ve KEGG analizleri sonucuna goére TPH1 geni; Folat biyosentezi,
triptofan metabolizmasi, serotonerjik sinaps, metabolik yolak ve Afrika tripanosomiyazi gibi

cesitli yolaklarda role sahiptir.

TDO2

Sekil 3.2: TPH1 geni yolak analizi (TPH1: Triptofan hidroksilaz 1, SLC6A4: Sodyum

bagimli serotonin tagiyicisi, PCDB1: Pterin-4-alfa-karbinolamin dehidrataz, PCDB2:

Pterin-4-alfa-karbinolamin dehidrataz 2, DDC: Aromatik-L-amino-asit dekarboksilaz,

QDPR: Dihidropteridin rediiktaz, TDO2: Triptofan 2,3-dioksijenaz, TPH2: Triptofan

hidroksilaz 2, IDO1: Indolamin 2,3-dioksijenaz 1, IDO2: Indolamin 2,3-dioksijenaz 2,
SPR: Sepiapterin rediiktaz.).
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3.1.3 C. elegans ser-4 geni analizleri

Yapilan analizler sonucunda ser-4 geninin; Noroaktif Ligand-Reseptdr etkilesimi, kalsiyum
sinyal yolu, akson rejenerasyonu yollarinda gorev aldigi goriilmiistiir. Her iki modelde
secilen genler ortak olarak G proteinine bagl reseptor sinyal yolu, dopamine hiicresel yanut,
kimyasal sinaptik iletim, kimyasal uyariya hiicresel yanit, cok hiicreli organizma siireglerinin
diizenlenmesi, serotonin baglanmasi, G proteinine bagli serotonin reseptdr aktivitesi,
ndrotransmitter reseptdr aktivitesi ve GPCR ligand baglanmasi sinyal yollar ile iliskili

oldugu tespit edilmistir.

octr-1

5K gir-5

/dop-3

e |\
\L s n i acr-1

VX7,
\{

@ X

., ,Mod-1 M

ser-4 5

| ser-1

Sekil 3.3: ser-4 geni yolak analizi (ser-4: G PROTEIN RECEP F1 2 alani iceren protein,
ser-1: G_ PROTEIN RECEP_F1 2 domaini igeren protein, mod-1: Serotonin kapili kloriir
kanali, ser-7: G_ PROTEIN_RECEP F1 2 domaini i¢eren protein, mod-5: Tastyici, tph-1:
BH4 AAA HYDROXYL 2 alani i¢eren protein, dop-3: Dopamin reseptorii 3, octr-1:
G_PROTEIN RECEP F1 2 domaini igeren protein, glr-5: GLutamat Reseptor ailesi, glr-
4: GLutamat Reseptor ailesi, acr-15: Asetilkolin Reseptorii).
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3.1.4 C. elegans cTPH geni analizleri
Yapilan KEGG ve STRING yolak analizleri sonucunda ctph-1 geninin; Folat biyosentezi,
tirozin metabolizmasi, triptofan metabolizmasi, fenilalanin metabolizmasi, metabolik yollar

ve akson rejenerasyonu yollarinda rol aldig: goriildii.

mod-5

(& AT =
A

Z

h \:'

= \
&L\
\

\Vy',\

bV

Sekil 3.4: ctph-1 geni yolak analizi (tph-1: BH4 AAA HYDROXYL 2 alani i¢eren
protein, mod-5: Tas1yict, tde-1: Tirozin dekarboksilaz, bas-1: Biyojenik Amin Sentezi,
basl-1: BAS benzeri, cat-2: Tirozin 3-monooksijenaz, pah-1: Fenilalanin-4-hidroksilaz tdo-
2: Triptofan 2,3-dioksijenaz, pcbd-1: Varsayilan pterin-4-alfa-karbinolamin dehidrataz,
dhfr-1: Varsayilan dihidrofolat rediiktaz, qdpr-1: Kinoid Dihidro Pteridin Rediiktaz)
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3.1.5 insan HTR1B ve C.elegans ser-4 geni benzerlik analizleri

Yapilan dizi benzerlik analizleri sonucunda NM_000863.3 koduna sahip HTR1B geni 390
aminoasid (aa) ve NM_065051.8 kodunda ser-4 geni 445 aa i¢in benzerlik oran1 %87 olarak

bulundu. En ¢ok benzerlikte 81. ve 192. aminoasidler arasinda goriildii.

C._elegans Ser-4
H. saplens HTR1B

C. eleqans ser-4
H. saplens HTR1B

C. eleqans Ser-4
H. saplens HTR1B

C. eleqans Ser-4
H. saplens HTR1B

C. eleqans Ser-4
H. saplens HTR1B

C. eleqans Ser-4
H. saplens HTR1B

“N-FVI---

CTASILHL--IALDR

130 140 142 144 146 148 150

--S--ISL-PF--W

0 182 184 186 188 190 192 194 196

ST CWLGYLN

410 412 414 416 418

Sekil 3.5: HTR1B ve ser-4 geni benzerlik orani
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3.1.6 insan TPH1ve C.elegans cTPH geni benzerlik analizleri
Yapilan dizi benzerlik analiz ¢aligmalar1 sonucunda NM_004179.3 koduna sahip 444 aa
TPH1 ve NM_063183.7 kodu olan ve 532 aa cTPH-1 genleri i¢in benzerlik oran1 %89 olarak

bulundu. En ¢ok benzerligin oldugu bolge ise 187. ve 400. aminoasidler arasinda goriildii.

H. saplens TPH1
C. elegans cTPH

H. saplens TPH1
C. elegans cTPH

LA-NYKHG - “NIPQLED-

H. saplens TPH1 R Vi 53 oWo HBEF Ko VRKRRKVF D| Y KHED) KVEFTEEEMKT l FREN K VBT AR E ViIK s« vEEvRED] o E[ r
C. eleqans cTPH R i DADHBGFKDTEYRGRRMMFAE YKHGE RTEYTSSERKT YRKEREGHKKHARKQFEONFERBERHBIGY SE

RPVAGYLS-RDFL-GLA-RVF - CTQYVR YTPEPDT - - FSQEIGLASL

H. saplens TPH1 KERT Fs n vy a RDF E] FR FH TRY Ruo FVT Efo THHE H FP 3 E SEE KBATHYFFT EF
C. eleqans cTPH KAKTGFRVR] YESARDF YRVFFETRYVRHHADEF Y TRIERD TVHE H] sQE ‘un KKBATEYFFSHEF

H. saplens TPH1
C. elegans cTPH

H. saplens TPH1 S Elg+ ollo]
C. elegans cTPH srRsD

Sekil 3.6: TPHI1 ve cTPH-1 geni benzerlik orani

3.2 insan HTR1B ve TPH1 Genlerinin mRNA Diizeyi Analizleri

3.2.1 Caliyma boyunca kullanilacak gen primerlerinin optimizasyonu

Calismalara baslamadan once tasarlanan ekspresyon primerlerinin ¢aligma kosullarini ve
Real-Time PZR asamasindaki c¢aligma sicakliklarinin belirlenmesi igin standart PZR
kosullart kullanilmigtir. HB-2 primerleri Real-Time PZR caligsmalarinda normalizasyon gen
olarak kullanilacagindan protokolde bu primerler de kullanilarak deney kurulmustur. Kolon
kanseri hiicre hatlar1 (SW480 ve HT-29), saglikli insan endotel hiicreleri (HUVEC) hiicre
hatlarinda HTR1B ve TPH1 genlerinin ifadesine bakilmistir.
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Tablo 3.1: PZR bilesen ve miktarlari

Pozitif Negatif
HUVEC | HT-29 SW480 | HUVEC | HT-29 SW480
Kontrol | Kontrol
cDNA 2 uL 2ulL 2uL 2 uL 2 ul 2 ul 1 uL -
Buffer SuL SuL SuL SuL SuL SuL SuL SuL
MgCl 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL 2 uL
dNTP 1 pL 1 pL 1 pL 1 pL 1 pL 1 ulL 1 uL 1 ulL
Forward
) 1 uL 1 uL 1 ulL 1 uL 1 ulL 1 ulL 1 ulL 1 ulL
Primer
Reverse
) 1 uL 1 uL 1 ulL 1 uL 1 uL 1 uL 1 ulL 1 uL
Primer
Taq DNA
) 0,5 uL 0,5 pL 0,5 pL 0,5 uL 0,5 pL 0,5 pL 0,5 pL 0,5 pL
Polimeraz
dHZO 355uL | 355uL | 355ul | 35,5puL | 355puL | 35,5ul | 38,5ul | 39,5uL
Tablo 3.2: PZR kosullari
Sicakhik Siire Dongii
94 OC 3 dk 1
0
94 C 30 sn
0
55 C 30 sn 35
0
72 C 30 sn
0
72 C 10 dk 1
0
+4 C *° !
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Sekil 3.7: Farkli hiicre hatlarinda HTR1B ve TPH optimizasyon PZR sonuglari1 (M: 50 bg
marker, 1: HUVEC HTR1B, 2: HT-29 HTR1B, 3: SW480 HTR1B, 4: HUVEC TPH]1, 5:
HT-29 HTR1B, 6: SW480 TPH1, 7: Pozitif kontrol, 8: Negatif kontrol, 9: 50 b¢ marker)

3.2.2 Cahsmada kullanilacak hiicre hatlarinda deney gruplarinin cDNA kontrol
PZR’si

Calismada kullanilacak olan hiicre hatlarindan kurulan deney sonrasi izole edilen

RNA’lardan sentezlenen cDNA’larin kontrolii i¢in HB2 kontrol PZR’si belirtilen PZR

kosullarinda yapilarak kontrol edildi ve agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.

e ‘ lliiﬂfll‘f‘ﬂsﬂ% A -

M. 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14.

Sekil 3.8: SW480 ve HT-29 hiicre hatlarinda HB2 kontrol PZR sonuglari (M: 100 bg
marker, 1: SW480 24h normoksi, 2: SW480 24h hipoksi, 3: SW480 48h normoksi, 4:
SW480 48h hipoksi, 5: SW480 72h normoksi, 6: SW480 72h hipoksi, 7: HT-29 24h
normoksi, 8: HT-29 24h hipoksi, 9: HT-29 48h normoksi, 10: HT-29 48h hipoksi, 11: HT-
29 72h normoksi, 12: HT-29 72h hipoksi, 13: Pozitif kontrol, 14: Negatif kontrol)
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Sekil 3.9: HUVEC hiicre hatlarinda HB2 kontrol PZR sonuglari (M: 100b¢ marker, 1:
HUVEC 24h normoksi, 2: HUVEC 24h hipoksi, 3: HUVEC 48h normoksi, 4: HUVEC
48h hipoksi, S: HUVEC 72h normoksi, 6: HUVEC 72h hipoksi, 7: Pozitif kontrol, 8:
Negatif kontrol)

3.2.3 Kolon kanseri hiicre hatlarinda (SW480 ve HT-29) normal ve hipoksik
kosullarda HTR1B ve TPHI1 ifadesinin gosterilmesi
3.2.3.1 SW480 ve HT-29 hiicre hatlarinda normal ve hipoksik kosullarda Real-Time
PZR ile HTR1B ve TPH1 ifadesinin gosterilmesi

Calismada kullanilacak SW480 ve HT-29 hiicre hatlar1 bolim 2.2.2.4° te anlatildig: iizere
biiyiitiilmeleri saglandi. Istenilen sayiya ulasan hiicrelerden 6’lik well paltelere 500.000
hiicre olacak sekilde yayilma iglemi yapildi. Hipoksik kosul uygulanacak gruplara 150mM
CoClz uyguland1 ve zaman dilimleri dolan gruplardan bdliim 2.2.3.1°de anlatildig1 gibi RNA
izolasyonu yapildi. izolasyonu yapilan RNA’lardan béliim 2.2.3.4’te anlatildigi gibi cDNA

sentezi islemi yapildi.

HTRIB ve TPHI genlerinin ifadesinin kolon kanseri modellerinde belirlenmesi i¢in
hassassiyeti olduk¢a yiiksek olan bir Real-Time PZR teknigi kullanilarak deney
kurulmustur. Hipoksik kosulun olusup olugmadigini gostermek i¢in HIF1- o primerleri
kullanilarak dogrulama islemi yapilmistir. HIF1- a’nin ifadesindeki artis hipoksik kosulun
olustugunu gostermektedir. Real-Time PZR Tablo 2.3 ve 2.4’te verilen degerlere gore

kurulmustur.

Sekil 3.10. incelendiginde SW480 hiicre hattinda biitiin saat dilimlerinde hipoksinin
olustugu gbzlenmistir. Bu zaman dilimlerindeki HTR1B ve TPHI ifadesine bakildiginda,
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normal kosuldaki hiicre grubuna kiyasla HTR 1B ifadesinin 48. ve 72. saatte arttig1, 24. saatte
ise azaldig1 gozlenmektedir. TPH1 genin ifadesine bakildiginda ise biitlin saat dilimlerinde

azaldig1 goriilmiistiir.

Sekil 3.11. incelendiginde HT-29 hiicre hattinda sadece 24. saatte HIF1- a’nin ifadesinin
arttig1 ve hipoksik kosulun olustugu goriilmektedir. HT-29 hiicre hattinda 24. saate hem
HTRI1B hem de TPH1 genlerinin ifadesinin normal kosullara kiyasla anlamli bir sekilde
arttig1 goriilmektedir. Diger zaman dilimleri grafiksel olarak sunulsa da hipoksik durumun
olusmadigr diisliniildiigiinden yalnizca 24 saat iizerinden degerlendirmeyi yapmak ve

yorumlamak uygun goriilmistiir.

EI SW480 HTR1B SW480 TPH1

* 1.5

-
(3,
]

< . .
2 | El Normoksiya < * * * Il Normoksiya
£ _ 3 Hipoksiya ﬁé [ Hipkoksiya
® 104 = 1.0
o * -
x T
= o
T 51 * 5 054
[~}
i _ﬂ :
(7]
O plll— W 0.0
24 h 48 h 72h 24h 48 h 72h
SW480 HIF1-a
25 %*
1 Il Normoksiya
20 M =1 Hipoksiya
15+ *

10

s 1]

24h 48 h 72h

SW480 HIF 1-a kat mRNA

Sekil 3.10: SW480 hiicre hatt1 (A) HTR1B, (B) TPH1 ve (C) HIF1- a Real-Time PZR
sonugclari
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3.2.4 Insan saghikh endotel hiicre hattinda (HUVEC) normal ve hipoksik kosullarda
HTRI1B ve TPH1 ifadesinin gosterilmesi
3.2.4.1 HUVEC hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda Real-Time PZR ile
HTRI1B ve TPH1 ifadesinin gosterilmesi

Calismada kullanilacak HUVEC hiicre hattinda boliim 2.2.2.4° te anlatildig1 iizere
biiyiitiilmeleri saglandi. istenilen sayiya ulasan hiicrelerden 6’lik well paltelere 500.000
hiicre olacak sekilde yayilma iglemi yapildi. Hipoksik kosul uygulanacak gruplara 150mM
CoClz uyguland1 ve zaman dilimleri dolan gruplardan bdliim 2.2.3.1°de anlatildig1 gibi RNA
izolasyonu yapildi. izolasyonu yapilan RNA’lardan bdliim 2.2.3.4’te anlatildigi gibi cDNA

sentezi islemi yapildi.

HTRI1B ve TPHI1 genlerinin ifadesinin insan saglikli endotel hiicreleri olan HUVEC hiicre
hattinda belirlenmesi Real-Time PZR kurulmustur. Hipoksik kosulun olusup olusmadigini
gostermek icin HIF1- a primerleri kullanilarak dogrulama islemi yapilmistir. HIF1- o’nin
ifadesindeki artig hipoksik kosulun olustugunu gostermektedir. Real-Time PZR Tablo 2.3

ve 2.4°te verilen degerlere gore kurulmustur.

Sekil 3.12. incelendiginde HUVEC hiicre hattinda biitiin saat dilimlerinde HIF 1- a ifadesinin
arttig1 ve hipoksik kosulun olustugu goriilmektedir. Bu zaman dilimlerindeki HTRIB ve
TPH1 ifadesine bakildiginda, normal kosuldaki hiicre grubuna kiyasla HTR1B ifadesinin
48. ve 72. saatte ifadesinin normal hiicre grubuna kiyasla anlamli bir sekilde arttig1, 24. saatte
ise azaldig1 gozlenmektedir. TPH1 genin ifadesine bakildiginda ise biitlin saat dilimlerinde
normal kosullardaki hiicre gruplarma kiyasla ifadesinin anlamli bir sekilde azaldig

gorilmiistiir.
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Sekil 3.12: HUVEC hiicre hatt1 (A) HTR1B, (B) TPH1 ve (C) HIF1- a Real-Time PZR
sonugclari

3.3 Insan HTR1B ve TPH1 Geni Protein Diizeyi Analizleri

HUVEC, SW-480 ve HT-29 hiicre hatlar ile yapilacak protein diizeyindeki HTRIB ve
TPHI1 ifadesindeki farkliliklarin incelenmesi i¢in hiicreler yetistirildi. Yetistirilen hiicreler
yeterli saytya ulastifinda boliim 2.2.4.1°de anlatildig: sekilde her bir 6’11 wellde kuyularda
500.000 hiicre bulunacak sekilde hiicrelerin yayilmasi islemi yapildi ve hipoksik ortamin
olusturulacagi gruplara 150 mM CoCl, uygulamasi yapildi. Zaman dilimleri 24, 48 ve 72
saat olarak yapildi, siiresi dolan gruplarda boliim 2.2.4.1.’de anlatildig1 gibi RIPA Buffer ile
izolasyon yapildi. izole edilen proteinlerin miktarinm dl¢iimii boliim 2.2.4.2°de anlatildig1
gibi Bradford ¢ozeltisi ile hesaplandi. Boliim 2.2.4.3’te anlatildig1 tizere SDS-PAGE jelleri
hazirlandi ve hazirlanan jellere HT-29 ve SW480 i¢in 40 pg, HUVEC i¢in ise 35 pg protein
olacak seklide yiikleme islemi yapildi. Jeldeki proteinlerin antikorlar ile muamelesi i¢in
béliim 2.2.2.4’te anlatildig1 gibi 1 gece +4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonu tamamlanan
jeller bolim 2.2.2.5’te anltildig1 gibi goriintiileme islemi yapildi ve elde edilen goriintiilen

image j analiz programi kullanilarak analiz edildi.
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Sekil 3.13. incelendiginde SW480 hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saatte western blot analizinde
HTRI1B ve TPHI protein ifadesi B-Aktin protein ifadesi ile normalize edilmistir. mRNA
seviyesinde HTRI1B ifadesi 24. Saatte normal kosullarda bulunan kontrol grubu hiicreleri
ile kiyaslandiginda azalirken; 48. ve 72. Saatte normal kosullardaki kontrol grubuna gore
arttig1 tespit edilmisti benzer sekilde 48 ve 72. Saatlerde protein seviyesinde de hipoksik
kosullarda artis tespit edilmistir. mRNA seviyesinde elde edilen TPH1 ifadesindeki azalig
protein seviyesinde yalnizca 24 saatte tespit edilmistir. 48 ve 72 saatlerde ise mRNA ile
korele olmayan bir artis tespit edilmistir. IFC analizine bakildiginda ise hem HTR1B hem
de TPH1 protein ifadesinin hipoksik kosulda normoksiye gore bir artig goriilmiistiir. Bu artig
western blot analizindeki 48 ve 72 saatlerle protein diizeyinde koreledir. HTR1B hem
mRNA diizeyindeki hem de protein diizeyindeki analizleri birbiriyle koreledir. Ancak TPH1

icin mRNA diizeyindeki ¢aligmalardan western blot ile sadece 24 saat analizleri koreledir.

HT-29 hiicre hattinda mRNA seviyesi ile ilgili yapilan analizlerde (Sekil 3.11C) sadece 24.
Saatte HIF1- o’nin ifadesinin arttig1 ve hipoksik kosulun olustugu goriilmektedir. HT-29
hiicre hattinda 24. saate hem HTR1B hem de TPH1 genlerinin mRNA ifadesinin hipoksik
kosullarda normal kosullara kiyasla anlamli bir sekilde arttigi goriilmektedir. Sekil 3.14
incelendiginde yapilan western blot analizine gére mRNA sonuglarina benzer sekilde
HTRI1B protein seviyesinin tiim zaman dilimlerinde arttig1 tespit edilmistir. Ayn1 sekilde
IFC analizine de bakildiginda HTR1B protein seviyesindeki artig goriilmektedir ve HTR1B
icin mRNA ve protein seviyesindeki c¢aligmalar koreledir. Ancak TPH1 i¢cin mRNA
seviyesindeki artis western blot analizinde 48 ve 72 saatlerde goriilmiistiir. IFC analizine

bakildiginda ise TPH1 proteininin azaldig1 goriilmiistiir.

HUVEC hiicre ile yapilan Western Blot analizlerinde HTR1B i¢in gerekli olan bantlar elde
edilememistir. Bu sebeple tiim protein analizleri i¢in western blota alternatif olarak IFC
analizleri yapilmigtir. HUVEC hiicre hattinda TPH1 ifadesi western blot ile tespit edilmistir.
48 saatte hipoksik kosullarda TPH1 protein ifadesinde up-regiilasyon tespit edilmistir (Sekil
3.15). Yapilan IFC analizlerinde TPH1 ifadesinin up-regiilasyonu dogrulanmistir. Ayrica
HTRIB proteininin HUVEC hiicre hattinda hipoksi kosulda seviyesinin azaldigi

goriilmiistiir. Ama bu sonuclar mRNA seviyesi ile korele degildir.
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Sekil 3.13: SW-480 hiicre hatt1 normoksi ve hipoksi kosullarda HTR1B ve TPH1 (A)
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3.4 C.elegans ser-4 ve cTPH Genlerinin mRNA Analizleri

3.4.1 Cahismaboyunca kullanilacak gen primerlerinin optimizasyonu

Calismanin C. elegans ile ilgili deneysel kismina baglamadan 6nce ¢alismada kullanilacak
tasarlanan ekspresyon primerlerinin ¢aligma kosullarinit ve Real-Time PZR asamasindaki
calisma sicakliklarinin belirlenmesi i¢in standart PZR kosullar1 kullanilmistir. CDC-42
primerleri Real-Time PZR ¢aligmalarinda normalizasyon gen olarak kullanilacagindan

protokolde bu primerler de kullanilarak deney kurulmustur.

MmN ; i il

Sekil 3.16: Ser-4 primer optimizasyon PZR sonuclar1 (M: 100 b¢ Marker, 1: ser-4 ImM
MgCl2, 2: ser-4 1mM MgCI2 negatif kontrol, 3: ser-4 2mM MgCI2 negatif kontrol, 4: ser-
4 2mM MgCl2, 5: Pozitif kontrol, 6: Negatif kontrol)

M. 1. 2. 3. 4.

Sekil 3.17: cTPH primer optimizasyon PZR sonuclar1 (M: 50 b¢ Marker, 1: ctph-1 1mM
MgCl2, 2: ctph-1 2mM MgCl2, 3: Pozitif kontrol, 4: Negatif kontrol)
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3.4.2 Cahsmada kullanilacak C.elegans deney gruplarinin cDNA kontrol PZR’si

Calismanin C.elegans ile ilgili deneysel kisminda kullanilacak olan canlilardan kurulan
deney sonrasi izole edilen RNA’lardan sentezlenen cDNA’larin kontrolii i¢cin CDC-42
kontrol PZR’si belirtilen PZR kosullarinda yapilarak kontrol edildi ve agaroz jel

elektroforezi ile goriintiilendi.

i

i

Sekil 3.18: CDC-42 kontrol PZR sonuglar1 (M: 50 b¢ Marker, 1: 1h normoksi, 2: 1h
hipoksi, 3: 3h normoksi, 4: 3h hipoksi, 5: 24h normoksi, 6: 24h hipoksi, 7: Negatif
kontrol, 8: Pozitif kontrol)

3.4.3 C.elegans’ta nomal ve hipoksik kosullarda ser-4 ve cTPH geninin ifadesinin
Real-Time PZR ile gosterilmesi

C.elegans’lar bolim 2.2.5.1°de anlatilan petrilere E£.coli OP50 susu yayilarak yetistirilmistir.

Calismada yeterli olacak canli sayisina ulasinca 2.2.5.4’°te beliritilen yontem ile hipoksik

model olusturulma islemi yapilmistir. Zaman dilimleri dolan deneysel gruplardan bolim

2.2.5.5’te anlatildig1 gibi total RNA izolasyonu islemi gerceklestirilmistir.

Ser-4 ve cTPH genlerinin ifadesinin belirlenmesi icin C.elegans model organizmasinda
Real-Time PZR kurulmustur. Hipoksik kosulun dogrulanmasi i¢in CeHIF primerleri
kullanilmistir. CeHIF’in ifadesindeki artis hipoksik kosulun olustugunu gostermektedir.

Real-Time PZR tablo 2.3 ve 2.4’te verilen degerlere gore kurulmustur.

Sekil 3.16. incelendiginde C.elegans model organizmasinda sadece 1. Saat diliminde CeHIF
ifadesinin arttig1 ve hipoksik kosulun olustugu goriilmektedir. Bu zaman dilimindeki ser-4
ve ¢TPH ifadesine bakildiginda, normal kosuldaki C.elegans’a kiyasla ser-4 ifadesinin 1.

Saatte ifadesinin normal kosula kiyasla anlamli bir sekilde arttig1 ancak 24. saatte de bir
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artigin oldugu goriilmektedir ama 24. saate hipoksik kosul olugsmamustir, 3. saatte ise azaldig1

gozlenmektedir. Normal gruba kiyasla ¢TPH genin ifadesine bakildiginda ise 1. saat

diliminde ifadesinin anlaml1 bir sekilde arttig1 goriilmiistiir.

A
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Sekil 3.19: C. elegans model organizmasinda (A) ser-4, (B) cTPH ve (C) CeHIF Real-

Time PZR sonuglar1
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4. TARTISMA VE SONUC

Son yillardaki caligmalar serotonin ve serotonin reseptorlerinin kanserde 6nemli bir role
sahip olabilecegini gostermektedir. 5-HT1B reseptdr antagonistinin, kolorektal kanserde
hiicrelerin apoptozunu arttirdigin1 ve potansiyel bir tedavi olabilecegi one siirtilmiistiir

(Ataee et.al., 2010).

Serotonin kolorektal kanser kok hiicrelerinde kendilerini yenilemeleri i¢in tegvik etmektedir
(Zhu et.al., 2022). Serotonin sinyalinin bloke edilmesi yenilemeyi durdurmakla beraber

terapotik etkiyede sahiptir (Zhu et.al., 2022).

Tiimdrler yapilar1 geregi hipoksik bir ortama sahiptir (K. Hongo et.al.,, 2013). Normal
hiicrelerin bulundugu ortamda hipoksi meydana gelirse bu durum hiicre proliferasyonunu
artirir. Kolorektal kanserin sahip oldugu 6zelliklerden biri de gelisimi sirasinda hipoksi
gostermesidir (Wang ve Semenza, 1993; Biddlestone et.al., 2015). Bu sebepten otiirii

hipoksi kolorektal kanserin prognozunu anlamak i¢in 6énemli bir yere sahiptir.

Deneysel ¢alismamizda HT-29, SW-480 kolon kanseri hiicre modelleri ve HUVEC saglikli
insan endotel hiicre modeli kullanilmistir, bu hiicre modelleri ile hipoksik kosul olusturmak
icin CoCl: ile kimyasal hipoksi modeli kullanilmigtir. HTR1B ve TPH1 genlerinin normal
ve hipoksik ortamdaki degisimlerinin belirlenebilmesi icin mRNA seviyesinde Real-Time
PZR, protein seviyesinde ise hem Western Blot hem de IFC deneyleri kurulmustur. CoCl>’lin
sitotoksik etkilerine Onceki c¢aligmalarda bakildigi icin tekrar sitotoksik etkisine

bakilmamisir (Poyrazli et.al., 2024).

Deneysel calismada kullandigimiz hiicre modelleri hiicre kiiltiirlinde uygun kosullarda
cogaltilmistir. Kimyasal hipoksi i¢in 150 mM son konsantrasyonda olacak sekilde CoClz
uygulamasi yapilmistir. Zaman dilimleri dolan deney gruplarindan elde edilen pelletler ile
RNA izolasyonu yapilmistir, RNA Ol¢iimlerine gére cDNA sentezi gerceklestirildi.
Kimyasal hipoksi ile hipoksik kosulun olusup olusmadigina bakmak i¢in HIF1- o ifadesine
Real Time PZR ile bakilarak yorum yapilmigtir.

HTRIB ve TPHI genlerinin mRNA seviyesindeki caligmalarinda kullanilmak {izere

ekspresyon primerleri tasarlanmistir. Tasarlanan bu primerlerin c¢alisma kosullarin
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ayarlamak i¢in optimizasyon PZR’si gerceklestirildi. Gergeklestirilen PZR sonucunda
HTRI1B 198 b¢ uzunlugunda bolgeyi, TPH1 ise 197 bg¢ uzunlugundaki bolgeyi 55°C’ de
cogaltmistir, boylelikle primerlerin ¢aligma sicakligi 55°C olarak ayarlanmigtir. Real-Time
PZR’de de bu sicaklik kullanilmistir. Oncelikle hipoksik kosulun olusup olusmadigini
gostermek i¢cin HIF1- a primerleri kullanilarak dogrulama islemi yapilmistir. HIF1- o’nin
ifadesindeki artig hipoksik kosulun olustugunu gostermektedir. SW480 hiicre hattinda biitiin
saat dilimlerinde hipoksinin olustugu gozlenmistir. Bu zaman dilimlerindeki HTR1B ve
TPH1 ifadesine bakildiginda, normal kosuldaki hiicre grubuna kiyasla HTR1B ifadesinin
48. ve 72. saatte arttif1, 24. saatte ise azaldigi gozlenmektedir. TPHI genin ifadesine

bakildiginda ise biitlin saat dilimlerinde azaldig1 goriilmiistir.

SW480 hiicre hattinda bu kez ¢alisilan genlerin protein seviyesinde cevabini gérmek i¢in
western blot analizi yapilmistir. 24, 48 ve 72 saatte HTR1B ve TPH1 protein ifadesi 3-Aktin
protein ifadesi ile normalize edilmistir. HTR1B mRNA seviyesine benzer sekilde 48 ve 72.
Saatlerde protein seviyesinde de hipoksik kosullarda artis tespit edilmistir. mRNA
seviyesinde elde edilen TPH1 ifadesindeki azalis protein seviyesinde yalnizca 24 saatte
tespit edilmistir. 48 ve 72 saatlerde ise mRNA ile korele olmayan bir artis tespit edilmistir.
Ayrica SW480 hiicre hattinda protein seviyesindeki calismalar i¢in IFC analizide
yapilmustir. Yapilan analizler sonucunda HTRI1B proteini i¢in western blot analizinde
goriilen 48 ve 72 saatlerdeki artig IFC analizide de goriilmiistiir. TPH1 protein seviyesindeki

analizde ise mRNA seviyesi ile korele olmayan artig IFC analizinde de goriilmiistiir.

HT-29 hiicre hattinda yapilan mRNA analizlerinde sadece 24. saatte HIF1- o’nin ifadesinin
arttig1 ve hipoksik kosul olugsmustur. HT-29 hiicre hattinda 24. saate hem HTR1B hem de
TPH1 genlerinin ifadesinin normal kosullara kiyasla anlamli bir sekilde arttig1
goriilmektedir. Diger zaman dilimleri grafiksel olarak sunulsa da hipoksik durumun
olusmadigr diisliniildiigiinden yalnizca 24 saat iizerinden degerlendirmeyi yapmak ve
yorumlamak uygun goriilmiistiir. HIF 1- o nin ifadesindeki artis hipoksik kosulun olustugunu
gostermektedir. Real-Time PZR tablo 2.3 ve 2.4’te verilen degerlere gore kurulmugtur. HT-
29 hiicre hattinda mRNA seviyesi ile ilgili yapilan analizlerde (Sekil 3.11C) sadece 24.
Saatte HIF1- o’nin ifadesinin arttig1 ve hipoksik kosulun olustugu goriilmektedir. HT-29
hiicre hattinda 24. Saate hem HTR1B hem de TPH1 genlerinin mRNA ifadesinin hipoksik
kosullarda normal kosullara kiyasla anlamli bir sekilde arttigi goriilmektedir. Sekil 3.14

incelendiginde yapilan Western Blot analizine gére mRNA sonuglarina benzer sekilde
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HTRI1B protein seviyesinin tiim zaman dilimlerinde arttig1 tespit edilmistir. TPH1 protein
seviyesi ise 24 saatte western blot analizinde azalmistir ve IFC analizinde de TPH1 protein
seviyesindeki azalis gorlilmiistiir. Sadece 24 saat dilimiyle analiz yapilmasinin sebebi
hipoksik kosulun olugmus oldugu zaman dilimi 24 saat oldugu ve yorumlamanin bu sekilde

yapilmasi1 dogru olacag diislintildiigii i¢indir.

Saglik bir hiicre hatt1 olan HUVEC hiicre hattinda da ¢aligilan genlerin hipoksik kosullardaki
cevabi arastirllmistir. HUVEC hiicre hattinda biitiin saat dilimlerinde HIF1- o ifadesinin
arttig1 ve hipoksik kosulun olustugu goriilmektedir. Bu zaman dilimlerindeki HTRIB ve
TPH1 ifadesine bakildiginda, normal kosuldaki hiicre grubuna kiyasla HTR1B ifadesinin
48. ve 72. saatte ifadesinin normal hiicre grubuna kiyasla anlamli bir sekilde arttig1, 24. saatte
ise azaldig1 gozlenmektedir. TPH1 genin ifadesine bakildiginda ise biitlin saat dilimlerinde
normal kosullardaki hiicre gruplarma kiyasla ifadesinin anlamli bir sekilde azaldig
goriilmiistiir. HUVEC hiicre ile yapilan Western Blot analizlerinde HTR 1B i¢in gerekli olan
bantlar elde edilememistir. Bu sebeple tiim protein analizleri i¢in western blota alternatif
olarak IFC analizleri yapilmistir. HUVEC hiicre hattinda TPH1 ifadesi western blot ile tespit
edilmistir. 48 ve 72 saatler hipoksik kosullarda TPH1 protein ifadesinde up-regiilasyon tespit
edilmistir. Yapilan IFC analizlerinde TPHI1 ifadesinin Western Blot analizindeki up-
regililasyonu dogrulanmistir. Ayrica HTR1B proteininin seviyesinin IFC analizinde HUVEC
hiicre hattinda hipoksik kosulda azaldig1 gériilmiistiir. Ama bu sonu¢lar mRNA seviyesi ile

korele degildir.

Calismamizda ayrica C.elegans model organizma olarak kullanilmistir. Hipoksik kosullarda
serotonin reseptorlerinin (H7RIB) ve bu yolda etkili olan enzimler (TPHI1) ifade
seviyelerindeki degisiklikler incelenerek, farkli organizmalarda bu reseptorlerin hipoksiye
verdikleri tepkiler karsilastirilmistir. Yapilan dizi benzerlik analizleri sonucunda
NM _000863.3 koduna sahip HTR1B 390 aminoasid (aa) ve NM_065051.8 kodunda HTR1B
C.elegans ortolog geni olan ser-4 445 aa protein dizisi i¢in benzerlik oran1 %87 olarak
bulundu. En ¢ok benzerlikte 81. ve 192. aminoasidler arasinda goriildii. Yapilan dizi
benzerlik analiz ¢aligmalar1 sonucunda NM_004179.3 koduna sahip 444 aa protein dizisi
TPH1 ve NM_063183.7 kodu olan ve 532 aa ¢TPH-1 aa dizisi i¢in benzerlik oran1 %89

olarak bulundu.
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Ser-4 ve cTPH genlerinin ifadesinin belirlenmesi icin C.elegans model organizmasinda
Real-Time PZR kurulmustur. Hipoksik kosulun dogrulanmasi icin CeHIF ifadesine
bakilmigtir. C.elegans model organizmasinda sadece 1. saat diliminde CeHIF ifadesinin
arttig1 ve hipoksik kosulun olustugu goriilmektedir. Bu zaman dilimindeki ser-4 ve cTPH
ifadesine bakildiginda, normal kosuldaki C.elegans’a kiyasla ser-4 ifadesinin 1. saatte
ifadesinin normal kosula kiyasla anlamli bir sekilde arttig1 ancak 24. saatte de bir artisin
oldugu goriilmektedir ama 24. saate hipoksik kosul olugsmamistir, 3. saatte ise azaldig
gozlenmektedir. Normal gruba kiyasla ¢cTPH genin ifadesine bakildiginda ise 1. saat

diliminde ifadesinin anlaml1 bir sekilde arttig1 goriilmiistiir.

Bu genlerin hipoksik kosullara verdigi yanitlarin arastirilmasi ve insanlarda ve C. elegans'ta
benzerliklerinin ortaya ¢ikarilmasi, evrimsel siliregte serotonin ve metabolizmasi hakkinda
yeni bilgiler saglamistir. Ayrica, bu genlerin etkili oldugu farkli kanser hiicre tiplerinde
terapotik protokollerin olusturulmasinda kanserle iligkili bir durum olan hipoksinin ele
alinmasi1 olduk¢a onemlidir. Tiim bu sonuglar, kanserde serotonin metabolizmasinin
durumunu ortaya koymak i¢in daha fazla regiilasyon calismasina ihtiya¢ oldugunu
gostermektedir. HTR1B geninin ¢esitli hiicre hatlar1 {izerindeki etkileri, serotonerjik
sistemin karmasik dinamiklerini anlamada kritik bir rol oynamaktadir. Sonu¢ olarak,
HTR1B geninin ¢esitli hiicre hatlari tizerindeki etkileri, bu genin islevselligini ve potansiyel
terapotik kullanimlarini anlamada 6nemli bir adim olusturmaktadir. Calismamizda, segilen
genler mRNA ve protein diizeyinde incelenmistir. Ayrica bu genlerin etkili oldugu sinyal
yolaklar1 da biyoinformatik araclar ile arastirilmistir. Bu genlerin diizenleyici bdlgeleri olan
promotdr diizeyindeki yanitlarinin incelenmesi, hipoksik yanitin farkli gen diizenleme
adimlarinda degisiklik olup olmadig1 hakkinda bilgi saglayabilir. HTR1B'nin ¢esitli hastalik
modellerinde daha kapsamli bir sekilde incelenmesi, hedeflenen tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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Sekil A.4: Human HTR1B ve c. elegans ser-4 blast sonucu
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Sekil A.5: Human TPH1 ve c. elegans cTPH blast sonucu
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