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TESEKKUR

TSA-2014-5155 kodlu normal arastirma projemiz Erciyes Universitesi Bilimsel Aragtirmalar
ve Projeler birimi tarafindan desteklenmistir. Projemiz Erasmus Medical Center
Noroendokrinoloji boliimii bagkan1 Prof. Dr. Leo Hofland ve ekibinin katkilar ile

hazirlanarak sonuclandirilmistir.
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OZET

Klinik olarak non-fonksiyone hipofiz adenomlari (NFHA) tiimor kiitlesinden kaynaklanan
sikayetlerden dolay1 teshis edilir. Bu tip adenomlar hormonal olarak aktif degildir ve
hormonlarin asir1 {iiretiminden kaynaklanan sendromlara sebep olmazlar. Basi yapan
NFHA'’lan i¢in ilk tedavi secenegi adenomun operasyon ile ¢ikarilmasidir fakat bu cerrahi
operasyondan sonra adenom siklikla tekrarlar. Tedavide kullanilan ilaglar, NFHA hiicrelerinin
yiizeylerinde eksprese olan somatostatin (SSTR) ve dopamin (DR) reseptorlerini hedef alir.
Ancak, adenom hiicrelerinde SSTR ve DR’leri eksprese olsa da NFHA hastalarinin tedavisi
icin kullanilan somatostatin anologlar1 ve dopamin agonistleri cok etkili degildir ve tedavi
seceneklerine siddetle ihtiya¢c vardir. NFHA dokularinda hangi protein ve yolaklarin aktif
oldugunun belirlenmesi i¢in FSH/LH pozitif 6 NFHA dokusu ile bir pilot calisma yapildi.
Ray-Bio Label-Based (L-Series) Human Antibody Array 1000 kiti kullanilarak protein analizi
yapildi. Toplamda 164 protein tespit edildi. Proteinleri iceren P53 sinyal yolagi, sitokin sinyal
yolagi, JAK-STAT sinyal yolagi, ErbB ve TGF sinyal yolagit NFHA dokularinda aktif olan
yolaklardir. Bu yolaklarin yani sira daha 6nce NFHA dokularinda oldugu bilinmeyen PROK1,
Kremen 1, IL26, HCR/CRAM A/B, GDF 11, CTACK, GDF 8, NRG 3, MMP 13 proteinleri
tespit edildi.



ABSTRACT

Clinically, non-functioning pituitary adenomas (NFPA) are diagnosed due to complaints from
tumor mass. NFPAs are not active hormonally. They do not cause syndromes resulting from
oversecretion of hormones. The first treatment option for NFPAs is the removal of adenomas
by operation, but after surgery, the adenoma often recurs. Drugs used in therapy target
somatostatin (SSTR) and dopamine (DR) receptors that are excreted on the surface of NFPA
cells. However, although SSTR and DR are expressed in adenoma cells, somatostatin
anologues and dopamine agonists used for the treatment of NFHA patients are not very
effective and treatment options are strongly needed. A pilot study was performed with 6 FSH
/ LH positive NFHA tissues to determine which proteins and pathways were active in NFHA
tissues. Protein analysis was performed using a Ray-Bio Label-Based (L-Series) Human
Antibody Array 1000 kit. In total, 164 proteins were detected. Signalling pathways that
includes proteins which we detected (the P53 signaling pathway, the cytokine signaling
pathway, the JAK-STAT signaling pathway, the ErbB and TGF signaling pathways) are
active in NFHA tissues. In addition to these pathways, PROKI1, Kremen 1, [L.26, HCR /
CRAM A / B, GDF 11, CTACK, GDF 8, NRG 3 and MMP 13 proteins which previously

unknown in literature in NFHA tissues, were detected.



1. GIRIS, AMAC

Klinik olarak hipofiz adenomlar1 100.000 kisiden 94’iin de goriilen nadir tiimorlerdir. Hipofiz
adenomu genellikle hormonlarin yiiksek salgilanmasindan kaynaklanan hastaliklara
(adrenocorticotropic hormone (ACTH)’in fazla salgilanmasi Cushing sendromu, biiyiime
hormonunun fazla salgilanmasi akromegaliye) sebep olmasindan dolay1 veya timor
kiitlesindeki biiyiime nedeniyle bas agris1 / gorme alanm1 defektleri gibi bulgularla teshis edilir.
Hipofiz adenomlarinin tedavi secenekleri arasinda adenomun operasyonla cikarilmasi,
radyasyon tedavisi veya medikal tedavi vardir. Klinik olarak non-fonksiyone hipofiz
adenomlar1 (NFHA) tiimor kiitlesinden kaynaklanan sikayetlerden dolayi teshis edilir. Bu tip
adenomlar hormonal olarak aktif degildir ve hormonlarin asir1 iiretiminden kaynaklanan
sendromlara sebep olmazlar. Basi yapan NFHA’lar i¢in ilk tedavi secenegi adenomun
operasyon ile ¢ikarilmasidir fakat bu cerrahi operasyondan sonra adenom siklikla tekrarlar.
Radyoterapi etkili olabilir, ancak etkisini ¢ok yavas gosterir ve normal hipofiz dokusunda ve
cevresindeki dokularda da hasara sebep olur, hipopituitarism ile sonuc¢lanir. Tedavide
kullanilan ilaclar, NFHA hiicrelerinin yiizeylerinde eksprese olan somatostatin (SSTR) ve
dopamin (DR) reseptorlerini hedef alir. Ancak, adenom hiicrelerinde SSTR ve DR’leri
eksprese olsa da NFHA hastalarinin tedavisi icin kullanilan somatostatin anologlar1 ve
dopamin agonistleri ¢ok etkili degildir ve tedavi seceneklerine siddetle ihtiya¢ vardir. Son
zamanda yapilan microarray gen ekspresyon array yaklasimi veya genetik mutasyon analizleri
NFHA’ln hastalarin medikal tedavisi i¢in gelistirilmeye calisilan yeni hedeflerin
tanimlanmasinda hala net bir sonu¢ elde edilememistir. Son birka¢ yilda yeni teknikler
gelistirildi, bunlardan biri olan antibodileri temel alan array sistemi 1000 yada daha fazla
hedef proteinleri ki bunlara sitokinler, adipokinleri, biiylime faktorleri, proteaslar, ¢oziiniir
reseptorler, adhesyon molekiiller de dahil es zamanl olarak tespit edilmesine izin verir. Bu
sistem yeni biyomarkir belirlemeye yonelik calismalar icin ¢ok uygundur. Bu son teknoloji
diger tekniklere gore daha avantajlidir. Direkt olarak yar1 kantitatif bir sekilde ozel
proteinlerin ekspresyonunu tespit eder. Bu projedeki amacimiz, insanlarda NFHA
dokularindan proteinlerin biiyiik bir serisini tespit etmektir. Bu calismanin basarili olmasi
durumunda elde edilecek bilgiler 1s18inda daha genis kapsamli projeler tasarlanacaktir. Bu

calisma, NFHA hastaliginda kisiye ve dokuya 6zel tedavi gelistirilmesi i¢in bir basamaktir.



2. GENEL BIiLGI

Hipofiz adenomlar1 bening epitelyal tiimorlerdir. Klinik olarak test edildiginde horman
salgilayan adenomlar ve hormon salgilamayan non fonksiyone adenomlar olarak iki grupta
incelenirler. Hormon salgilayan adenomlar salgiladiklari hormona gore isimlendirilirler.
Biiylime hormonu salgilayan adenomlara; somatotropik adenomlar, prolaktin fazla salgilayan
adenomlara; prolaktinoma, tiroid uyarict hormon (TSH) salgilayan adenomlara; tirotropik
adenomlar, adenokortikotropik hormon (ACTH) salgilayan adenomlara; Kkortikotropik
adenomlar, liiteinisin hormon (LH) ve follikiil uyarici hormon (FSH) salgilayan adenomlara;
gonadotrop adenom adi verilir (1). Non fonksiyone hipofiz adenomlarinin (NFHA)
salgiladiklar1 her hangi bir hormon yoktur. Bu yiizden bos (null) hiicre adenomlar1 olarak da
nitelendirilmektedir (1). NFHA , normal hipofiz dokusundan kiitle olarak daha biiyiiktiir. Bu
adenomlarin tanisi1 klinik olarak MRI goriintiileri destegi ile belirlenmektedir. NFHAlarinin
biiylik cogunlugu gonadotropinler veya gonadotropinlerin alt birimlerini sentezlemektedir (2).
Klinik olarak NFHA’ lar1 biitiin hipofiz tiimoérleri icerisinde %15 ile %45 arasinda
goriilmektedir (3). Ama yine de tam olarak goriilme sikligini belirlemek zordur ve tamamen
tarama metoduna baglhdir. Otopsi ve radyolojik calismalarda hipofiz adenomlarinin goriilme
siklig1 %16.7 dir (4). Son yillarda yapilan 3048 otopsiden %10.5 de hipofiz adenomlar tespit
edilmistir. Bunlarin da %39’ u NFHA’ lardir (5). Gonodotrop adenomlar FSH, LH ile pozitif
olarak isaretlenirken, null cell negatif olarak isaretlenmektedir. Bu durum opere olmus
NFHA’larin  %85’ini  kapsamaktadir. Kalan %15°lik  kisim sessiz  adenomlardir,
immunohistokimya ile hormon ekspresyonlar1 tespit edilmistir ama hormon salgilamazlar. Bu
sebeple her hangi bir hormon iliskisi klinik olarak belirlenmez. Sessiz GH, prolaktin ve TSH
timorleri goriiliirken, major olarak ACTH eksprese olur (6,7). Transsponidal cerrahi NFHA
icin ilk diisiiniilen yontemdir. Ancak, supra veya paresellar uzantidan dolayi, operasyonlar
cok tedavi edici olmaz. Tiimoriin bir kismi kalabilir ve yeniden biiyiliyebilir (8). Ameliyat
sonrasi hastalarin %32.8’inin gonodal ekseninde diizelme goriilmektedir. %5.2°lik kisminda
ise ameliyat sonrast degisim yoktur (9,10). Ameliyat sonrasinda eger hala tiimor varsa bunun
tedavisi zorlasir. Agresif tiimorlerde radyo terapi uygulanmaktadir. Radyoterapi disinda ilag
tedavisi uygulanir ve genellikle dopamin agonisti (DA), somatostatin (SST) analoglari

kullanilir.

Normal hipofizlerde Dopamin 2, prolaktin salgilanmasini baskilayic1 yonde etki eder (11).
NFHA’ larin dopamin reseptorlerini eksprese ettigi bilinmektedir (12). Daha ¢ok dopamin

reseptor ailesinin alt birimi olan Dopamin 2 (D2) reseptorleri NFHA’da eksprese olur.



Gonadotroph imminopozitif adenomlarda D2 genellikle LH ve FSH imminopozitif olan
hiicrelerde lokalizedir (13). Dopamin agonistinin in vitro ve in vivo ¢alismalarda gonadotrop
salgilanmasin1 artirdig1r gosterilmistir (14,15). Dopamin agonistleri in vitro g¢aligsmalarda
NFHA’ larin iigte ikisini inhibe etmektedir (16). 199 NFHA’ Iu hastalarda, DA tedavisi
sonuclarina gore %?27.6’sinda tiimorde kiiciilme meydana gelirken, %20.2’sinde gorme alani
hasar1 meydana geldi bu hastalarin ancak %63.8’inde tiimor boyutu sabit kalirken
sadece %8.5’inde artis gozlenmistir (17). Hipofiz bezlerinde sadece D2 degil ayn1 zamanda
D4 ve ozellikle onun bir tiirevi olan D44 eksprese oluyor ama heniiz hipofiz bezindeki
fizyolojisi ¢cok net bilinmemektedir (18).

Somatostain reseptor ekspresyonu hipofiz tiimorlerinde heterojendir ama NFHA da
somatostatin reseptor alt birimi olan SSTR3 ve SSTR2 ekspresyonu daha belirgindir ( 19,20).
Octreotide ve lanreotide en yaygin kullanilan somatostatin anologlaridir ve SST2 ve SSTS5
icin yiiksek baglanma o6zelligi varken SST3 icin diisiik baglanma 6zelligine sahiptir (21).
Dogal somatostatinler in vitro ¢aligmalarda NFHA’ ndan kromogranin A ve glukoprotein o
altbirimini inhibe eder. Bu cevap SSTR3 ve SSTR2 ile bir koralasyon i¢indedir (22). SSTR1
ve SSTR2 gibi 6zel somatostatin analoglari in vitro calismalarda NFHA hiicrelerinin sayisini
azalttigi ve multireseptor ligandi olan pasireotide vasculer endotelyum biiylime faktorii
(VEGF)’in salgilanmasini azaltmasindan dolayr NFPA hiicrelerinin canliligini azalttigi
gosterilmistir (23,24,25).SSTR2’ nin 6zel analogu olan octreotide 100 NFHA hastasina
uyguland1 ve bu hastalarin %5’inin tiimor hacminde azalma %12’sinde artma, %83’{inde ise

hicbir degisiklik gozlenmemistir (17).



3.  YONTEM

Calismada, Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Endokrinoloji ve Metabolizma A.D.’da non
fonksiyone hipofiz adenom teshisi konularak, Beyin cerrahisi tarafindan ¢ikarilan hipofiz
dokular1 kullanildi. Calisma ile ilgili etik kurul karar1 alindi (Etik kurul No: 2013/520).
Calismada 6 hasta dokusu ile calisildi. Her hastaya dokularinin hangi amagla kullanilacagina
dair aciklama yapilarak onaylar1 alindi. Calisma yapilana kadar dokular -80°C’de saklandi.
Calismanin deney kismi Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezinde Prof. Dr. Leo
HOFLAND go6zetiminde yapildi.

HASTA BILGILERI

Hastalar, non fonksiyone hipofiz adenenomali, FSH ve LH, veya ikisinden biri pozitif olacak

sekilde secildi. Yas, cinsiyet, kilo ayrimi1 yapilmadi.

Tablo 3.1. Hastalarin patolojik ve hormonal bulgular:.

Hasta

No. Cinsiyet | Ki67 (%) | GH FSH LH ACTH | PRL TSH Adenom tiirii
N1 E 2 Negatif | Pozitif | Pozitif | Negatif [ Negatif | Negatif | Makroadenom
N2 E 2 Negatif | Negatif | Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif | Makroadenom
N3 K 1 Negatif | Pozitif | Negatif | Negatif [ Negatif | Negatif | Makroadenom
N4 K 3 Negatif | Negatif | Pozitif | Negatif [ Negatif | Negatif | Makroadenom
NS E 1 Negatif | Negatif | Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif | Makroadenom
N6 E 1 Negatif | Pozitif | Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif | Makroadenom

Kontrol grubu olarak, normal hipofiz bezi proteinleri kullanildi. Bu proteinler ticari olarak

yurtdisindan satin alindi.

3.2  Proteomiks Calismasi

Deneysel calisma, Sekil 3.1.”de 6zetlendi. Calismada Ray-Bio Label-Based (L-Series) Human
Antibody Array 1000 kiti kullanildi. Bu kitin kullanilmasindaki amacimiz, NFHA
dokularinda 1000 antibody ile eslesen proteinleri bulmaktir. Caligmamiza uygun olarak
tasarlanan bu kit ile 6 hasta 2 kontrol saglikli hipofiz doku proteinleri calisildi. Calismada kit
icin hazirlanmis protokol takip edildi. Kit igerisinde birinde 507 digerinde 493 antibody

bulunan 2 cam slayt mevcuttur. Bir kit ile 4 adet doku calisilmaktadir.
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Sekil 3.1. Deney sirasinda yapilacak islemlerin dzeti.

Homojenizator ile iyice parcalanan dokular, 13000g de 4°C’de 20dk cevrildi.

Protein miktarlari Bradford assay yontemi ile 6lgiildii. Olciim sonucuna gore protein
cozeltilerinin konsantrasyonlar1 hesaplanda.

Diyaliz soliisyonu hazirlandi. Ornekler diyaliz tiiplerine eklendi. Diyaliz soliisyonlar1 icerisine
yerlestirilen diyaliz tiipleri 4°C de bir gece boyunca, yavas bir sekilde ¢alkalanarak inkiibe
edildi.
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Sekil 3.2 Orneklerin diyaliz asamasin1 gosteren resim.
Bu asamada protein konsantrasyonunda azalmalar olacag: icin yeniden protein miktarlarina
bakildi. Azalma, beklenilen miktarlardaydi ve yeni protein konsantrasyonlarina gore biotin ile
etiketlendi. Biotin ile etiketlenen 6rnekler yeniden ayni kosullar altinda diyaliz edildi.
Diyaliz isleminden sonra yikama asamasina ge¢ildi ve antibody array slaytlarina her bir 6rnek
eklendi.
Daha sonra yikama islemleri yapilarak slaytlar okuma icin hazir hale getirildi.
Calisma i¢in hazirlanan slaylatlar, okunmasi icin ortak olarak c¢alistigimiz Hollanda,
Roterdam da bulunan Erasmus Medical Center’a gonderildi ve néroendokrin laboratuarinda
slaytlar okunarak protein ekspresyonlari belirlendi. Prof. Dr. Leo HOFLAND ile birlikte Ray-
Bio Label-Based (L-Series) Human Antibody Array 1000 yazilimi kullanilarak eksprese olan
proteinler tanimlandi. Ekspresyon yogunluklar1 hesaplandi. Kontrol ile kiyaslamalar1 yapildi.
Belirlenen proteinlerin iliskili oldugu proteinler ve yolaklarin belirlenmesi Pathway linker

(http://pathwaylinker.org/) ile yapildu.
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4. BULGULAR:

Calisma pilot bir ¢calisma oldugu i¢in sadece 6 NFHA dokusu ile ¢alisildi. Ray-Bio Label-
Based (L-Series) Human Antibody Array 1000 kiti icerisinde iki cam slayt ve bu slaytlar
tizerinde toplam 1000 antibody bulunmaktadir (bir slayt tizerinde 507, diger slaytta 493).
Toplamda 164 protein tespit edildi. 507 antibody iceren slaytta 6 NFHA dokusunun 6’sinda
da 16 protein, 5’inde 25 protein, 4’iinde 74 protein belirlendi (Sekil 4.1A.). 493 antibody
iceren slaytta 6 NFHA dokusunun 6’sinda da 9 protein, 5’inde 13 protein, 4’iinde 23 protein
ve 3’ilinde 4 protein belirlendi (Sekil 4.1B.).

A 507 Antibody

B 6 NFHA dokusunun 6's1 @ 6 NFHA dokusunun 5 o 6 NFHA dokusunun 4'i

493 Antibody

m 6 NFHA dokusunun 6's1 @ 6 NFHA dokusunun 5'i @6 NFHA dokusunun 4'U

Sekil 4.1. Ray-Bio Label-Based (L-Series) Human Antibody Array 1000 kiti icerisindeki iki
farkli sayidaki antibody slaytlarina gore belirlenen proteinlerin slaytlara gore dagilim grafigi.
A. 507 antibody olan slayt ile belirlenen doku sayilarina gore protein dagilimi. B. 493

antibody olan slayt ile belirlenen doku sayilarina gore protein dagilima.



Tablo 4.1. 507 antibody bulunan slaytta NFHA dokularindan belirlenen protein miktari.

Proteinler kontrol N1 N2 N3 N4 N5 N6
GDF3 10839,5 | 39779,6 | 49155,0 | 36168,8 | 25203,9 | 22087,5 | 9408,4
GDF5 3015,0 | 40052,8 | 48909,5 | 37104,8 | 24435,0 | 21728,7 | 7821,5
GDF9 8831,5 | 34028,2 | 46536,3 | 37835,7 | 24520,2 | 21185,9 | 9520,7
IL-15 8444,0 | 27895,5 | 46005,9 | 34308,9 | 17938,5 | 16112,7 | 4869,3

IL-8 34103,0 | 34232,3 | 29495,2 | 17847,8 | 16979,2 | 3405,1
Erythropoietin 5083,0 | 16144,7 | 28507,4 | 21931,7 | 18380,0 | 20476,1 | 10988,3
HCR / CRAM-A/B 16149,7 | 9817,1 | 4128,1 | 40072,3 | 41972,9 | 1996,7
GDF8 6349,7 | 30382,9 | 20510,9 | 28503,7 | 20021,9 | 3277,2
IFN-gamma 5594,0 | 10763,4 | 6021,8 | 32602,4 | 23613,6 | 8987,8
TGF-beta 1 32757,4 | 18677,5 | 11248,9 | 8075,2 | 12216,8 | 663,5
IL-6 17590,3 | 17174,3 | 4385,6 | 18048,3 | 19241,1 | 4355,3
Cryptic 62662,0 | 11750,3 | 18876,2 | 17965,8 | 5802,3 | 13749,7 | 2016,0
IL-2 7446,0 | 10861,0 | 9259,9 | 17948,0 | 14064,7 | 3870,4
NRG3 5680,7 | 15076,9 | 7059,9 | 12354,7 | 9666,9 | 8213,9
Follistatin 2356,0 | 11654,7 | 7975,1 | 9153,6 | 12668,7 | 5172,3
BIK 3603,4 | 3164,5 | 75836,8 | 16912,7 | 84098,4
GREMLIN 9933,0 | 50438,6 | 54989,1 | 46454,5 14310,3 | 4061,1
Growth Hormone (GH) 13379,8 | 3114,4 | 31583,5 | 25407,6 | 50224,9
GDF11 34214,6 | 28617,9 | 26532,4 | 18966,6 | 7973,6
IL-1 alpha 7678,0 | 18393,6 | 25118,0 26943,4 | 19925,6 | 6674,8
FGF-11 9390,4 | 33131,7 | 25976,1 | 5561,8 | 10653,1
SAA 2238,5 | 10086,1 | 28843,9 | 18554,0 | 8130,7 | 8297,5
IL-20 R alpha 14978,5 | 18965,0 | 10794,0 | 3405,0 | 11237,7
D6 376,0 6023,4 | 8172,4 4474,7 | 29892,3 | 9233,9
Endoglin / CD105 10024,7 | 20267,0 | 10655,3 | 6474,9 | 9668,5
IL-26 2655,2 | 4510,9 | 6726,9 | 36218,1 | 4681,6
EG-VEGF / PK1 13301,6 | 8442,9 | 14669,5 | 10021,6 | 5337,2
GM-CSF 11247,7 | 4666,5 | 13558,4 | 12564,9 | 2993,4
Kremen-1 2366,3 | 24579,4 | 2877,2 | 3088,7 | 9824,9
HGFR 1511,9 | 5284,3 14060,5 | 10257,7 | 2811,3
BMP-4 2568,2 | 10217,4 | 9732,4 | 1142,4 | 5586,1
Csk 3862,6 | 5273,9 | 7893,3 | 1122,2 | 6932,1
MMP-13 10533,0 | 4186,5 | 2205,0 58,8 5572,4
CTACK / CCL27 7913,6 | 4021,0 | 28279 | 6027,3 621,9
TIMP-1 7012,5 | 1608,4 | 2848,7 | 889,9 | 3572,7
FLRG 25110,1 | 38914,5 | 9320,4 2022,7
PDGF R alpha 7598,3 | 17546,2 | 22193,2 24582,6
IL-18 R beta /AcPL 171,5 | 17108,7 | 27567,8 | 22217,6 3156,8
IL-2 R gamma 5126,2 | 3687,4 42689,6 | 11740,9

Orexin B 34390,5 | 3570,6 | 11576,8 | 12809,2

IL-20 15827,2 | 22706,9 | 20335,2 1516,3
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FGF-10 / KGF-2 1183,0 | 24836,5 | 18323,3 5020,0 | 11566,7
PD-ECGF 6587,4 | 20713,4 | 24833,7 2949,2
IL-19 16991,1 | 25467,0 | 8380,8 3150,3
RELT / TNFRSF19L 12263,2 | 24039,8 | 12839,5 3104,6
Angiopoietin-like 2 17404,4 | 20593,6 | 10811,6 406,4

IL-17R 5699,8 | 14861,6 | 22530,7 3453,3
APRIL 8124,6 | 18672,4 | 16357,6 3250,3
FGF-7 / KGF 10172,0 | 16474,3 | 12364,2 5204,9
MMP-15 14743,0 | 19048,0 | 9179,9 1181,1
IL-17D 6571,8 | 19759,4 | 15291,5 1929,9
GRO-a 9620,9 | 16732,3 | 7251,0 4771,8
GM-CSF R alpha 23080,6 | 4969,7 | 3666,2 | 6040,2
ICAM-5 6693,9 | 11409,5 | 13008,0 5512,1
IL-5 2549,9 229,1 | 17296,1 | 15758,8
IL-1F9 /IL-1 H1 8031,8 | 10993,0 | 14691,1 1907,5

MIP-3 beta 4408,4 11958,4 | 12726,5 | 6321,8
Frizzled-3 978,0 | 23032,7 | 5601,6 5264,9
Fit-3 Ligand 7348,0 | 7221,7 | 17900,3 1836,4

GDF1 1033,8 19102,5 | 11818,4 | 1830,1

IL-9 7709,4 7103,1 | 16109,2 | 2512,8
Activin C 5690,2 | 19369,0 | 6728,7 1494,8
SDF-1 / CXCL12 7467,9 | 6740,9 | 8351,1 | 8903,9
FGF-20 12340,7 | 7421,5 | 3427,4 7990,0
TIMP-3 2465,8 | 5064,5 | 9881,7 | 11427,2
IL-17B R 149,5 | 14021,2 | 7767,8 6667,0

GITR Ligand / TNFSF18 5887,1 | 11172,9 8221,3 | 1770,1
IFN-beta 2556,0 | 12938,9 | 5299,4 5640,2
Frizzled-1 203,7 8628,3 5757,2 | 11113,1
Ubiquitin+1 8508,5 | 6106,2 | 5873,3 | 4977,1

Angiostatin 7080,1 6618,5 9300,3 | 2375,6
CCR4 16418,3 | 598,2 1632,6 | 6060,4
Prolactin 10427,5 | 4406,8 | 2411,8 | 7406,0
BMP-3 4227,8 | 9636,9 | 7311,5 2625,1
MMP-10 221,0 5343,7 5533,4 | 10031,9 | 2413,3

CCR3 12367,2 | 8353,7 379,5 603,7

Pref-1 4318,7 | 10032,0 | 5896,6 1285,6
MCP-2 13796,3 | 34839 650,5 3550,0

SLPI 3813,1 12505,3 | 3214,6 | 13719
MAC-1 7720,4 | 2530,0 2677,3 | 7909,9
P-selectin 1585,9 1887,4 | 94049 | 7876,1

IL-1 sRI 7187,1 5672,7 | 7412,2 298,3
NrCAM 1334,4 | 11339,5 | 46724 2613,4

IL-1 R6 / IL-1 Rrp2 7896,3 | 2206,8 8653,4 981,9
DR3 / TNFRSF25 1352,0 | 10303,7 | 337,0 7451,1
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Artemin 4105,1 3228,6 7794,6 3795,6
Frizzled-4 8856,1 946,9 2727,7 6252,1
Endostatin 3096,2 3476,2 3515,6 8439,6
Soggy-1 4791,9 | 5926,8 | 3812,3 3914,3
CD40 / TNFRSF5 3395,5 5866,3 4171,0 4437,0
Hepassocin 1207,3 8775,8 63,6 7538,4
AgRP 142,4 | 2606,6 | 6118,6 | 7174,1
Endothelin 212,4 9538,1 821,0 2636,5
MMP-11 /Stromelysin-
3 218,4 1718,9 1138,4 9240,0
IL-2 R alpha 5120,5 | 1094,2 | 1520,6 4214,1
BACE-1 5070,1 101,2 1334,2 3520,2
IL-13 R alpha 2 364,3 3827,1 2256,0 2649,8
Thrombopoietin (TPO) 908,1 1773,2 572,9 3204,2

Tablo 4.2. 493 antibody bulunan slaytta NFHA dokularindan belirlenen protein miktari.

Proteinler kontrol N1 N2 N3 N4 N5 N6
Haptoglobin | 35386,75|3831,607 | 1314,434 | 6795,75 |97960,17 | 22809,33 | 12216,52
LAG-3 25452,2519172,723 | 4299,932 | 38904,13 | 54331,06 | 1175,579 | 8916,384
Itk 35808,25 | 8094,273 | 9945,275 | 35878,08 | 4554,044 | 2002,541 | 430,9019
FRK 25005,75 | 3502,695 | 4289,555 | 35820,3 | 4339,08 | 1542,227 | 930,9678
ZAP70 9423,25 |490,6882 | 168,0907 | 3744,937 | 2291,512 | 4315,13 | 171,7464
EphA4 20679,75| 4226,17 |5353,493 9287,422 | 122,5962
Fibrinogen 4010,085 1573,488 |92289,35| 4763,423 | 6636,485
LTF 1395,618 | 17601,26 | 4237,437 | 5402,553 | 1005,81
Selenoprotein P | 22972,25 | 405,2436 | 2023,421 9405,13 | 4167,433
MSHa 20114,25 804,4393 4874,112| 2418,777 | 833,0398
Lyn 21249,25 1181,365 2183,381| 2358,671 | 768,9956
SNCG 37600,25 | 3244,711 | 1142,604 2163,826 | 69,35017
Troponin C 14447,25 1121,545|13532,96|13487,39| 1588,308 | 1762,425
Trypsin 1 11132,25|2254,345 | 459,8649 | 1247,716 1877,319 | 29,50873
ProSAAS 1935,66 |41667,18 16370,95 | 196,3215
EphA6 1207,308 9534,557| 11907,55 | 723,9413

NELL2 845,0314 | 2504,581 | 7421,677 | 32478,43
Integrin alpha V 63,79483 | 757,438 |9524,643 5589,383

SERPING1 1835,369 | 2670,147 | 9248,397 613,3534
Galanin 1247,289 |21309,12 | 2662,185 437,9766
NF1 545,0166 20092,03 | 2075,169 | 1356,191
TNK1 18343,75|116,9091 | 2383,561 3084,454 | 230,5777
PPP2R5C 209,5983 | 7329,532 2274,021 | 35,09398
SSEA-4 8329,75 | 1053,831|787,0428 1701,008 | 357,9213
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4.1. Belirlenen Proteinlerden Cikarilan Sinyal Yolaklar::

Toplamda tespit edilen 164 proteinin etkilesimde oldugu proteinler ve yolaklar PROTEIN
LINKER ile belirlendi. Programin verdigi raporlar esas alindi. Bu raporlarda 3 farkli yolak
veri taban1 olan KEGG, signaling ve reactoma verilerine gore bir istatistik hesaplama yapildi.
Sekil 4.2.”de belirledigimiz proteinlerin birbiri ile iliski ag1 gosterildi.

"

—

Sekil 4.2. Tespit edilen NFHA proteinlerinin ag semasi. Kirmizi noktalar, ¢alismamizda

belirlenen proteinleri gostermekte.
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Belirlenen bu proteinlerin ait olduklar: yolaklar tespit edilerek, bu proteinlerin oranlarina gore

yolak grafigi Sekil 4.3.”de gosterildi.
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Sekil 4.3. NFHA dokularindaki belirlenen proteinlerden ¢ikarilan yolaklar. (KEGG (Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes): online ulasilabilen pathway veri tabani.)

NFHA dokularindaki proteinlerden ¢ikarilan yolaklarin aglari tablo 4.3.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. NFHA dokularinda belirlenen proteinlerden ¢ikarilan yolak aglari.
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Tablo 4.3.A. P53 sinyal yolagi. 117 gen icermektedir. Calismamizda elde edilen
proteinlerin %47’si bu yolakta gorev almaktadir.

Tablo 4.3.B. Sitokin sinyal yolagi. 761 gen icermektedir. Calismamizda elde edilen
proteinlerin %45-47’si bu yolakta gérev almaktadir.

Tablo 4.3.C. JAK-STAT sinyal yolagi. 61 gen icermektedir. Calismamizda elde edilen
proteinlerin %45-47’si bu yolakta gérev almaktadir.

Tablo 4.3.D. NOD-like (Nucleotide-binding Oligomerization Domain) sinyal yolagi. 41 gen
icermektedir. Calismamizda elde edilen proteinlerin %45-47’si bu yolakta gorev almaktadir.
Tablo 4.3.E. T-cell sinyal yolagi. 149 gen icermektedir. Calismamizda elde edilen
proteinlerin %45-47’si bu yolakta gérev almaktadir.
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Tablo 4.3.F. B cell sinyal yolagi. 142 gen icermektedir.

proteinlerin %45-47’si bu yolakta gérev almaktadir.

Tablo 4.3.G. Fc-epsilon sinyal yolagi. 162 gen icermektedir. Calismamizda elde

proteinlerin %45-47’si bu yolakta gérev almaktadir.

Tablo 4.3.H. Complement sinyal yolagi. 31 gen icermektedir. Calismamizda elde

proteinlerin %45-47’si bu yolakta gérev almaktadir.

Tablo 4.3.1. ErbB sinyal yolagi. 110 gen icermektedir.

proteinlerin %45-47’si bu yolakta gérev almaktadir.
Tablo 4.3.1. TGF sinyal yolagi. 96 gen icermektedir.
proteinlerin %45-47’si bu yolakta gérev almaktadir.

Calismamizda elde

Calismamizda elde

Calismamizda elde

edilen

edilen

edilen

edilen

edilen

Apoptoz sinyal yolagi incelendiginde NFHA proteinlerinin %38-40’1 bu yolakta gorev aliyor.

Diger sinyal yolaklar ile kiyaslandigi zaman bu yolakta bulunan NFHA protein sayisi daha

azdir.
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Sekil 4.4. Apoptoz sinyal yolag:.
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4.3. NFHA Protein Ekspresyonlari

Belirlenen NFHA proteinleri kontrol proteini ile kiyaslandi. Kontrol dokusunda eksprese
olmayip hasta dokularda eksprese olan 95 protein belirlendi.

Bu 95 proteinin PATHWAY LINKER ile yapilan analizleri sonucunda iliskili oldugu en
Oonemli protein ve bu proteinden kaynakli dolayli yonden katildigi yolaklar1 belirlendi.
Istatistik degerlendirmenin de yapildigt PATHWAY LINKER raporlarinda yolaklarda NFHA
proteinin bulunma oranlar1 hesaplandi. P-value 0.01’den kii¢iik olan yolaklar dncelikli olarak
belirtilmistir. Ayrica bu raporda belirtilen yolaklar ile hangi proteinler aracilidi ile baglantida
oldugu da rapor edildi.

Kontrolde eksprese olmayip dokularda eksprese olan ve ¢cok az yolak ile iligkisi olan 9 protein

tespit edildi. Sekil 4.5.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Birkac yolak ile iliskisi olan 9 protein.
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PROK1 (EG-VEGF/PK1): 6 NFHA dokusunun 5’inde tespit edilen bu protein yapilan

analizler sonucu higbir protein ekspresyonu ve yolak rapor edilememistir.
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Sekil 4.6. Hastalara gore PROK1 proteininin ekspresyonu.

Kremen 1: Sadece WNT yolaginda bir protein ile iligkisinden dolayi yer alir.
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Sekil 4.7. Kremen 1 proteininin iligkili oldugu yolak agi.

(http://pathcards.genecards.org/Card/wnt_signaling network?queryStrine=Kremenl)

Tablo 4.4. Kremen|1 proteininin iligkili oldugu yolaklar. P-value<0,01

Signaling pathway Displayed proteins All proteins of pathway | P-value
WNT (SignaLink) 1 149 0.0031
WNT (KEGG) 1 229 0.0048
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Tablo 4.5. Kremen1 proteinin yolaklar ile iligkisini saglayan proteinler.

Proteins in WNT (KEGG) DKEK1 (004907)
Proteins in WNT (Signalink) DKEK1 (004907)
Kremen 1
30000
5 =
g 2000, =
E —
£ —
[ —
© 10000+ —
£ =
ol A E1 :
S e e
«

Hasta No.

Sekil 4.8. Hastalara gére Kremen 1 proteininin ekspresyonu.

IL26: interlokin 26 proteini, hicbir protein ile iliskisi bulunamadi. Var oldugu yolak yok.
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Sekil 4.9. Hastalara gore IL26 proteininin ekspresyonu

HCR/CRAM-A/B: Yolak analizlerinde CCRL2 olarak bilinmektedir. Simokin reseptor

ailesine aittir.
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Sekil 4.10. HCR/CRAM-A/B proteininin iligkili oldugu yolak agi.

HCR7CRAM-A/B
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Sekil 4.11. Hastalara gore HCR/CRAM-A/B proteininin ekspresyonu.
Pathway linker ile yapilan analizde maalesef raporlandirilamamistir. Herhangi bir yolakta
aktif olarak rastlanmamistir. Sekil 6 da gosterilen yolak simokin yolagidir ve bu yoklata aktik

gorev almamaktadir.

GDF 11: TGF yolaginda gorev aliyor. Iliskili oldugu protein ACVR2.

ACVR2

.GDF1.

Sekil 4.12. GDF 11 proteininin iligkili oldugu yolak ve iliskili oldugu protein.
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Sekil 4.13. Hastalara gore GDF 11 proteininin ekspresyonu

Tablo 4.6. GDF 11 proteininin iliskili oldugu yolaklar. P-value<0,01

Signaling pathway Displayed proteins All proteins of pathway | P-value
TGF-beta (Signalink) 2 223 5.5e-06
BMP (Reactome) 1 22 0.00046
TGF (KEGG) 1 112 0.0024
Cytokine (KEGG) 1 323 0.0068

Tablo 4.7. GDF 11 proteinin yolaklar ile iliskisini saglayan proteinler.

Proteins in Cytokine (KEGG) ACVR2EB (Q13705)
Proteins in TGF (KEGG) ACVR2B (Q13705)
Proteins in BMP (Reactome) ACVR2B ((Q13705)
Proteins in TGF-beta (Signalink) GDF11 (005300}, ACVR2E (Q13705)

CCL27: 3 yolakta goriilmektedir. Bu yolaklar ile baglantisini iki protein, CCBP2 ve CCR10

ile saglamaktadir.

CCR10
eCL27

CCBP2

Sekil 4.14. CCL27 proteininin iligkili oldugu yolak ve iliskili oldugu proteinler.
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CTACK CCL27
10000

Protein miktari

Sekil 4.15. Hastalara gore CCL27 protein ekspresyonlari

Tablo 4.8. CCL27 proteininin iliskili oldugu yolaklar. P-value<0,01

Signaling pathway Displayed proteins All proteins of pathway | P-value
GPCR [Reactome) 3 214 6.3e-07
Chemokine (KEGG) 2 243 2e-05

Cytokine (KEGG) 2 323 3.5e-05

Tablo 4.9. CCL27 proteinin yolaklar ile iligkisini saglayan proteinler.

E":t:l:~i:1.~c n E'-'.'wul-.-l-:i:w (KEGG) CCRI10 (P46092), CCL2T [Q9Y4X3)
Proteins m Cytolaone (KEGG) CCRI10 (P46092), CCL2T (QO0Y4X1)
Proteins in GPCR {Reactome) CCBP2 (O00300), CCRI10 (P46092), CCL27T (Q9Y4X3)

GDF8: Bilinen en yaygin ismi ile Miyostatin (MSTN). 4 yolak ile ¢esitli oranlarda iliskilidir.
Biitiin bu yolaklar ile iliskisini tek bir protein, ACVR2B ile saglamaktadir. Tek basina
bulundugu bir yolak yok.

SGTA
TCAP

MSTN WFIKKN2

FSTLS ACVR2B

Sekil 4.16. GDF 8 veya MSTN proteininin iliskili oldugu yolak ve iligkili oldugu proteinler.
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Sekil 4.17. Hastalara gore GDF 8 proteinlerinin ekspresyonu.

Tablo 4.10. CCL27 proteininin iligkili oldugu yolaklar. P-value<0,01

Signaling pathway Displayed proteins All proteins of pathway | P-value
BMP (Reactome) 1 22 0.0014
TGF (KEGG) 1 112 0.0071
TGF-beta (Signalink) 1 223 0.014
Cytokine (KEGG) 1 323 0.02

Tablo 4.11. CCL27 proteinin yolaklar ile iliskisini saglayan proteinler.

Proteins in Cytokine (KEGG) ACVR2B (Q13705)
Proteins in TGF (KEGG) ACVR2B (()13705)
Proteins in BMP (Reactome) ACVR2EB (QQ13705)
Proteins in TGF-beta (Signalink) ACVR2EB ((Q13705)

NRG3: Sadece ERbB4 proteini ile baglantili olmasindan dolayr 5 yolakta goriilmektedir.

Ama tek basina sadece ErbB yolaginda bulunur.

Sekil 4.18. NRG 3 proteininin iliskili oldugu yolak ve iliskili oldugu proteinler.

28



NRG3
20000-

2
3

10000

Protein miktari

5000+

Tan'
S QP e e e

Hasta No.

Sekil 4.19. Hastalara gore NRG 3 proteinlerinin ekspresyonu.
Tablo 4.12. NRG 3 proteininin iliskili oldugu yolaklar. P-value<0,01

Signaling pathway Displayed proteins All proteins of pathway | P-value
ErbB (KEGG) 2 145 2.3e-06
JAK-STAT (Signalink) 1 258 0.0054
Caleium [KEGG) 1 273 0.0058
Endocvtosiz (KEGG) I 284 0.006
EGF /MAPK (Signalink) 1 388 0.0082

Tablo 4.13. NRG 3 proteinin yolaklar ile iligkisini saglayan proteinler.

Proteins in Caleium (KEGG) ERBB4 (Q15303)
Proteins in Endocytosis (KEGG) EREB4 [(Q15303)
Proteins in ErbB (KEGG) NRG3 (Pa36975). ERBB4 [ 15303)
Proteins in EGF/MAPK (Signalink) ERBB4 [Q15303)
Proteins in JAK-STAT (Signalink] EREB4 [15303)

MMP13: Iliskili oldugu proteinlerden dolay: (Gri renkli daireler) 6 yolakta goriilmektedir.

Ama kendisinin 6zel olarak bulundugu sinyal yolag1 yoktur.

TIMP3
ADAMTS5
MMP14
F1o MMP13
. LRP1 BCAN
COL2A1

Sekil 4.20. MMP 13 proteininin iliskili oldugu yolak ve iliskili oldugu proteinler.
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Sekil 4.21. Hastalara gore MMP 13 proteinlerinin ekspresyonu
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S. TARTISMA:

Projemiz, daha cok oOrnekle ve yontemle calisilmasi planlanan bir projenin On calismasi
niteligindedir. Projemizde, 6 NFHA dokusundan izole edilen proteinler, ©6zel olarak
tasarlanmis antibody array diizenegi ile tanimlandi. Kontrol ¢alismasi icin normal hipofiz
dokusu bulanamadi. Bu yiizden, ticari olarak normal hipofiz dokusundan izole edilen
proteinleri satan bir firmadan getirtildi. Projemizin deney calismasi Hollanda Erasmus
Medikal Center Noroendokrinoloji laboratuart baskani Prof. Leo HOFLAND gozetiminde
Genom ve Kok Hiicre Merkezinde yapildi. Antibody array okumalari, merkezimizde
mikroarray okumalari i¢in cihaz olmadigindan Erasmus Medical Centerda okundu ve protein
verileri antibody array i¢in 6zel hazirlanan bilgisayar yaziliminda analiz edildi.

Bu caligmadaki amacimiz, NFHA dokularina 6zel proteinleri belirlemek ve bu proteinleri
hedef alan tedavi secenekleri belirlemektir. Dolayisiyla, analiz sonuglarina gore kontrolde
olmayan ama 6 NFHA dokusunun 6’sinda, 5’inde ve 4’{inde eksprese olan proteinler secildi.
Bu secilen proteinlerden en az yolakta gorev yapanlart secildi. Miimkiin oldugu kadar
ozellestirildi.

5.1. Belirlenen Yolaklar ve Fonksiyonu:

Zaten biitiin belirlenen proteinleri, gorev aldiklar1 yolaklara gore KEGG veri tabaninda
siniflandirdigimizda ¢cogunlukla belirlenen yolaklar, P53, Sitokin reseptor sinyal yolagi, JAK-
STAT, NOD-like reseptor yolagi, T-cell sinyal yolagi, B-cell sinyal yolagi, Complement ve
koagulasyon yolagi, Fc-epsilon reseptor sinyal yolagi, ERbB sinyal yolagi ve TGF sinyal
yolagi olarak belirlendi.

5.1.1. P53 sinyal yolagi: P53 aktivasyonu, DNA hasari, oksidatif stres ve aktive edilmis
onkojenleri de iceren bir dizi stres sinyali ile indiiklenir. P53 proteini, P53 ile diizenlenen
genlerin bir transkripsiyonel aktivatorii olarak kullanilir. Bunun sonucunda ii¢ biiyiik c¢ikti
elde edilir; hiicre dongiisii durdurma, hiicresel yaglanma veya apoptoz. Diger P53 regiile gen
fonksiyonlar1 komsu hiicrelerle iletisim kurar, hasar gormiis DNA'y1 onarir veya P53
proteininin islevlerini arttiran veya zayiflatan pozitif ve negatif geri bildirim dongiileri kurar

ve bu stres tepkilerini diger sinyal iletim yollartyla biitiinlestirir.
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P53 BIGMNALING PATHWAY
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Bu sinyal yolagi bircok hastalik dokusunda tespit edilmistir. Genellikle tiimor dokularinda bu
aileye ait genler bulunmaktadir. Bizim caligsmamizda belirledigimiz NFHA dokusuna ait
proteinlerde sinyal yolaginda bulunur.

Sitokin Reseptor Sinyal Yolagi: Sitokinler, hiicrelerin 6nemli hiicrelerarasi diizenleyiciler ve
mobilizatorleri olan ¢oziiniir hiicre dis1 proteinler ya da glikoproteinlerdir ve hiicre biiyiimesi,
farklilasma, hiicre oliimii, anjiyogenezis ve homeostazin restorasyonuna yonelik gelisme ve
onarim siirecleri ile ilgilidir. Sitokinler viicudun cesitli hiicreleri tarafindan, genellikle bir
aktive edici uyarana tepki olarak salimirlar ve hedef hiicrelerin hiicre yiizeyi iizerindeki
spesifik reseptorlere baglanarak tepkilere neden olurlar.

Tipl diyabet, Hereditary mixed polyposis sendrom, Pulmoner alveolar proteinozis gibi bir cok
hastalikta bulunan sinyal yolagidir.

Calismamizda bu interlokinler, interferonlar, transforming growth faktor betalar gibi bircok
sitokin yolaginda olan proteinler tanimlandi. NFHA dokularinda sitokinler ile ilgili ¢alisma

yok denecek kadar azdir.
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CYTOKINE-CYTOKINE RECEFTOR INTERACTION _
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JAK-STAT Yolagi: Janus kinaz enzimi, JAK olarak en yaygin sekilde bilinmektedir.
Memelilerde, JAK / STAT yolagi genis bir dizi sitokin ve biiylime faktorii icin baslica sinyal
mekanizmasidir (The JAK/STAT signaling pathway | Journal of Cell Science). JAK

aktivasyonu hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini, hiicre go¢iinii ve apoptozu uyarir.
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Bir¢ok hastalikta goriilen bir yolaktir. Sitokinler ile aktive olduklar1 i¢in bu proteinlerden
kaynakli hastaliklar bu yokta da goriiliir. NFHA da ¢ok tanimlanmayan bir yolaktir. Oysaki

calismamizda bulunan tiim proteinlerin % 45-47’s1 bu yolaga aittir.
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Nucleotide-binding, oligomerization domain (NOD)-like

reseptorleri (NLR) iltihaplanma ve bagisiklikta 6nemli bir rol oynayan sitosolik proteinlerin

NOD-like reseptor pathway

NOD-LIKE RECEPTOR. SIGNALING PATHWAY
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bulundugu bir yolak oldugu i¢in bizim ¢alismamizda MAPK’lar NFHA da eksprese oldu.

bir ailesidir. Ailesel Akdeniz atesinde (FMF) goriilen yolaktir. Mitojen-aktiveted proteinlerin
Hipofiz adenomlarinda MAPK anormallikleri vardir. NFHA dokularinda NOD-like reseptor
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T-Cell Sinyal Reseptor Yolaklar:: T cell Reseptorii (TCR) aktivasyonu, sitokin iiretimini,
hiicre sag kalimini, cogalmasinmi ve farklilagsmasini diizenleyerek hiicre akibetini belirleyen bir
dizi sinyal kaskatini tesvik eder. Tip 1 diyabet ve osteoporosis bu yolaktaki anormaliklerden
kaynaklanabilir. Bu yolakta 149 gen bulunmaktadir. NFHA dokularinda belirlenen
proteinlerin yaklasik %45°1 bu yolakta gorevlidir. Daha 6nce higbir ¢calismada NFHA da T-

cell sinyal reseptor yolaklart ile ilgili higbir veri yoktur.
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B-Cell sinyal reseptor yolagi: Bu yolakta ilging bir sekilde bizim caligmamizda belirlenen
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NFHA proteinlerinin %46’sm1 igerdigini gdrmemize ragmen bu yolak ve NFHA ile ilgili bir
yayina rastlanmamistir. 142 gen iceren yolaktir. Iltihap mekanizmas1 bu yolagin anormalligi

oldugu diistiniilmektedir.
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belirlenen NFHA

Mast hiicrelerindeki sinyal yolagidir. Aktivasyon
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yolaklar1 hem ¢ok sayidaki sinyal molekiiliiniin etkilesimi hem pozitif hem de negatif olarak
proteinlerinin %45’i bu yolak ile iliskilidir. Immiin sistem ile iliskili bir yolaktir. Literetiir

taramasinda bu yolak ve NFHA ile iliskili hicbir yayina ulagilmamustir.

Fc Epsilon reseptor sinyal yolag:

diizenlenir.
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_ COAGULATION AND COMPLEMENT CASCADES
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Complement ve koagulasyon yolagi: Calismamiz sonucunda belirlenen proteinlere gore
ortaya c¢ikan yolaklardan biridir. 31 gen bu yolakta gorev alir. Complement sistemi kan
plazmasindaki proteolitik bir basamak ve dogustan gelen bagisiklik aracidir, patojenlere karsi
nonspesifik bir savunma mekanizmasidir. Kompleman aktivasyonunun ii¢ yolu vardir: klasik

yol, lektin yolu ve alternatif yol.
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Bu yolagin anormalligi Faktor 5 eksikligi ve hemofiliyi igeren genis hastalik listesini
olusturmaktadir. Bu yolak ilk bizim ¢alismamizda NFHA dokularinda belirtildi.

ERDbB sinyal yolagi: Reseptor tirozin kinazlarin (RTK) ErbB ailesi, hiicre dis1 biiyiime
faktorii ligandlarinin ¢cogalma, farklilasma, hiicre hareketliligi ve sagkalimi da iceren ¢esitli
biyolojik tepkileri diizenleyen hiicre i¢i sinyal yollarina baglanmasini saglar. 110 gen

icermektedir. Yine ilk bizim caligmamiz ile NFHA dokularinda bu sinyal yolag: tespit edildi.
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TGF-Beta sinyal yolagi: TGF-betalar, aktivinler ve kemik morfogenetik proteinleri
(BMP'ler) iceren transforme edici biiylime faktorii-beta (TGF-beta) familyas:1 {iiyeleri
solucanlardan boceklerden memelilere kadar uzanan tiirlerde bulunan yapisal olarak iliskili
salgilanan sitokinlerdir. Proliferasyon, apoptoz, farklilasma ve migrasyon gibi genis bir
hiicresel fonksiyon spektrumu TGF-beta ailesi iiyeleri tarafindan diizenlenir. Bu yolakta 96
gen bulunmaktadir. NFHA dokularinda TGF beta yolagindan yine ilk bizim calismamizda

bahsedilmistir.
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PROK 1 proteini: Bu protein EG-VEGEF olarak bilinir. Endokrin bezden tiiretilmis vaskiiler
endotelyal biiylime faktoriiniin (EG-VEGF) izole edilmesi ve karakterizasyonu i¢in ilk defa
tarif edilmistir. EG-VEGF endokrin bezlerle iliskili kilcal endotel hiicrelerinde proliferasyon,
migrasyon ve fenestrasyona neden olurken, diger endotel hiicreleri {izerinde ¢ok az veya hig
etkisi yoktur. EG-VEGF, VEGF ailesine ait degildir, ancak ¢ok sayida diizenleyici fonksiyona
sahip yeni bir protein ailesinin iiyesidir. Adrenal korteks, ovaryum, testis ve plasentada EG-
VEGF tespit edildi ve beyin, kolon, ince bagirsak, karaciger, dalak ve timusta diigiik
seviyelerde EG-VEGF mRNA da gosterildi. Sadece bir calismada hipofiz adenomlarinda
varlig1 belirtilen EG-VEGEF proteini NFHAda ilk bizim ¢aligmamizla ekspresyonu kanitlandi.

Kremen 1 proteini: kringle iceren transmembrane protein 1 uzun adidir. Bu gen, (WNT) /
beta-katenin sinyalizasyonunu engellemek icin dickkopf homolog (DKK1) ile fonksiyonel
olarak birlikte calisan yiiksek afiniteli bir DKKI1 transmembran reseptoriinii kodlar.
Kodlanmis protein, kanopik WNT sinyallemesini lipoprotein reseptoriine bagli protein 6
(LRP6) araciligiyla modiile eden bir membran kompleksinin bir bilesenidir. Ekstraseliiler
kringle, WSC ve CUB alanlar icerir. Alternatif olarak, bu gen i¢in farkli izoformlar1 kodlayan
kopyalanan transkript varyantlar1 gozlemlenmistir. Literatiirde, NFPA da kremen 1 proteinin

eksprese olduguna dair bir ¢alisma yoktur.

IL26 proteini: Interlokin 26, insanda IL.26 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Yine bu
proteinin NFPA dokularinda eksprese olduguna dair hi¢cbir yayil yoktur. Bu calismada NFHA
dokularinda IL26 ekspresyonu gosterildi.

HCR/CRAM-A/B proteini: CCRL2/CRAM-A/B olarakta bilinmektedir. HCR / CRAM,
monosit, notrofil ve T hiicreleri de dahil olmak iizere ¢esitli periferik kan hiicrelerinde farkl
seviyelerde eksprese edilir. Literatiirde NFPA dokularinda eksprese olduguna dair bir caligsma

yoktur.

GDF11 proteini: A¢ilimi growth differentation faktor 11°dir. Bu gen tarafindan kodlanan
protein, kemik morfogenetik proteini (BMP) ailesinin ve TGF-beta yolaginin bir iiyesidir Bu
ailenin iyeleri hem embriyonik hem de eriskin dokulardaki hiicre biiylimesi ve
farklilasmasinin diizenleyicileridir. NFHA dokularinda GDF11 proteininin ekspresyonuna

iliskin bir yayin bulunamamastir.
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CCL27: Acik adi C-C motif chemokine ligand 7 olan CCL7 proteini yine ayni ada
sahip gen kodlar. Iki bitisik sistein kalintisina sahip olmakla karakterize edilen kemokinlerin
C-C alt-ailesinin bir iiyesidir. Protein, hiicre dis1 matris bilesenlerini parcalayan bir enzim
olan matris metaloproteinaz 2'nin in vivo bir alt tabakasidir. NFHA dokularinda bu proteinin

eksprese olduguna dair hicbir yayin yoktur.

GDEF8: Literatiirde en bilinen ismi miyositin (MSNT)’dir. Bu protein, iskelet kas hiicresi
cogalmasimi ve farklilasmasimi olumsuz bir sekilde diizenler. Bu gendeki mutasyonlar,
insanlarda ve diger memelilerde artmis iskelet kas1 kiitlesi ile iligkilidir. NFHA dokularinda
bu proteinin eksprese olduguna dair bir ¢alisma yok. Biz ¢calismamizda NFHA dokularinda bu

proteinin ekspresyonunu gosterdik.

NRG 3 proteini: Protein norogulin geni tarafindan kodlaniyor. NRG 3'iin, ayn1 kokenli
reseptor ErbB4'iin tirozin fosforilasyonunu aktive ettigi gosterilmistir ve ErbB4 araciligiyla
sinyal gondererek noroblast ¢ogalmasini, go¢ ve farklilasmayi etkiledigi diisiiniilmektedir.

Yine NFHA dokularinda bu proteinin eksprese olduguna dair hi¢ yanin yoktur.

MMP13 proteini: Ac¢ik adi matrix metallopeptidase 13’diir. MMP13 proteinleri, embriyonik
gelisme, reprodiiksiyon ve doku yenilemesi gibi normal fizyolojik siireglerin yani sira artirit
ve metastaz gibi hastalik siireclerinde ekstraseliiler matriksin parcalanmasina katilirlar. NFHA

dokusunda bu proteinin ekspresyonuna dair hi¢ yayin yoktur.

Sonug olarak, yaptigimiz pilot ¢calismada NFHA dokularinda bulunan ¢ok sayida proteini
belirleyerek hangi yolaklar iizerinde bulundugunu analiz ettik. Bu ¢alisma, azzimsanmayacak
sayida goriilen ve kisinin hayatim1 olumsuz yonde etkileyen NFHA hastaliginin tedavisinde
etkili ve ozel bir protein ve yolak bulmak amaci ile basladigimiz ¢alisma planimizin ilk
basamagi niteligindedir. 6 hastalik bir ¢alisma bize ¢ok giizel fikirler verse de ¢alismamizi
daha ¢ok hastaya ¢ikarmamiz ayni zamanda da belirlenen proteinleri ve yolaklar ilag ve

kimyasallar ile test etmemiz gerekmektedir.
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