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OZET

PARAKSONAZ ENZiMi KULLANILARAK TRANSKRIPSIYONEL
AKTIVITE BELIRLENMESINDE YARARLANILACAK BiR ADAY
HABERCI SISTEMININ OLUSTURULMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
CEYLAN TOPRAK
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI:YRD. DOC. DR. HATICE YILDIRIM )

BALIKESIR, ARALIK - 2013

Paraoksonaz (PON) hem arilesteraz, hem de paraoksonaz (arildialkil
fosfataz; E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip, karacigerde sentezlenen bir serum
estereazdir. Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2 ve PON3 olmak {izere bilinen
li¢ iiyeye sahiptir. insan serum paraoksonazi (PON1), 43 kDA molekiil agirliginda
354 amino asitlik bir proteindir ve ailede en populer olan iiyedir.

Tezimizde amaclanan transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesinde
kullanilacak alternatif bir salinan haberci sisteminin olusturulmasidir. Salinan
haberci sistemlerin ¢alisma prensibinde temel olarak salinan haberci bir vektor
bulunur. Bu vektdr salinan lusiferaz geni ve onun iist kismmma promotor
elementlerinin eklenmesine izin veren ¢oklu klonlama bolgesini (MCS) igerir.
Salinan lusiferazin ekspresyonunu, ilgili promotor elementinin etkinligini gdsterir
ve bu etkinlik tranfekte edilmis hiicrelerden alinan medyum 6rneginden belirlenir.
Calismamizda hedeflenen var olan sistemde kullanilan lusiferaz enzimi yerine
paraoksonaz enziminin kullanimudir. ilk olarak haberci vektdrde bulunan lusiferaz
geni kesilerek cikartilmis ve yerine PONI1 geni klonlanmistir. Vektordeki
promotor klonlamalar1 i¢in uygun olan MCS bolgesine CAIX promotor bolgesi
klonlanarak haberci vektor rekombinant hale getirilmistir. Hepatoma hiicre hatti
olan Hep3B hiicrelerine transfeksiyonlar yapilarak yeni olusturulan sistemin
aktivitesi belirlenmistir. Ayrica PON1 geninin protein analizleri SDS page ve
western blot ¢alismalariyla tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER:paraoksonaz(PON), lusiferaz, promotor,
spektrofotometre, luminometre



ABSTRACT

GENERATING A CANDIDATE REPORTER SYSTEM USING
PARAOXONASE ENZYME FOR DETERMINATION OF
TRANSCRIPTIONAL ACTIVITY

MSC THESIS
CEYLAN TOPRAK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. HATICE YILDIRIM )
BALIKESIR, DECEMBER 2013

Paraoxonase (PON) has both arylesterase and paraoxonase activity that is
synthesized in liver. The paraoxonase (PON) gene family contains three members
PON1, PON2 and PON3. Human serum paraoxonase(PONL1 ) is a protein of 354
amino acids with a molecular mass of 43 kDa and most popular member of the
family.

Aim of the our thesis is to generate a candidate secreted reporter system
using paraoxonase enzyme for determination of transcriptional activity. There is a
secreted reporter vector in the these secreted systems as a principle. These vectors
contain a secreted lusiferace gene followed the multiple cloning site (MCS) used
for the cloning of the promoter elements. Expression of the secreted lusiferace
indicates the activation of the promoter elements and can be determined from the
samples collected from the culture mediums.

The purpose of the this study is to use paraoxonase enzyme instead of
lusiferace enzyme. First of all, the luciferace gene is removed from the vector by
resriction digestion and PON1 gene was cloned. The vector has recombined by
cloning of the CAIX promoter to the MCS site of the vector, activation of the
novel system is tested by transfections to the hepatoma cell line, Hep3B. Protein
analysis of the PON1 was also done by SDS PAGE and western blot analysis.

KEYWORDS:paraoxonase(PON), luciferase, promoter, spectrophotometer,
luminometer
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1. GIRIS

1.1  Paraksonaz (PON 1)

1.1.1 Paraoksonaz Enziminin Tarihcesi

Paraoksonaz enzimi ilk olarak organofosfor zehirlenmesine karsi koruyucu
bir bariyer olarak tanimlanmistir. 1946 yilinda Abraham Mazur tarafindan kesfedilen
enzim, sonraki yillarda insan serum paraoksonazi (PON1) olarak tanimlanmis olup
son derece zehirli organofosfat tarim ilaci parationun toksik metaboliti paraoksonu
(organofosfat substrati) hidroliz edebilmesinden dolayi bu ismi almistir [1-5].

1953 yilinda Norman Aldridge tavsan ve siganlarin farkli dokularinda
paraokson hidrolizi ile ilgili calismalar yapmistir. Aldridge tavsan plazmasinda ¢ok
yuksek PON1 seviyeleri bulundugunu ve paraoksonazin saflastirlmasinda
kullanilabilecedini gostermistir.

Esterazlar iki gruba ayrilmistir, substratlari hidrolize ederken katalitik olanlar
A-esterazlar ve substratlarin hidrolize olmasini inhibe edenler B-esterazlar.
Paraoksonaz A-esteraz grubunda yer alir. 1961 yilinda Uriel paraoksonazi insan
serumunda elektroforezden sonra HDL immunopresipitatlarinda saptamistir
[1,4,6,7].

Plazmada vyuksek dansiteli lipoprotein (HDL)ye bagh olarak bulundugu
belirlendikten sonra, PON’un fizyolojik fonksiyonlarina yoénelik galismalar giderek
artmistir. Ginimuizde PON’un kardiyovaskiuler fizyolojideki yeri, lipid ve lipoprotein
metabolizmasiyla iligkisi, potansiyel antiaterojenik etkisi ve peroksidatif hasara karsi
antioksidan Ozellikleri, yogun bir sekilde arastiriimakta ve gin gectikce daha da

Onem kazanmaktadir [8].

1.1.2 Adlandiriimasi

PON1 enzimi adini laboratuvarda en sik kullanilan substrati olan

paraoksondan almigtir. Aslinda PON1 bazi sentetik substratlara kargi ¢ok iyi bir



esteraz olmasina ragmen, paraoksonaz aktivitesi biraz zayiftir. PON1 ¢ok genis
substrat yelpazesi olan bir hidrolazdir [9-11].

Uluslararasi Biyokimya ve Molekuler Biyoloji Birligi'nin (IUBMB) enzim
isimlendirmesinde paraoksonaz iki numaraya (EC 3.1.1.2 ve EC 3.1.8.1.) sahiptir.
1990’lI yillardan sonra, paraoksonazin arilesterazdan farkl olarak yalniz fenolik
esterleri degil, fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz ettigi anlasiimis ve EC
3.1.8.1 ile tanimlanmistir [12,13].

Ancak isimlendirme komitesi bu siniflandirmayi tekrar diuzenleyerek enzimi
enzim kodu girisi E.C 3.1.8 olan fosfo triester hidrolazlar veya orgonafosfat

hidrolazlar grubunun 1 numarali enzimi olarak belirlenmistir [14,15].

Sekil 1.1: Paraoksanin kimyasal yapisi (O,O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat) [12,16].

1.1.3 Paraoksonaz Enzimi

Paraoksonaz (PON) hem arilesteraz, hem de paraoksonaz (arildialkil
fosfataz; E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip, karacigerde sentezlenen, organik fosforlu
bir insektisit olan parationun aktif metaboliti olan paraoksonu hidroliz etme
yetenegdine sahip bir serum esterazdir. Enzim, paration disinda diizopropil florofosfat
gibi organik fosforlu insektisitlerle ayni kimyasal gruptan olan sarin, tabun gibi sinir
gazlarinin, cesitli karbamatlarin, birgok aromatik karboksilik asit esterlerinin
hidrolizini de katalize etmektedir. insan serum paraoksonazi (PON1), 43 kDA
molekul agirlginda 354 aminoasitlik bir protein olup, fiziksel olarak HDL ile
baglantihidir. PON1 hiicre membraninin dig yuzeyinde bulunur ve lipoproteinler
vasitasiyla HDL'ye gecger [17-21].
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Sekil 1.2: Hicre membraninda bulunan PON1’in HDL’ye transferi [17,20].

Agirhdinin %15’ini olusturan karbohidrat Uniteleri, 4 farkli konumda proteine
bagl olarak bulunur. PON71’in aminoasit bilesimi incelendiginde, 16sin igeriginin
yuksek olmasina karsilik, kringle yapisina sahip olacak kadar sistein icermedigi
gorulir. Bununla beraber, 42. , 284. ve 353. konumlarda yer alan sistein
rezidulerinin, PONZ1’in yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerine katkida bulundugu
soylenebilir. Protein yapisinda bulunan tek disulfid bagi, polipeptid zincirinin siklik
yapida olmasina neden olmaktadir [17,20-22]. PON’un baslca iki fonksiyonu
bulunmaktadir: Bir pestisit olan paraokson gibi organofosfatli bilegiklerin
detoksifikasyonuna katiimak ve ayricalipid peroksitleri hidrolize ederek LDL'yi
oksidasyondan korumak. PON1 lipid peroksitlerin yani sira hidrojen peroksit Uzerine
de etkilidir ve bu nedenle peroksidaz benzeri aktiviteyede sahip oldugu
dusundlmektedir.  Ayrica lipopolisakkarit inaktivasyonu yoluyla bakteriyel
endotoksinlere kargl koruma saglar. Antioksidan ve antiinflamatuar 6zellik gosterdigi
de gosterilmigtir [17,23-25].



1.1.4 Paraoksonaz Gen Ailesi

Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda kromozom 7’nin uzun kolunda g21.3 ve
g22.1 arasinda bulunmaktadir. ilk olarak memelilerde tanimlanan PON ve PON ile
iliskili genler sonralari kimes hayvanlari, zebra baligi ve omurgasizlardan
Caenorhabditis elegans’ ta bulunmustur.

Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2 ve PON3 olmak Uzere bilinen ug¢
Uyeye sahiptir. Bu genler blylk yapisal benzerlikler géstermektedir ve ortak
evrimsel 6ncilden gen dublikasyonlarinin meydana gelmesiyle olusur. Memeli tirleri
icerisinde PON1, PON2 ve PON3 aminoasit duzeyinde % 60, nikleotid dizeyinde %
70 benzerlik gosterir [13, 16, 22, 26-32].

1.1.5 PONTY’in Fonksiyonlan

Organofosfatlara Karsi Koruma (Hidrolitik Aktivite): PON1’in en iyi
bilinen fonksiyonu, hidroliz yoluyla, organofosfat tlirevi sinir gazlarini ve insektisitleri
zararsiz hale getirmesidir. insektisit olarak yaygin olarak kullanilan paratiyon ve
klorpiroposokson gibi organofosfat bilesikleri ile soman ve sarin gibi sinir gazlari,
PON7’in baslica substratlarindandir. Ancak, memelilerde bulunan PON1T’in bu
substratlara karsi afinitesi disik oldugundan, tarimsal alanda c¢alisanlarda
organofosfat zehirlenmelerine sik rastlanir. Bununla beraber, kronik olarak dusik
dozda organofosfat tlrevlerine maruz kalanlarda, PON7Tin daha etkili oldugu
bildiriimektedir [8,33-36].

Bakteriyal Endotoksinlerden Kaynaklanan Toksisiteye Karsi Koruma:
Son yillarda, HDL kompleksinin, gram negatif enfeksiyonlar sirasinda gelisen
endotoksemiye karsi savunmada rol oynadigi; bakteriyal lipoprotein polisakkarid ile
makrofaj 6zel protein CD14 arasindaki etkilesimin, HDL tarafindan heniz bilinmeyen
bir mekanizmayla onledigi dusunulmektedir. Boylece, KC ve bobrek yetmezligine,
septik sokun cgesitli semptomlarina ve hatta dlime yol agabilen TNF-q, IL-1 ve IL-6
gibi sitokinlerin salinimi  engellenmektedir. PON7T’in sitokinlerin saliniminin
onlenmesinde rol oynayabilecegi dustnilmektedir [8,33].

LDL ve HDL Oksidasyonunun Onlenmesi: Oksidatif stres altinda lipid
peroksidasyonu sadece LDL’de degil; HDL'deki lipidlerde de meydana gelmektedir.
PON7T’in hem LDL’yi, hem de HDL'yi oksidasyondan korudugu bildirilmistir. PON1’in
HDL vasitasiyla antioksidan etkiye katkida bulundugu ve HDL'nin inhibitor etkisinde,

metal iyon selesyonu ve/veya peroksidaz benzeri aktivite ile iliskili olabilecegi ileri
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surtlmektedir. HDL-PON1, uzun zincirli okside fosfolipidleri hidroliz edebilme
yetenegine sahiptir. HDL'nin LDL oksidasyonu uzerine koruyucu etkisinin éncelikle
PON’dan kaynaklandigi distintlmektedir.

PON1’in, Cu™?'nin indukledigi lipoprotein oksidasyonunu in vitro olarak inhibe
ettigi ve nonkompetetif PON1 inhibitorlerinin serbest radikal olusumunu ve Cu*?'nin

indUkledigi HDL oksidasyonunu artirdigi gosterilmistir [8,35,37-39].

1.1.6 PON 1’in Subsratlar1

PON7’in hidroliz ettigi substratlar arasinda paration, diazinon ve klorprifos
gibi organofosfatli insektisitlerin toksik okson metabolitleri; sarin, soman ve tabun
gibi sinir gazlan; fenil asetat gibi aromatik esterler; homogentisik asit lakton,
dihidrokumarin, y-butirolakton ve homosistein tiolakton gibi bircok aromatik ve
alifatik lakton ile siklik karbonatlar yer almaktadir [9,10,12].

Tablo 1.1: insan PON1 enziminin subsratlari [9,31].

Organofosfath Bilegiklerin Okson Metabolitleri
Paraokson
Metil paraokson
Pirimifos-metil paraokson
Klorpirifos okson

Diazokson
Klortion okson
EPN okson
Fenitrokson
Sinir Gazlari Siklik Karbonatlar
Soman Prulifloksasin
Sarin
Tabun
Armin
Alifatik Laktonlar Aril(aromatik) Esterler
Dihidrokumarin Fenil asetat
y-butirolakton Tiofenilasetat
homosistein tiolakton 2-naftilasetat
Aromatik Laktonlar Fosfolipit Hidroperoksitler




O 0
I
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C‘;H5O— P— O NO: 7——b C:H;O—P —OH + HO NO:
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OC,H; OC,Hs

Paraokson Dietil fosfat P-nitrofenol

Sekil 1.3: Paraoksonun PON1 tarafindan p-nitrofenol ve dietil fosfata hidroliz

reaksiyonu [9,31].

1.1.7 Serum PON 1 Aktivitesinin Ol¢iimii

Paraksonaz aktivitesi: Eckerson [40] tarafindan gelistiriien ydntemde
Paraokson’un, PON1 tarafindan hidrolizi ile olusan sari renkli paranitrofenolin
neden oldugu absorbans artigi spektrofotometrik olarak olgtilmektedir. Ornekteki
enzim (PON1) reaksiyon ortamindaki paraokson substratini hidroliz eder ve agiga
¢ikan Urdndn absorbans artisi 412 nm'de kinetik olarak izlenir. Son yillarda PON1
Olcim yodntemi otoanalizérlere de uyarlanmis olup, élgiimler serum veya heparinli
plazmada yapilmakta, kalsiyum baglayan EDTA’ll 6rnek kullanilmamaktadir
[1,41,42).

H3C—\ o + H,;0 PON HyC—\ o OH
O=§ oS i O~ P =0— + ~
? CH;y - ('DH CHs, 1 %
=
Ny, ’
g NO,
NO,

paraokson dictilfosfat p-nitrofenol

Sekil 1.4: PON kataliziyle gerceklesen tepkime [43].

Arilesteraz aktivitesi: Aromatik karboksilik asit esterlerinden fenil asetat,

enziminin arilesteraz aktivitesinin tayininde siklikla kullaniimaktadir [8,44].
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Sekil 1.5: PON1 kataliziyle gerceklesen Arilesteraz tepkimesi [8,44].

1.2  Transkripsiyonel Regiilasyon

Okaryotik organizmalarda gen ekpresyonunun farkli sekillerde diizenlenmesi,
hicresel farklilagsmanin ve her tarla hiicresel islevin odak noktasini olusturmaktadir.
Cok hcreli bir organizmanin tim hdcreleri ayni genetik materyale sahip olmasina
ragmen, hucre tipleri farkh fonksiyonlara sahiptir ve ¢evreden gelen sinyallere farkli
cevaplar verir. Hicreler ayni genetik bilgiye sahip olmalarina ragmen, bu bilgi her
hicre tipi icin farkh sekillerde islenmektedir. Organizma gen regulasyonu sayesinde,
belirli bir hicre tipinde belirli bir gen takimini, farklh hucre tiplerinde ise diger farkh
gen takimini ¢caligtirabilme yetenegine sahip olmaktadir. Cok hicreli organizmalarda
gen regulasyonu, genomun o6zgun kisimlarini etkin hale geciren, diger genleri
baskilayan kontrol mekanizmalari ile agiklanmaktadir [45,46].

Gen ekspresyonu sirecinin siki bir sekilde kontrol edilmesi, hicrelerin
cevresel uyaricilara ve metabolik ihtiyaglarina cevap verilmesi yani gelisiminin ve
farkhlasmasinin da kontroli anlamina gelmektedir. DNA'da sifrelenmis olarak
bulunan genetik bilginin protein sekline dbénlsmesi streci, DNA'nin RNA’ya
transkripte olmasi, RNA’nin iglenmesi, protein sentezi (translasyon) ve post-
translasyonel degisikliklerin yapildigi basamaklardan olugsmaktadir. Bu basamaklarin
her birinde gen ekspresyonunun kontroli mimkin olsa da, hicrelerde mutlak
gerekli olan ve maksimum enerji tasarrufu agisindan da o6nem teskil eden
transkripsiyon basamagindaki kontrol en yaygin olanidir ve genlerin cogunlugunda
bu basamakta regulasyon yapilmaktadir. Transkripsiyon basamagindaki kontrol
genin ifade olup olmayacagina dair karar verilen kontrol agamasi olarak agiklanabilir
[45,47,48].



/’_—’—‘ _—\
/_/ \
//
7 R

§/ Cekirdek Kromatin{DNA- \
1.Kromatin dizenlenmesi protein kompleksi) 1
“Acik” DNA ?
2.Transkripsiyon :
!
— = i
3 RNA Primer transkript :
% z re-mRNA i
dizenlenmesi (P )
\ - Kuyruk
§ B = : 7
\ OlgunmRNA

Sitoplazma e E—
4 Kararli mRNA

Degrade mRNA
5.Translasyon
N_
e - mRNA
7 \ 1
&.Post-translasyonel \ Polipeptit
modifikasyon
oy
“Sl' !\""'. S :
(.S, ~ Aktifprotein
%,
b\
)

Sekil 1.6: Gen ifadesinin kontroli [49].

Okaryotlarda gen ifadesinin baglangic asamasi, genin dizenleyici dizisi olan
promotor bolgesine &6zel proteinlerin ve ardindan RNA polimeraz 1l enziminin
baglanmasi ve transkripsiyonun baslamasi seklinde gergeklesmektedir. RNA
polimeraz Il 6karyotlarda bulunan ¢ RNA polimerazdan bir tanesidir ve hucrede
mMRNA ve diger birgok kicik RNA’larin transkripsiyonundan sorumlu olan enzimdir.
RNA polimerazllI’nin aktivitesi genellikle transkripsiyon baglangi¢ bdlgesinin yukari
kisminda bulunan duzenleyici DNA dizileri (cis-acting elements) ile bag yapabilen
birtakim 6zel proteinler (trans-acting) arasindaki etkilesime baghdir [45,47,50-53].

Bu diziler genellikle transkripsiyonun baslangi¢c noktasinin tst kisminda &’
bdlgede bulunurlar. Transkripsiyonun dizenlenmesinden sorumlu olan duizenleyici

DNA dizileri temel olarak;



1- Bazal promotor elementleri; baslangi¢c noktasinin tanimlanmasinda ve
transkripsiyonun bazal seviyede minumum oranda devam etmesinde
onemli rol oynarlar.

2- Yukari bélge diizenleyici elementler

3- Enhansirlar; promotor aktivitesini arttirici dizilerdir.

4- Silensirlar; enhansirlara benzeyen sekilde gorev alirlar fakat
transkripsiyonu baskilayan dizilerdir.

5- Lokus kontrol bélgeleri; bircok geni iceren lokusun ekspresyonunu
dizenleyici dizilerdir [45,47,54-58].

Trans-acting faktorler veya transkripsiyon faktorleri 6zel DNA dizilerine
baglanip RNA polimeraz Il ile etkileserek transkripsiyonu etkiler. Genel
transkripsiyon faktorleri Il. sinif genlerin ¢ekirdek promotor dizilerine baglanarak
transkripsiyonun baslangi¢c asamasinda RNA polimeraz Il ile etkilesirler. Dizenleyici
transkripsiyon faktorleri ise fonksiyonlarini ¢ekirdek promotorun alt ya da st
kisminda bulunan dizilere badlanarak ve genel transkripsiyon faktorleri ile
etkileserek gercgeklestirirler. [45, 52, 59-61].

1.3 Transfeksiyon

Transfeksiyon analizleri 6zellikle gen ekspresyonunun regullasyonu
calismasinda kullanilan en 6nemli tekniktir. Genel olarak 6karyotik bir hiicreye DNA
gibi yabanci bir genetik materyalin aktariimasina transfeksiyon denir [62].

Elektroporasyon transfeksiyon i¢in kullanilan en yaygin fiziksel gen aktarim
yontemidir. Kalsiyum fosfat yontemi, DEAE-Dekstran yontemi ve lipozom benzeri
transfeksiyon ajanlarinin kullaniimasi ile gen aktarimi ise kimyasal gen aktarim
yontemlerine Ornektir. Viral vektorler kullanildiginda ise, c¢iplak DNA transferi
yapilmaz, bunun yerine ilgilenilen gen bir virls ile birlikte hiicrelere transfer edilir.
Transfeksiyon icin hangi yontemin en dogru ve en etkili oldugu, kullanilan hicre

tipine ve amaglanan deney sistemine bagldir [62,63,64].
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Sekil 1.7: Hucre kulturindeki transfeksiyon agamalari [65].

Transfeksiyon genel olarak gegici ve kalici transfeksiyon olmak lzere iki alt
basliga ayrilir [62,66].

Gegici transfeksiyonda hiicre igine alinan DNA nikleer genoma
katiimadigindan, transfeksiyonun gercgeklestigi hicre bdélinme slrecine girdikge
plazmidleri kaybeder. Aktarilan genin hicre genomuna katilmasi ve yavru hicrelere
de bu genin aktariimasi igin kalici transfeksiyon yontemi kullaniimalidir. Kalici
transfeksiyon tekniginde ise transfekte edilen DNA kromozomal DNA’ya entegre
olur. Dogrusal plazmit kullaniimasi kararli transfeksiyonun etkisinin maksimum
olmasini saglar. Markerlar kullanilarak transfeksiyon sonuglari analiz edilir.
Aminoglikozid fosfotransferaz (APH; neoR gene) ya da higromisin B fosfotransferaz
(HPH) genlerini kodlayan markerler siklikla kullaniimaktadir [50,67].

Secilim sureci sonunda bdlinen hdcrelerin genoma katiimamig plazmidi
disari atmalari sonucu sadece bu diren¢ genini kendi genomuna katmis olan
hicreler yasayip cogalabilecek, digerleri ise eleneceklerdir. Secilim baskisi bu
sekilde devam ettirildiginde ilag direng genlerini genomlarina katmis “kalic

transfeksiyonun saglandigi hiicre hatlar” elde edilir [62,66].
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1.3.1 Transfeksiyon Metotlar:

1.3.1.1 Kalsiyum Fosfat Presipitasyon Yontemi

Gunumuzde transfeksiyon deneylerinde sik¢a kullanilan kalsiyum fosfat
presipitasyon yontemi Graham ve Van der Eb tarafindan 1973 yilinda bulunmustur.
Bu yéntemin ilk asamasinda kalsiyum iyonlari DNA’nin negatif yukli fosfat
gruplarina baglanir. ikinci asamada ise igerigi fosfat olan karisim eklenerek kalsiyum
iyonlarina iyonik baglanir. Bu olaydan sonra kristal bir kompleks olusur ve belli bir
sure gectikten sonra go6zle goérllir bir sekilde presipitasyon meydana gelir.
Presipitasyon sonunda meydana gelen kristal kompleksler hicre ylzeyine dogru

gelir ve bunun sonucunda endositoz ile hiicre igine dogru ¢ekilir [50,68].

kollajen

Kalsiyum fosfat

Plazmit DNA

Kompleks
formasyon

Sekil 1.8: Kalsiyum fosfat transfeksiyonu [69]

1.3.1.2 Elektroporasyon Y ontemi

Gen aktarimi ¢alismalarinda kullanilan elektroporasyon ydntemin temelinde,
hicre kiltirindeki hicreler elektrik akimi ile muamele edilir. Gergeklesen bu akim
sayesinde DNA hicre icine gecer. DNA'nin hicre icine gegmesi sirasinda hiicre
zarinda bir takim degisiklikler meydana gelir. Kullanilan bu metot gegici olarak ifade
saglar [50,68].
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1.3.1.3 DEAE-Dekstran Yontemi

Polikatyon olan dietilaminoetil dekstran DNA’ya elektrostatik olarak baglanir.
DNA’nin hicre icine alinimi ise elektrik akimi ile hicre membraninda meydana
gelen degismelerle gergeklesir. Yontem kalsiyum fosfat presipitasyon yéntemine bu

bakimdan benzemektedir, fakat degisik bir formudur [50,70].

1.3.1.4 Lipozom Yoéntemi

Lipitlerden meydana gelen lipozomlar temelde DNA'yi iclerine alma
durumlarina goére katyonik ve pH duyarli lipozomlar olarak ikiye ayrilir. Arti yUkIu
olan katyonik lipozomlar eksi yUklli olan DNA ile kompleks olustururlar. Bunun tersi
olarak pH duyarli lipozomlar eksi yUkli olduklar i¢cin DNA ile kompleks

olusturamazlar ancak iclerine alabilirler [71].

Katyonik
lipozomlar

plazmitler

Plazmit -lipozomlar
kompleksi

Sekil 1.9: Lipozom ve plazmit yapisi [72-80]
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14 Salinan Haberci Sistemler

1.4.1 Salinan Haberci Lusiferaz Sistemleri ve Avantajlari

Okaryotik promotorlarin ve enhensirlarin sistematik analizleri icin salinan

lusiferaz haberci sistemi ¢ok yonli bir aragtir. Clontech Laboratories, Inc. tarafindan

geligtirilen sistem, medyumdaki hcreleri liziz etmeden, promotor ve enhersirlarin

aktivitesini gosteren haberci bir molekil olan salinan Metridia lusiferazi kullanir.

Hucreler ilgili haberci vektor ile transfekte edilir ve deneye hazir hale gelene kadar

kiltdre alinir. Lusiferaz subsrati medyum supernantina eklenir ve salinan lusiferaz

aktivitesi icin hiicre liziz basamagina ihtiya¢ duyulmadan, basit, duyarli ve radyoaktif

olmayan bu sistem kullanilarak pMetLuc haberci gen ifadesi belirlenir. Deney direkt

olarak kiltlr icinde ya da supernatant paylastirilip diger kuyucuklu plakaya transfer

edilerek yapilabilir [81].

Metridia /My"s\
uc \\

salinan pMetL
lusiferaz | Haberci T

A

Promotor etkinligi

salinan lusiferaz

proteinin medyum ﬂ J
icinde ifade olmasina - Bt

yol agar.

Supernatant alinir

©0QO00CO00000
clololelelolelalelolole)
01616.010/0]0/0/0]0[616]
Q00000000000
Q. ©OO0000000000
Lusiferaz subsrati ¢ 00000000000
Kleni ROOCOOOOO000
ekienir SO0000000000
/
Salinan | SO L./
lusiferaz ! \'}A -
Uriin

1-ilgili promotor pMetLuc
haberci vektoriine klonanir.

2-Konak hiicre hattina transfekte
edilir.

3-istenilen zaman araliklarinda
lusiferaz aktivitesi analizi

-Medyum 6rnegi 96 lik kuyucuklu
plakaya aktarilir.

-Subsrat reaksiyon solisyonu
eklenir.

-Liminometrede lusiferaz aktivitesi
belirlenir.

Liminometre tarafindan tespit

Sekil 1.10: Salinan lusiferaz haberci deneyinin akis diyagrami [81].
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Salinan Metridia lusiferaz, transkripsiyon habercisi kullanimi diger vektorlerle

karsilastirildiginda bircok avantaj saglar.

Transkripsiyonel aktivite hicre medyumundan alinan &rneklerde analiz
edildigi igin hacrelerin lizis edilmesi gerekmez. Boylece gen ifadesinin kinetikleri ayni
medyumundan tekrar tekrar alinip kolayca calisilir. Kltlrlerin ayni setleri, hem
salinan lusiferaz deneyleri hem de DNA/RNA, protein ya da hdcresel analizler i¢in
kullanilabilir. CUnkU transfekte olan hicreler medyum icindeki lusiferaz aktivitesi
Olgumunden etkilenmez. Bu deney sistemi, floresan bazli haberci deneylere ya da

diger sitozolik lusiferaz habercilere gére daha duyarhdir [81].

Salinan Metridia lusiferaz, Renilla lusiferaz ve Firefly lusiferaz gibi
salinmayan habercilerilerle kargilastirildiginda, yuksek miktarda sinyal génderir ve
subsrat eklenmesinden sonra da sabit olarak devam eder. Bu durum ayni anda
birden fazla érnek icin mimkundur. Subsrat eklendikten sonra 20 ve 45 dakika
arasinda sinyal sabitdir. Ayrica, medyum sipernatantinda bulunan %10 FBS sinyal

miktarini degistirmez [81].

Metridia Lusiferazin hassasiyeti %10 FBS iceren standart memeli hicre

kalturinde belirlenir [81].

1.4.2 1ki Yénlii Salinan Haberci Deneyi

Farkh iki biyoliminesan salinan haberci kullanimi 6zellikle normalizasyon

uygulamalari i¢in transfeksiyonun internal kontroll olarak kullaniimaktadir.

iki yénlii salinan haberci sistemlerinde iki tane salinan haberci vektérii
kullanilir; Metridia lusiferaz ve Salinan Alkalin Fosfatas (SEAP). Bu iki haberci 6zel
haberci subsratlar vasitasiyla birbirlerinden ayirt edilir [81]. Potansiyel
uygulamalarda iki yonli salinan heberci sistemi sunlari icerir:
-Normalizasyon uygulamalari igin, transfeksiyon kontrold gibi bir haberci kullanilir.
-Salgi yolaginin fonksiyonunu gdstermek igin, pozitif ve temel kontrol haberci gibi bir
haberci kullanilr.
-Iki farklh sinyal transdiksiyon yolagi ayni anda gosterilir. Bu intraselliier sinyal,
transdiksiyon yolaklari arasindaki gapraz iletisimin gériimesini saglar. Ornegin,
salinan Metridia lusiferaz ve salinan alkalin fosfatas (SEAP) kullanildiginda
birbiriyle iligkili hem cAMP hem de NF-KB sinyal trandiksiyon yolagi belirlenebilir
[81].
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15 Amag

Transkripsiyonel aktivitenin regilasyonunun c¢aligsilmasinda kullanilan en
guvenilir metot olan transfeksiyon igin alternatif vektor sistemlerinin gelistiriimesi ile
ilgili calismalar gin gectikce artmaktadir. Bunun en gizel 6rnedi son yillarda
Clontech Laboratories, Inc. tarafindan gelistiriien Salinan haberci lusiferaz
sistemidir. Sistem, hicre medyumunu kullanarak htcreleri liziz etmeden, promotor
ve enhersirlarin aktivitesini gosteren haberci bir molekll olan salinan Metridia
lusiferazi kullanir. Deney gruplarindan alinan hiicre medyumlarina lusiferaz subsrati
eklenerek ve hicre liziz basamagina ihtiyac duyulmadan, kolaylikla ve gulvenilir
sekilde gen ifadesi belirlenmektedir. Salinan lusiferaz yontemi diger yéntemlerle
karsilastiriidiginda birgok avantaj saglamaktadir. Ozellikle transkripsiyonel aktivite
hicre medyumundan alinan orneklerde analiz edildigi igin hlcrelerin lizis edilmesi
gerekmez. Boylece gen ifadesinin kinetikleri farkli zamanlarda ayni medyumundan
tekrar tekrar alinip kolayca calisilabilir. Kultarlerin ayni setleri, hem salinan lusiferaz
deneyleri hem de DNA/RNA, protein ya da hlcresel analizler icin kullanilabilir.
Sistemin dezavantajlari ise O6zellikle calismalarin kit badimli olmasi ve Kkitlerin
fiyatlarinin gok yiiksek olmasi nedeniyle kullaniminin sinirli olmasidir. Olglimlerin
luminometrik olarak yapilmasi yiksek oranda duyarliik saglamasina karsin
luminometre her laboratuarda olmadigindan alternatif bir 6lgim sistemine de ihtiyag
duyulmaktadir [81].

Tezimiz kapsaminda salinan lusiferaz sistemine alternatif bir aday haberci
sisteminin olusturulmasi amaclanmistir. Hazirlanan alternatif sistemde kullanilacak
enzim segilirken substratinin ucuz olmasi ve enzim aktivitesinin spektrofotometrik

olarak belirlenebilmesi gibi kriterlere dikkat edilmigtir.

Bu amagla kullanilan paraoksonaz (arildialkil fosfataz; E.C.3.1.8.1) hem
arilesteraz, hem de paraoksonaz aktivitesine sahip, karacijerde sentezlenen bir
serum esterazdir. Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2 ve PON3 olmak Uzere
bilinen G¢ Uyeye sahiptir. insan serum paraoksonazi (PON1), 43 kDA molekill
agirhginda 354 amino asitlik bir proteindir. Serum PON1 enzim aktivitesinin
belirlenmesi oldukga kolay bir metotla yapiimaktadir. Substrat olarak paraokson
(0.0-diethyl-0-p-nitrophenylphosphate) kullanilarak, paraoksonun 37°C’ de 412 nm
dalga boyunda enzimatik hidrolizi sonucu olusan serbest p-nitrofenolun

spektrofotometrik olarak dlgulmesi ile tespit edilir [40].
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Salinan lusiferaz haberci vektoér sisteminin modifiye edilerek, lusiferaz geni
yerine paraoksonaz geninin klonlanmasi ve enzim aktivitesinin belirlenmesinin
amaclandigi calismamiz kapsaminda sirasiyla asagidaki deneylerin yapilmasi
amaglanmigtir.

1. insan PON1 geninin sirasiyla pGEMTeasy ve pMetLuc vektorlerine alt

klonlamasinin yapilmasi.
2. Insan PON1 geni klonlanmis pMetLuc haberci vektériinin MCS bélgesine
CAIX promotorunun klonlanmasi.

3. insan PON1 geninin pET30a vektériine klonlanmasi ve proteinin ifadesinin
SDS PAGE ve western blot teknikleriyle valide edilmesi.

4. Karaciger kanser hiicre hatti (Hep3B) kullanilarak, hedeflenen aday haberci

vektor sisteminin analiz edilmesi.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin timu molekiler biyoloji icin  uygun
safliktadir. Molekdiler biyoloji materyalleri, klonlamada kullanilan vektdrler ve PZR
¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve enzimler Promega, New England Biolabs

ve Fermentas firmalarindan temin edilmigtir.

Tablo 2.1: Calismada kullanilan kimyasallar

Tris Base Sigma
NacCl Sigma
EDTA Fisher Scientific
Na, HPO, Sigma
NaH2PO4 Sigma
MgCI2 Merck
LB Sigma
LB agar Sigma
Ampicillin Sigma
Kanamisin Sigma
Gliserol Merck
DMSO Merck
Hepes Sigma
Lusiferaz Substrat Clontech
DMEM Sigma
FCS Sigma
Tripsin-EDTA Sigma
PBS Sigma
Agaroz Prona
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Tablo 2.1’in devami

Seap subsrat Clontech
Aseton Sigma
Paraokson Sigma

EGTA Sigma

PMSF Sigma

BSA Sigma
Beta-mercaptoetanol Sigma
Protamin sulfat Sigma

IPTG Thermo, ABD
X-GAL Thermo, ABD
APS Fisher Scientific
SDS Applichem
His Tag Antikor (pET30a‘ya spesifik) Qiagen

Tablo 2.2: Calismada kullanilan laboratuvar geregleri

Kullanilan Gere¢

Modeli

CO2 'li inkUbator

Nuair, ABD

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, ispanya

inverted Mikroskop

Nikon, Japonya

-80 °C ultralow freezer

Sanyo, Japonya

Buz Makinasi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, italya
Buzdolabi Arcelik, Turkiye

Calkalamali inkiibator Shel-Lab, ABD

Etiv WTB, German, Nlve, Tlrkiye

Isitmall Manyetik Karisgtirici

Velp Scientifica, ispanya

Otoklav Hirayama, Japonya

PH Metre WTW, Almanya

Saf su cihazi Destilasyon 3.1(Comecta Sa)
Santrifyj Sigma laborzentrifugen, Almanya
Sicak su banyosu Consort, ingiltere

Isi kontrolll ¢alkalamali inklbator GFL, Almanya

UV visible spektrofotometre Thermo

Vorteks

Elektromag, Turkiye
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Tablo 2.2’nin devami

Hassas Terazi Sartorius, Almanya
Luminometre Thermo, ABD
DNA elektroforezi Minicell Primo

Jel Gérlntileme UVP, ingiltere
Mikro santrifij Thermo, ABD

PZR cihazi Biolab

Qubit invitrogen
Otomatik pipetler Finnpipette

2.1.2 Cahsmada kullanilan vektorler

Calismada pGEM-T Easy (Promega), pMet-Luc (Clontec), SEAP kontrol,
pMetLuc kontrol, pcDNA3.1(invitrogen) ve pET30a vektdrleri kullaniimistir.

pEMV,,

Smal

Secreted (338)

pMetLuc- Meriia
co‘ntrOI ucirerase

4624 bp Notl

Kan/ (1293

Neo

Sekil 2.1: pMetLuc Kontrol vektorinun restriksiyon haritasi ve klonlama bolgesi
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Xmn 1 2009

171
1 start
Sca 18390 ae | 2707/ | Apal | 14
. Aatll | 20
f1 on Sph | 26
stZ 1| 31
Necol | 37
ek zszzll 43
PGEM®-TEasy  facZ | a8
Vector T EcoR 1| 52
(2015bp)
Spel 64
EcoR| | 70
Not | 77
BstZ | 77
; Pst | 88
ori Sal 90
Nde | 97
Sacl |109
BatX| [118 2
Nsil  [127 ¢
141 3
T spa g

Sekil 2.2: pGEM-T Easy vektorindn restriksiyon haritasi ve klonlama bdlgesi

| MCS |

i1 Bglli  Sall
Xhol  Sacll
i Sacl  Apal

| HindHi BamHl
{EcoRl  Agel
\Psti

|

=

Secreted Notl
L’ﬁ‘c%?rge L
/ pMetluc- \
[ Reporter s
\ 4090 bp ’
\ /
L
5
B2 R st
Balil Hind!lt EcoRl Sall :;EEL BamHl

GGACTCAGAT CTCGAGCTCA AGCTTCGAAT TCTCCACTCR ACCETACCGE COGCCOCLGA
CCTCACTCTA GACCTCGAGT TCCAACCTTA AGACCTCAGC TGCCATCGCS CCCCOGCCCT

Agel
emanns
BamHI
TCCACCGGTC GCCACCATGG A
AGCTCGCCAC COCTCCTACCT

Sekil 2.3: pMetLuc haberci vektérinin restriksiyon haritasi ve klonlama bolgesi
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Xho I{158)
Not Ij168)
Eag li166)
Hind II{173)
Sal lj173)

5 at:'j‘psu]
EcoR I{192)
BamH I{138)
EcoR Vi208)
Meo 1212y
Kpn l{238)
{Bpu1102 li2) Byl lii241)

Nsp V|
Dra llista0) (N R ititey
——

\ M let178)
5 \'."I ",:_-Bc:l I(1120)
201
=2l
pET.a{]a(-p} = LBstE 11{1357)
(5422bp) f |II Apa I(1387)
=N
=N
\(_._l"l |
EcoS57 1(3825)

Hpa I{1682)
Alwi 1[2623) pa ieez)

3
BssS (2450 79
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Tth111 13022}

Sekil 2.4: pET-30a vektorunln restriksiyon haritasi ve klonlama bdlgesi

MCS
Notl {1-41) MCS
(4349) (245-264)

BamHI
(481)

pSEAP2-Control
AITIpr 5.1kb

SV40
Iy A
svap " Xbal
puC enhancer (1794)
ori

BamH|
(2302)

Asel
(3623)

Sall
(2308)

Sekil 2.5: SEAP Kontrol vektortinin restriksiyon haritasi ve klonlama bolgesi
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2.1.3 Cahsmada Kullanilan Bakteri soylari

Calisma sirasinda klonlama igin E.coli XL1-blue (endAl gyrA96(nalR) thi-1
recA1 relA1 lac ginV44 F'[ ::Tn10 proAB+ laclg A(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+)) ,
E.coli DH5a (SupE44A lacU169 (®80 LacZ AM15) hsdR17recA1 endA1 gyrA96 thr-
1rl Al), E.coli DH10B ve BL_21(DE3) Codon plus kompetent hiicreleri kullanildi.

2.1.4 Bakteriyel Kiiltiir Ortanu

E.coli i¢in kiltdr ortami olarak LB ve LB agar kullanildi. Toz halinde alinan

bakteriyel medyumlar firmanin 6nerdigi miktarda dH; O ile hazirlanarak otoklavda
steril edildi.

2.1.5 Antibiyotikler

Ampisilin 100 mg/ml, kanamisin ise 50 mg/ml stok solUsyon olacak sekilde
hazirlanarak 0,22 um filtre ile steril edilerek -20°C de saklandi.

2.1.6 Transformasyon i¢cin Kompetent Hiicre Hazirlama Cozeltisi

Tablo 2.3: DH5a kompetan hicre hazirlanmasinda kullanilan soltisyonlar

Kimyasal madde Son konsantrasyon
1 M CaCl; 100 mM
% 99 gliserol % 40
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Tablo 2.4: BL_21(DE3) kompetan hlicre hazirlanmasinda kullanilan tritilasyon

tamponu

Kimyasal madde

Son konsantrasyon

CaCl, 100 mM
MnCl; 70 mM
Na asetat 40 mM

pH 5.5’e ayarlandi.

2.1.7 Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlari

Tablo 2.5: Agaroz jel elektroforezi soliisyonlari

Solusyon

icerigi

5 X TBE (pH 8,00)

54 g Tris Base, 27,5 g Borik Asit tartild1.
20 ml 0,5 M EDTA Ph 8,00 ve dH;O ile 1

litreye tamamlandi.

0,5 X TBE

5 X TBE stok ¢6zeltiden 100 ml alinarak

uzeri dH;O ile 1 litreye tamamland..
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2.1.8 Transfeksiyon Cozeltileri

Tablo 2.6: Transfeksiyon ¢ozeltileri

Solusyon Igerigi

2 mM CacCl, 14,7 g CaCl;, 50 ml'ye distile su ile

tamamlandi. Otoklav yapildi, filtre edildi.
+4°Cde saklandi.

2 X Hepes 1,6 g NaCl, 0,04 g Na,HPO,,

1,3 g Hepes

100 ml'ye distile su ile tamamlandi. pH
7,05 — 7,12 olmalidir. Otoklav yapildi ve
filtre edildi. -20°C de saklandi.

2.1.9 Lusiferaz ve SEAP (Secreted Alkaline Fosfatase-Salinan Alkalin

Fosfataz) Cozeltileri

Tablo 2.7: Lusiferaz aktivite dlgim ¢ozeltileri

Solusyon igerigi

10 X Substrat Cozeltisi Kit icerisindeki liyofilize substrat esit
hacimdeki substrat buffer ile ¢ézuld.

1 X Substrat/Reaksiyon Tamponu 1/10 oraninda kullanilacak kadar miktar
10 X substrat ¢ozeltisi, reaksiyon
tampon ile sulandirildi. Her élgiim igin 5
pl kullanildr.
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Tablo 2.8: SEAP aktivite dlgiim ¢ozeltileri

Solusyon igerigi

1 X Dilusyon Tamponu Kit icerisindeki 5 X diliisyon
tamponundan ¢alismada kullanilacak
hacim kadari 1 X’e dH;O ile sulandirildi.
Her 6rnek icin 75 pl kullanildi.

2.1.10 Spektrofotometrik aktivite tayininde kullanilan ¢ézeltiler

Tablo 2.9: Aktivite tamponlari

Solusyon Icerigi

2 mM Paraoksan gozeltisi 10,8 yl paraoksan,1 ml asetonda
¢ozlndukten sonra lizerine,1 ml bazal
aktivite tamponu eklendi ve

karistirildiktan sonra kullanildi.

Bazal aktivite tamponu 2 mM CaCl; iceren 100 mM tris-HCI, pH
8; 3,0285 g (25 mmol) Tris, 200 ml distile
suda ¢6zindi. 1 N HCl ile pH'1 8,0’e
getirilirdi. 0,0555 g (0,5 mmol) CaCl;
katilarak son hacim 250 ml'ye

tamamlandi.
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2.1.11 Rekombinant protein ekspresyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Tablo 2.10: Bakteri ylkama tamponu

Kimyasal Madde

Son Konsantrasyon

Tris-base

20.19M

dH,0

100 ml'ye tamamlandi.

Tris-base 90 ml dH;O da ¢dzuldu. pH=7.6 ’ya ayarlanarak hacim 100 ml 'ye
tamamlandi. 121 °C 'de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi.

Tablo 2.11: Liziz tamponu

Kimyasal Madde Miktar
Tris-base 20 mM
0.5 M EDTA 0.5 mM
0.5 M EGTA 0.5 mM
dH,0 1 litreye tamamlandi.

Tris-base, 0.5 M EDTA, 0.5 M EGTA 800 ml dH;O da ¢éziildi. pH 8.7’ ye
ayarlandi. Otoklavlanarak +4°C’de saklandi.

Tablo 2.12: PMSF (Fenilmetilsulfonil Florur ) stok solisyonu

Kimyasal Madde

Miktar

PMSF

174 mg

174 mg PMSF 10 ml 2-propanolde ¢ozilerek -20 °C de saklandi.

Tablo 2.13: Lizozim stok sollsyonu

Kimyasal Madde

Miktar

Lizozim

50 mg/ml

50 mg/ml olacak sekilde dH;0 ile hazirlandi ve -20 °C de saklandi.
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2.1.12 Western Blot Cozeltileri

Tablo 2.14: Western Blot ¢ozeltileri

Soliisyon

Igerigi

Brom fenol mavi Cozeltisi

% 0.05 (w/v) bromfenol mavisi distile su
iginde

SDS PAGE Alt Jel

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), % 10 (w/v) SDS

SDS PAGE Ust Jel

1 M Tris-HCI (pH 6,8), % 10 (w/v) SDS

SDS PAGE Yurutme Tampon Cozeltisi

25 mM Tris, 250 mM Gilisin, % 0,1 (w/v)
SDS

Western Blot Transfer Cozeltisi

25 mM Tris, 192 mM Gilisin, % 20 (v/v)
Metanol

10 X TBS

10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH 7.4

2.1.13 SDS PAGE Cozeltileri

Tablo 2.15: SDS PAGE c¢ozeltileri

Jel igerigi % 10 Ayirma Jeli % 5 Yigma Jeli
Ust Jel Tamponu - 2.5 ml

Alt Jel Buffer 25ml -

Akrilamid: Bisakrilamid 2.5ml 1.25 mi
(37.5:1)

dH; O 5ml 6.25 ml

% 10 (w/v) APS 100 pl 100 pl

TEMED 10 pl 10 pl
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2.2 Metotlar

2.2.1 Cahsmada kullanilan ortamin ve malzemenin temizligi ve

sterilizasyonu

Istya dayanikli tim cam malzemeler, pipet uclari, ependorflar, santrifij
tlpleri, bakteri kilttr ortamlari 121 °C de 20 dakika (1,02 atm basingta) otoklavda
steril edildi. Doku kultari laboratuvari her hafta dizenli olarak virkon iceren sivilarla
temizlendi. UV lamba kullanilarak oda ortaminin sterilizasyonu saglandi. Calismaya
baslamadan en az yarim saat 6nce laminar flow agilarak c¢alisma ortaminin

sterilizasyonu saglandi.

2.2.2 DNA lzolasyonu ve Klonlama

2.2.2.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR)

PZR reaksiyonlari 50 ul hacimde yapildi. Kalip olarak yaklasik 200 ng DNA,
her bir primer son konsantrasyonu 2 uM, 1 X Tampon (Fermentas) ( 50 mM KCI, 10
mM Tris-HCI, pH 9.0, %1 (v/v) Triton X-100), 200 mM her bir NTP ve 2,5 UniteTaq
DNA polimeraz (Fermentas) kullanildi. MgCl; konsantrasyonu (2 mM, 4 mM ve 6
mM) ise her bir PZR reaksiyonu i¢in optimize edildi. PZR programi ve déngi sayisi
primerlere ve kalip DNA kaynagina bagh olarak degisiklik g&stermistir. Ancak
94°Cdeki ilk denatirasyon basamagi ve Taqg polimerazin optimum aktivasyon

gosterdigi 72°Cde uzama basamagi her PZR reaksiyonu igin ayni kullaniimistir.

PZR sonuglari agaroz jelde goérintilenmis ve istenilen bantlar jelden geri

kazaniimigtir.
2.2.2.2 Primer Tasarim
Primer tasarimini yapmak icin www.restrictionmapper.org,

www.ncbi.nlm.nih.gov ve adresleri kullanildi. Tasarlanan primerlerin sac¢ tokasi

yapisi olusturmamasina, Tm sicakliklarinin birbirine yakin olmasina ve nukleotitlerin
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dagihminin mumkuin oldugunca esit olmasina dikkat edildi. Tasarlanan primerler
databanklarda (GenBank + EMBL + DDBJ + PDB data bankalarr) bulunan DNA
sekanslari ile blast yapilarak insan PON1 geni ile en iyi benzerligi gosterdigi tespit

edilmistir.

2.2.2.3 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi yapmak Uzere yatay jeller kullanildi ve 90 volt elektrik
akiminda yaklasik 30 dakika érnekler yuratildu. Elektroforez tamponu olarak 0,5 X
TBE kullanildi. Agaroz jele son konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum
bromir eklendi. DNA'yi1 izleme boyasi olarak bromfenol mavisi tercih edildi.
Galismada % 0,8 ve % 1 konsantrasyonda agaroz jeller kullanildi. Elektroforezde
ayrilan DNA pargalarinin buyudkligunua tespit etmek igin farkli buylkliklerde DNA
belirleyiciler kullanildi. Elektroforez sonuclari UVP jel gorintileme sisteminde

gorintilenerek fotograflari ¢ekildi.

2.2.2.4 Agaroz Jelden DNA Piirifikasyonu

Gorulmek istenilen DNA bantlari UV transilluminator Gzerinde agaroz jelden
kesilerek alindi ve DNA jel ekstraksiyon kiti (Fermentas) kullanilarak DNA elle
edildi. Jelden geri kazanilan DNA’nin az bir miktar tekrar jelde yUrutulerek kontrol
edildi. DNA miktari ve temizliginin kontrolu i¢in 260 ve 280 nm dalga boyundaki

absorbanslari alind.

2.2.2.5 PZR Uriinlerinin T:A Klonlamasi

Taqg polimeraz kullanilarak elde edilen PZR urlnleri pGEM-T Easy vektdrine
prosedurin onerdidi sekilde T:A klonlamasi yapildi (Promega). Buna gére 20 pl
toplam hacim olacak sekilde, 1 yl pPGEM-T vektor (50 ng), 15 pl insert DNA (jelden
kazanilan PCR Grunt), 2 pl 10 x T4 ligaz tamponu (Promega) ve 1 pl T4 DNA ligaz
(Promega) +4 °C ’de bir gece inklbe edildi. Ligasyon sonuglari E.coli DH10B

kompetent hicrelerine transforme edildi. Transformantlarin segimi mavi-beyaz
koloni ydntemine gore yapildi. Bunun i¢in ampicillin iceren LB agar besiyerlerine 100
Ml IPTG (100 mM stok) ve 20 ul X-Gal (stok 50 mg/ml) yayildi.
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2.2.2.6 Plazmit DNA izolasyonu (Miniprep)

Kiaguk miktarlarda DNA izolasyonu igin Miniprep DNA isolation kit
(Fermentas) kullanildi. Kit prosedirine gore, son konsantrasyonu 100 pg/ml
ampisilin iceren 10 ml LB besiyerine transformasyonu yapilmis olan tek koloni ekim
yapilir ve bir gece 37°C calkalamali etivde inkube edildi. Kultir 4000 rpm’de 5
dakika santrifij yapildi ve bakteri pelletine prosedire uygun olacak sekilde yapilan

islemlerin ardindan DNA elUe edildi.

2.2.2.7 Plazmit DNA Izolasyonu (Maxiprep)

Blylk miktarda ve transfekte edilebilecek saflikta plazmit DNA izolasyonu
icin Endo-free Maxi Prep Kit (Fermentas) kullanildi. Kit prosediriine gore, uygun
konsantrasyonda segici antibiyotik iceren 5-10 ml LB besiyeri icerisine tek koloni

ekim yapildi. 37°C de 8 saat 250 rpm de calkalamali etiivde inkibe edilir. Sire

sonunda baslangi¢c kultiri 1/500-1/1000 arasinda segici antibiyotik iceren LB
medyumda dilue edildi. Yuksek kopyali plazmitler icin 100 ml medyum, dislk
kopyali olanlar igin 250 ml medyum kullanildi. 37°C de 12-16 saat 250 rpm’de inkibe

edilirek bakterilerin buyimesi beklendi. Bakteriler yeterli yodunluga ulagsmasinin

ardindan 4°Cde 6000 rpm’'de 15 dakika santriflij yapilarak prosedirin diger

basamaklari yapildi. islem sonunda yiiksek saflikta ve yogunlukta DNA elde edildi.

2.2.2.8 Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile DNA nin kesilmesi

Restriksiyon endonlkleaz enzimleri ile DNA icin ©6nerilen tamponlar
kullanilarak 30 pl toplam hacimde 37°C'de 1 gece inkiibe edilerek kesim yapildi. ki
farkh enzimle ayni anda kesim yapildigi kosullarda iki enzimle ayni anda kesim
yapilmasini saglayan tamponlar kullanildi. Kesim sonuglari agaroz jel elektroforezi

ile goruntulendi.
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2.2.2.9 Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

2.2.2.9.1 DH5a Hiicrelerinin Kompetan Hale Getirilmesi

Kompetent hiicre hazirlanmasi ici 50 mM kalsiyum klorir kullanildi. ilk olarak

10 ml LB besiyerine tek koloni E.coli DH5a blue ekim yapilarak 37°Cde galkalamall

etlivde bir gece inkiibasyonu saglandi. Daha sonra 1 gecelik kiltirden 100 ml LB

icine 100 ul inokule edilerek, 0Dy 0,5 ile 0,6 arasina gelinceye kadar calkalamali
etiivde 37°Cde inklbe edildi. 5000 rpm’de 5 dakika santrifljj ile hiicrelerin ¢okmesi

saglandi. 50 ml 50 mM soguk kalsiyum klortr ile pellet ¢ozildi ve buz Gizerinde 20
dakika bekletildi. Daha sonra tekrar ¢okturulerek sipernatant uzaklastirildi. Pellet 10
ml soduk kalsiyum klorur ile ¢dzllerek Gzerine 10 ml % 40 lik gliserol eklenerek

ependorflara paylastirildi. -80 “C buzdolabinda saklandi.

2.2.2.9.2 BL21(DE3) Kodon Plus Hiicrelerinin Kompetan Hale

getirilmesi

Bir gece 6nceden 10 ml LB sivi besiyerine tek koloni ekim yapilarak 37 °C de

inkibasyona birakildi. 100 ml taze LB sivi besiyeri i¢erisine dnkiltirden 5 ml inokule

edildi.0Dgyy 0,2 ‘ye ulasincaya kadar bakteri stispansiyonu 37°C de calkalamal

inkibatérde yaklasik 2-3 saat bekletildi. Son konsantrasyon 20 mM olacak sekilde
MgCl, ve son konsantrasyon yaklasik % 0,2 olacak sekilde glukoz ilave edilip 37°C

de calkalamali inklbatorde 0Dg;0,5 olana kadar buydtildid. + 4 °C de 2 saat
bekletildi ve 4 °C de 5000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Stpernatant atildi, hiicre
pelleti tritilasyon tamponu ile ¢ozildikten sonra 4 °C de 3000 rpm de 5 dk santrifj

edildi. Pellet % 15 lik gliserol igeren 25 tritilasyon tamponu ile ¢dziindii. Onceden
buz izerinde bekletiimis ependorflara aktarilarak -80 °C de saklandi.

2.2.2.10 Transformasyon

Transformasyon igin, 200 pl kompetan hicreye 5 pl (1-50 ng arasi) plazmit

eklenerek buz lzerinde 40 dakika bekletildi. Sonra 42°C'de 90 saniye IsI soku
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uygulandi. Uzerine 800 pl LB ilave edildi ve 37°Cde calkalamali etiivde bir saat

inkiibasyonu saglandi. Sure sonunda kaltirden 200 pl, uygun antibiyotigi iceren LB

agar besiyerine yayildi ve bir gece inkibe edildi.

2.2.3 Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

2.2.3.1 Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi
Hucre kultird medyumu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) icine,

L Glutamine son konsantrasyonu 0,2 mM ve FCS son konsantrasyonu % 10 olacak

sekilde eklendi. Tim bilesenler 0,22 um steril filtreden suzllerek steril edildi.

2.2.3.2 FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) —20 “C’de saklandi ve tasinmasi soguk zincirle
yapildi. Stok serum ilk kullanimdan 6nce 56°C 30 dakika isi ile inaktive edildi ve

tekrar -20°C de saklandi.

2.2.3.3 BSA Hazirlanmasi

% 15 lik BSA hazirlanirken 0,75 gr BSA 5 ml PBS iginde ¢6zindu ve 0,22

pm steril filtreden stzilerek steril edildi.

2.2.3.4 PBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tablet seklinde satin alinan PBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline), her
tableti 100 ml dH- O ile hazirlandi ve otoklavda steril edildi. 2-8 “C’de saklandi.
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2.2.3.5 Calismada Kullanmilan Hiicre Soyu

Calismada insan hepatoma hicre hatti Hep3B kullanildi.

Sekil 2.6: Hep3B hucrelerinin faz-kontrast mikroskobu ile goéruntulenmesi

2.2.3.6 Hiicre Soyunun Baslatilmasi

-80 °C dolabinda muhafaza edilen hicre hatlarinin biyutilmesi igin -80
*Cden gikarilan hucreler 37 °C sicakhgindaki su banyosuna alindi ve hizli bir sekilde

¢ozllmeleri gergeklestirildi. Cdéziinen hicreler % 10 luk FCS igeren medyuma alindi
ve 1000 rpm de 5 dakika santriflij edildi. Sipernatant uzaklastirildi, olusan pellet
medyum ile ¢dzildu ve flasklara ekim yapildi. Flasklar etiketlendi ve 37 °C ,% 5 CO;

iceren inkibatore koyuldu.

2.2.3.7 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Hucreler 15 ml medyumda 75 cm? flasklarda, igerisinde, 0,2 mM L-Glutamine

ve % 10 FCS iceren DMEM medyumu igerisinde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak

uretildi.
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2.2.3.8 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hucreler bulunduklari yizeyi % 80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklastirildi. Hlcreler 2 kez 6énceden steril edilmis PBS ile yikandi ve 75
cm? flasklar igin 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler ylzeyden
ayrilinca medyum eklendi ve 1000 rpm'de 5 dakika santrifijj ile hicreler ¢okturaldu.
SiUpernatant uzaklastinildi, pellet medyum ile ¢dziuldi ve flasklara ekim yapildi.

Flasklar etiketlenidi ve 37°C, % 5 CQO; iceren inkiibatére konuldu.

2.2.3.9 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve Hiicre

Saymm

Toplam hucre sUspansiyonun mililitresindeki hicre sayisi hesaplamak igin,
Uzeri 25 kiigik kareye ayrilmis, 1 mm? alan, 0.1 mm derinligi olan ve bdylece toplam
hacmin hesaplanabildigi hemositometre lami kullanildi (Sekil 2.7). Canli ve o6lu
hicreleri ayirt etmek icin 10 pl hicre suspansiyonu esit hacimde trypan blue (1:1
dilusyon oraninda) ile 3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Olii hiicreler mavi

boyanirken canli olanlar boyanmadi ve sayim yapildi.
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Sekil 2.7: Hemositometre
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Suspansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayisi asagidaki formulle

bulundu.

Toplam canli hiicre sayisi / ml = hemositometre sayim sonucu x 2 x 10%

2.2.3.10 Hiicrelerin -80 °C de saklanmasi

Hucreler bulunduklari yizeyi % 80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklastirildi. Hlcreler 2 kez 6énceden steril edilmis PBS ile yikandi ve 75
cm? flasklar igin 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler ylizeyden
ayrilinca medyum eklendi ve 1000 rpm 'de 5 dakika santrif(j ile hicreler ¢oktlralda.
Slpernatant uzaklastirildi, pellet % 10 DMSO iceren FCS ile dikkatlice ¢6zuldi ve
cryovial tiplerine konularak etiketlendi ve —80 “C derin dondurucuya konuldu.

2.2.3.11 Kalsiyum-Fosfat Prespitasyon Metoduyla Gegici Transfeksiyon

Bu metot 12 lik kuyucuklu plaka ile uygulandi. Transfeksiyondan 24 saat
once hiicreler 25 X 10* hiicre / kuyu olacak sekilde yayildi. Transfekte edilecek DNA
ve 2 M CaCl; ayri bir tiip iginde hazirlandi. Uzerine 2 X Hepes eklenerek yarim saat
prespitasyon igin oda sicakhdinda bekletilidi. DNA- kalsiyum fosfat prespitasyonu
olustuktan sonra karigim damla damla kuyucuklara eklendi. Kuyucuklu plaka hafifce
sallanarak karisimin dagiimasi saglanidi. 6 saat sonra transfeksiyon solusyonu
degistirilerek, PBS ile kuyular ykandi ve taze medyum eklendi. Bir gece

inkiibasyona birakildi.

2.2.3.12 Lusiferaz Aktivitesinin Olciilmesi
Lusiferaz olgimleri, thermo luminoscan kullanilarak yapildi. 96 lik kuyucuklu

plakada belirlenen kuyucuklara hlcre ekstraktlarindan 20 ul konuldu. Luminometre

ayari yapilarak 100 ul substrat enjeksiyonu ile aktivite 6l¢ildu.
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2.2.3.13 Paraksonaz Aktivitesinin Spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edilir. Aktivite
Olciminde O&ncelikle subsrat ¢ozeltisi hazirlanmasi gerekir, bunun igin 10,8 pl
paraokson 1 ml aseton icinde ¢oéziinmesi saglandi, daha sonra lzerine 1 ml bazal
aktivite tamponu eklenerek karistiricida ¢éziindi. Bu karisimin aktivitesine bakarken
taze olarak hazirlanmasina dikkat edildi. Sonraki asamada kuyucuga 220 pl bazal
aktivite tamponu, 40 ul taze hazirlanmis subsrat ve 40 yl medyum koyularak 412

nm’de 1 dakikadaki 37 “C de absorbansta meydana gelen degisme okundu.

2.2.3.14 Rekombinant proteinin ekspresyonu ve analizi

2.2.3.14.1 Ekspresyonun IPTG ile indiiklenmesi

Rekombinant plazmit ekspresyon amaciyla BL_21(DE3) codon plus
hicrelerine transforme edildi. 100 pg/ml kanamisin iceren LB medyuma tek

koloniden ekim yapilarak 16 saat 37 °C inkiibasyona birakilarak onkdltir hazirlandi.
Hazirlanan bu 6nkdiltirin 10 ml’ si, 100 ml LB sivi besiyerine inokile edildi. 37 °C
inkibasyona birakildi. Bakteri kdltirt  0Dgzp 0,6-0,8'e ulastiginda son

konsantrasyonu 0,4 mM - 1 mM arasinda dedisen konsantrasyonlarda IPTG ile

indiklendi. Son konsantrasyonu yaklasik 250 puM olacak sekilde CaCl; kdltire
eklendi. inkibatoriin sicakligi 30°C ye indirilerek indiikleme siresi 3, 4, 5 ve 6 saat

olacak sekilde calisildi.

2.2.3.14.2 Hiicrelerin Yikanmasi

indiikleme siiresi sonunda bakteri kiiltiirii 3000 rpm de +4 °C de 10 dakika

santrifijlendi. Hicre pelleti yilkama tamponunda ¢ézildikten sonra tekrar

santrifijlendi. Bu islem 2 kez tekrarlanmak hticreler yikanarak kurutuldu. -20 °C ye

kaldirildi.
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2.2.3.14.3 Liziz Asamasi

Bakteriyel hicre pelleti buz tzerine alinip ¢ézinmesi beklendi. 10 ml soguk
liziz tamponunda c¢dzllerek vortekslendi ve buzda inklbasyona birakildli. Son
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde PMSF eklendi. Taze olarak hazirlanmis 10
mg/ml lizozim stok sollisyonundan 250 pl eklenerek oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi. 30 mg/ml protamin silfat stok solusyoundan 1 ml eklenerek santriflj tlpu
2 dakika slreyle alt Ust edildi. 3000 rpm de +4 °C de 10 dakika santriflj edilerek

ustte kalan temiz kisim temiz bir tlipe alindi.

2.2.3.15 SDS PAGE

Elektroforez aparatlari ve cam levhalar su ve % 70 etanol ile temizlendi. ilk
olarak ayirma jeli yukarida belirtildigi sekilde hazirlanarak, Ust kisimda 3 cm bosluk
kalacak sekilde dokuldi ve hemen Uzerine % 90 izopropanol ilave edilerek hava
kabarcigl olusumu engellendi. 30-40 dakika jelin polimerizasyonu icin beklendi. Jel

polimerize olduktan sonra izopropanol uzaklastirilarak dH;Q ile ylzey yikandi ve

Whatman 3 MM kagidi ile yizey kurutuldu. Ardindan yigma jeli dokuldi ve kuyu
olusumunu saglamak icin tarak yerlestirildi. Yigma jelinin polimerizasyonundan
sonra, tarak cikarildi ve kuyucuklardaki hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi igin
yine ince seritler halinde kesilmis Whatman 3 MM kagidi kullanildi. Daha sonra
hazirlanan jeller tank icine yerlestirildi. Ornekler bromophenol blue ile karistirilarak
kuyucuklara yiklendi ve ilk kuyuya 5 pL protein Blyukluk belirteci (Fermentas)
yuklendi. Jelin yuratdlmesi, 0.1 (w/v) SDS iceren 1 X Running Buffer ile tank
doldurularak (orta kisim ve alt kisim) jel basina 0,4 amper kullanilarak yaklasik 90

dakika yaratalda.

2.2.3.16 Western Blot

Proteinlerin transferi icin PVDF (Millipore) membranlar kullanildi. Kisaca,
jeller cam levhalar arasindan cikarilir, yigma jeli kesilerek uzaklastirildi ve jel
transfer buffer icine alinarak dengelenmesi igin oda sicakliginda 5 dakika inkube
edildi. Kurutma kagitlar ve PVDF membranlar jel ile ayni boyutlarda kesilerek
hazirlandi. Bu sirada slinger pedler ve transfer aparatlari da transfer buffer igine

alindi. Daha sonra sandvi¢ hazirlandi. Bunun igin transfer kasedi arasina slinger,
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kurutma kagidi, jel, membran, kurutma kagidi, stinger olacak sekilde sandvig
hazirlandi. Bu sirada hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi. Daha sonra kaset,

transfer buffer ile dolu olan blot tankina yerlestirildi ve +4°C ‘de 20 volt akimda 1

gece transfer yapildi.

2.2.3.17 Proteinlerin Belirlenmesi

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 20 ml bloklama
cOzeltisinde (0,1 gram bloklama tozu ve % 0.1(v/v) Tween 20 iceren 1 X TBS ) 1
saat horizantal calkalayicida oda sicakliginda inklbe edildi. Siire sonunda bloklama
cOzeltisi uzaklastirilarak 5 dakikalik surelerle 3 kez membran yikandi, bunun igin %
0.1 (v/v) Tween 20 iceren 1 X TBS kullanildi. Membran primer antikor ile 2 saat oda
sicakliginda inkibe edildi. Membranlar 1-2 dakika arasinda ECL sistemi Pierce ECL
(Western Blotting Substrate-Thermo) substratla muamele edildi. Reagent A ve
Reagent B cozeltilerinden ayri ayri 1,5 ml alinarak membran Uzerine uygulandi.

Ardindan karanlik odaya gecilerek membran filme aktarildi.
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3. BULGULAR

3.1  Cahsma Plam

| iNSAN PON 1 GENININ ALT KLONLANMASI

l

Primer dizayni
PZR

pGEMT Easy vektériine klonlama

l

ALT KLONLAMA

l

pMetLuc haberci vektériinden lusiferazin ¢ikarilmasi

PON1 in pMetLuc haberci vektoriine klonlanmasi

pMetLuc MCS bhdlgesine promotor klonlanmasi

l

TRANSFEKSIYON

l

Hep3B hicrelerinin buydtilmesi
Kalsiyum fosfat transfeksiyonu
PON aktivitesi

PROTEIN ANALIZi

l

PON1 in pET30a ifade vektoriine klonlanmasi

Klonlanan vektoriin BL_21(DE3) kompetan hiicrelerine transformasyonu
SDS PAGE

Western Blot

Sekil 3.1: insan PON1 geninin alt klonlamasi ve analizinin akig diyagrami
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3.2

3.2.1 Primer tasarimmi

PONL1 geninin alt klonlanmasi ve analizi

ilk olarak insan PON1 geninin biyoinformatik restriksiyon haritalamasi

yapilarak, geni kesen ve kesmeyen restriksiyon enzimleri saptandi. Diziyi kesmeyen

enzimlerin pMetLuc haberci vektérinun lusiferaz bdlgesindeki enzimler ile uyum

gosterip gostermedigi kontrol edildi. Sal1 ve Not1 enzimlerinin hem geni kesmedigi

hem de vektérin lusiferaz boélgesini ¢ikarabilecegi tespit edildi. Sonug olarak Sal1 ve

Not1 enzim kesim bolgeleri secilerek primerlerde kullanildi. Gen dizisinin dogru

yonde klonlanabilmesi icin, Sal1 kesim bolgesi forward primerde, Not1 kesim bdlgesi

ise reverse primerde kullanildi. Bunun disinda tasarlanan primerlerin sa¢ tokasi

yapisi olusturmamasina, Tm sicakliklarinin birbirine yakin olmasina ve nikleotitlerin

dagiliminin mimkuan oldugunca esit olmasina dikkat edildi.

Tablo 3.1: Dizayn edilen 6zel primerin dizisi, Tm degeri ve uzunluklari

Primer Uzunluk | Tm Dizisi
(be) (oC)
IPON1- |27 59,2 GTCGACAAACTTAAGCTTGGTACCGAG
Forward
Sal 1 kesim bolgesi
IPON 1- 30 65,2 GCGGCCGCTCTGTTAGAGCTCACAGTAAAG
Reverse

Not 1 kesim bolgesi
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Sekil 3.2: PON1 primerlerin sa¢ tokasi olusturma potansiyelleri A) Forward primer

B) Reverse primer.

3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR)

PZR reaksiyonlari 50 pl hacimde yapildi. Buna gére PON1 dizisinin

¢ogaltiimasi igin uygun sartlarin belirlenmesi amaciyla ilk olarak MgCl;

konsantrasyonu ve kalip DNA miktari degistirilerek, tampon, distile su, dNTP
karisimi, forward primer, reverse primer ve Taq DNA polimeraz miktarlari sabit
tutuldu. Tablo 3.2 'de belirtlen PZR programi kullanilarak gen bdlgesi ¢ogaltildi.
PZR sonucu olusan Urinler agaroz jelde yuarttildi ve 1068 bg’lik insan PON1
genine ait bant UVP Goruntileme sistemi ile gorintilenerek fotograflandi. Sekil 3.3’

de gosterildigi gibi 3 nolu drneklerde tek bir bant seklinde PON1 geni elde edildi.
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Tablo 3.2: insan PON1 geninin amplifikasyonu icin PZR kosullari

Segment Dongu Sayisi Sicaklik Sire
1 1 94°C 2 dakika
2 35 94 =°C 45 saniye
62°C 45 saniye
72°C 1 dakika
3 1 72°C 2 dakika
VPR
3 P.K :
ol
2000 vY
— 3200 - -
2500 4
iﬁOb
1000
— 750
500
— 250

Sekil 3.3: PZR jel goruntisu M: 1 kb Marker ; 1: 1 nolu 6rnek ; 2: 2 nolu 6rnek ; 3: 3
nolu érnek ; P.K : Pozitif kontrol ; N.K : Negatif kontrol

3.2.3 linsan PON1 geninin pGEM-T Easy Vektoriine Alt Klonlanmasi
PZR ile gcogaltilan gen bdlgesi T:A klonlama stratejisi ile klonlandi. Bu amagla
PGEM-T Easy Vector Systems (Promega) kullanildi. Oncelikle PZR sonucu olusan

bantlar jelden geri kazanilarak klonlamaya hazir hale getirildi. Daha sonra Uretici
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firma protokoliine gére pGEM-T Easy vektoru ile jelden geri kazanilan insan PON1

geni bir gece +4°Cde ligasyona birakildi. Ligasyon urlni E.coli DH10B hicrelerine

transforme edildi. Ampisilin iceren LB agarli petrilere mavi-beyaz koloni sec¢imi
yapilabilmesi amaciyla X-Gal ve IPTG yayildi. Bu petrilere transformasyon yapilimis

bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37°C'de inkiibasyona birakildi. Olusan beyaz

koloniler insan PON1 genini iceren pGEM-Teasy vektdriine sahip hicrelerdir. Beyaz
kolonilerden 8 tanesi LB sivi besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hucreler
¢ogaltildi. Miniprep (Fermentas) plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA
izolasyonu yapildi. Plazmitler Sal 1 ve Not 1 restriksiyon enzimleri ile kesilerek
kontrol yapildi. Kesim sonuclari agaroz jelde yurataldu. Sekil 3.4° de goéruldigu gibi
7 kolonide bulunan vektorlerin herbiri rekombinanttir ve insan PON 1 gen dizisini

icermektedir.

M 1 ja: -2 2.3 323 4 4 5 5

T L 1T LA wes

10000 |
8000 e AN S -~
6000 :
5000
4000
— 3500
= 2500
1500 M 6 6a 7 7a 3 8a
— 1000 .
~ 750 s e -
500 i ol e~ e
— 250

Sekil 3.4: pGEM-T Easy vektérine klonlanan PON1 geninin Sal1 ve Not 1 ile
kontrol kesim sonucu jel goruntisd. M : 1 kb marker, 1 :1.koloni kesimi, 2: 2.koloni
kesimi, 3: 3.koloni kesimi, 4: 4. Koloni kesimi, 5: 5.koloni kesimi, 6: 6. Koloni kesimi,

7 .7 koloni kesimi, 8 :8 .koloni kesimi, 1a: 1.koloninin miniprebi, 2a: 2.koloninin

miniprebi, 3a: 3.koloninin miniprebi, 4a: 4.koloninin miniprebi, 5a: 5.koloninin
miniprebi, 6a: 6.koloninin miniprebi, 7a: 7.koloninin miniprebi, 8a: 8.koloninin

miniprebi.
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Meydana gelen rekombinant plazmitlerden 7.koloni insan PON1 gen dizisinin
kontroll icin REFGEN Biyoteknoloji, Ankara’ya dizi analizine génderildi. Ulasilan dizi
analizi sonuglarinin biyoinformatik olarak NCBI da analizi yapildi ve insan PON1 gen
dizisi ile karsilastirildi. Dizi analizi sonucu ile gen bankasinda bulunan dizi
arasindaki uyum yuksek ¢ikti, bu sebeple 7.koloniyle klonlama ¢alismalarina devam
edildi.

S64615.1 -159 GACCATGGCGAAGCTGATTGCCCTCACCCTCTTGGGGATGGGACTGGCACTCTTCAGGAA 218

FEEEERETEEr e e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e
PON1 6 GACCATGGCGAAGCTGATTGCCCTCACCCTCTTGGGGATGGGACTGGCACTCTTCAGGAA 65

S64615.1 -219 CCACCAGTCTTCTTACCAAACACGACTTAATGCTCTCCGAGAGGTACAACCCGTACAACT 278

Frrererrreererrererrrrererrerer et er et e et e e e e
PON1 66 CCACCAGTCTTCTTACCAAACACGACTTAATGCTCTCCGAGAGGTACAACCCGTACAACT 125

S64615.1 -279 TCCTAACTGTAATTTAGTTAAAGGAATCGAAACTGGCTCTGAAGACATGGAGATACTGCC 338

FEEEEEEEErer et et e et e et et e e e et e e e e e e el
PON1 126 TCCTAACTGTAATTTAGTTAAAGGAATCGAAACTGGCTCTGAAGACATGGAGATACTGCC 185

S64615.1 -339 TAATGGACTGGCTTTCATTAGCTCTGGATTAAAGTATCCTGGAGTAAAGAGCTTCAACCC 398
FEEErerrrrererrrrer e er e et e e et e et e e et et e e el

PON1 186 TAATGGACTGGCTTTCATTAGCTCTGGATTAAAGTATCCTGGAGTARAGAGCTTCAACCC 245

S64615.1 -399 CAACAGTCCTGGAAAAATACTTCTGATGGACCTGAATGAAGAAGATCCAACAGTGTTGGA 458
FEererrrrrrerer et et e e et et et e e et e e e e e e e e e el

PON1 246 CAACAGTCCTGGAARAAATACTTCTGATGGACCTGAATGAAGAAGATCCAACAGTGTTGGA 305

S64615.1 -459 ATTGGGGATCACTGGAAGTAAATTTGATGTATCTTCATTTAACCCTCATGGGATTAGCAC 518

Frerererrrrerererer et rer et e e e e et e e e e e e el
PON1 306 ATTGGGGATCACTGGAAGTAAATTTGATGTATCTTCATTTAACCCTCATGGGATTAGCAC 365

S64615.1 -519 ATTCACAGATGAAGATAGTGCCATGTACCTCCTGGTGGTGAACCATCCAGATGCCAAGTC 578
Frrrrerrrrererrrrerr e e rerr e et e et et er et e e e

PON1 366 ATTCACAGATGAAGATAGTGCCATGTACCTCCTGGTGGTGAACCATCCAGATGCCAAGTC 425

$64615.1 -579 CACAGTGGAGTTGTTTAAAATTCAAGAAGAAGAAAAATCGCTTTTGCATCTAAAAARACAT 638
FEEEErErrrrerer et e e e e et et e e e e et e e e e e el

PON1 426 CACAGTGGAGTTGTTTAAAATTCAAGAAGAAGAAAAATCGCTTTTGCATCTAAAAARACAT 485

S64615.1 -639 CAGACATAAACTTCTGTCTAATTTGAATGATATTGTTGCTGTGGGACCTGAGCACTTTTA 698

FEEEEEErrrrerer et e e e et e e e e e et e e e e e el
PON1 486 CAGACATAAACTTCTGTCTAATTTGAATGATATTGTTGCTGTGGGACCTGAGCACTTTTA 545
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S64615.1 -699 TGGCACAAATGATCACTATTTTCTTGACCCCTACTTACAATCCTGGGAGATGTATTTGGG 758
FEERTERTEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el

PON1 546 TGGCACAAATGATCACTATTTTCTTGACCCCTACTTACAATCCTGGGAGATGTATTTGGG 605

S64615.1 -759 TTTAGCGTGGTCGTATGTTGTCTACTATAGTCCAAGTGAAGTTCGAGTGATGGCAGAAAG 818
CEEEEREEEEr et e e b e e e e e e e e e e e e e e b e e et

PON1 606 TTTAGCGTGGTCGTATGTTGTCTACTATAGTCCAAGTGAAGTTCGAGTGATGGCAGAAAG 665

S64615.1 -819 ATTTGATTTTGCTAATGCAATTCAACATTTCACCCGATGGCAAGTATGTCTATATAGCTG 878
FEEEEEEEEr et et ettt et e et et e e e e e e e e e v e el

PON1 666 ATTTGATTTTGCTAATGCAATTCAACATTTCACCCGATGGCAAGTATGTCTATATAGCTG 724

$64615.1 -879 AGTTGCTGGCTCATAAGATTCATGTGTATGAGAAGCATGCTAATTGGACTTTAACTCCAT 938
FEEEEEEEEr e e r ettt et e e et e e e e e e e e e e e e e e e el

PON1 725 AGTTGCTGGCTCATAAGATTCATGTGTATGAGAAGCATGCTAATTGGACTTTAACTCCAT 784

S64615.1 -939 TGCATGTCCCTTGACCTTACTACCCTCGTGGATAACATATCTGTGAATCCTGAGACATTA 998

FEEEEEEEEr e e e ettt et e et e e e e e e e e e e e e e e el
PON1 785 TGCATGTCCCTTGACCTTACTACCCTCGTGGATAACATATCTGTGAATCCTGAGACATTA 843

S64615.1 -999 GACCTTTGAGTTGCATGCCATTCCAATTGCATGAAAATCTTCTTTCTATGAACTCA 1052

FEETEEEEEr e ettt e e e e e r e e e e e e e r e e e e e e e e e el
PON1 844 GACCTTTGAGTTGCATGCCATTCCAATTGCATGAAAATCTTCTTTCTATGAACTCA 897

Sekil 3.5: Klonlanan ve dizi analizine génderilen insan PON1 gen dizisi ile S64615.1
gen bankasi erisim numarali DNA data bankasindaki insan PON1 klonunun

kargilastiriimasi

3.2.4 insan PON1 Geninin Lusiferaz Haberci Vektoriine Alt Klonlama

Yapilmasi

pPpGEM-T Easy vektorune klonlanan insan PON1 geninin fonksiyonel
aktivitesinin belirlenecedi pMetLuc lusiferaz haberci vektorine alt klonlama yapildi.
Bu amacla oncelikle kesim sonucu olugan bantlar jelden geri kazanildi. Daha sonra
Sal 1 ve Not 1 enzimleriyle kesilerek lusiferaz bolgesi c¢ikariimig olan pMetLuc
vektorl ile jelden geri kazanilan insan PON1 geni bir gece +4°Cde ligasyona
birakildi. (Sekil 3.6). Ligasyon Urunl E.coli DH10B hucrelerine transforme edildi.
Kanamisin iceren LB agarli petrilere transformasyon yapilmis bakterilerin ekim

iyapilarak bir gece 37°C’de inkiibasyona birakildi. Olusan kolonilerden 6 tanesi LB

sivi besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hicreler ¢ogaltildi. Plazmit DNA izolasyon
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kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi ve Sal1 ve Not 1 restriksiyon

enzimleri ile kesilerek kontrol yapildi. Kesim sonuglari agaroz jelde yuratuldu. Sekil

3.7 de goruldugu gibi ekilen 6 koloniden 6 tanesinde bulunan vektdr rekombinanttir

ve insan PONL1 dizisini icermektedir.

MCS|

1-) Bglll  Sall
Xhol  Sacll
Sacl  Apal
Hindlll BamHI
| EcoRl Agel
\Pstl

Secreted
Metrdia
Lucderase
pMetLuc-
Reporter

4090 bp

3_) MCS |

pMetLuc-
Reporter
4090 bp

Kael
Neo'

2_) MCS |
Bglll Sall
Xhol Sacll
Sacl Apal
Hindlll BamHl
EcoRl Agel
Pstl
] lusiferaz
Not
(0
pMetLuc-
Reporter
4090 bp
» lm’
N
4-) MCS |
Sall
» PON 1
\ Notl
{0
pMetlLuc-
Reporter
4090 bp
» Kael
oy

Sekil 3.6 : Klonlama basamaklari
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5-) MCS | 6-) %ﬂg'

CAIX PROMOTORU RS
/ T

Estl > A
{ i ont \, ) PON1
v
pMetlLuc-
Reporter
pMetLuc- 409 bp
Reporter . _
mbp Q I”N-a'

7-)
CAIX PROMOTORU PONI

pMetLuc-
Reporter
4090 bp

» mu
\

Sekil 3.7 ‘nin devami
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Sekil 3.8: pMetLuc vektorine klonlanan PON1 geninin Sal1 ve Not 1 ile kontrol
kesim sonucu jel gérintist M : 1 kb marker ,1 :1.koloni kesimi, 2: 2.koloni kesimi, 3:
3.koloni kesimi, 4: 4. Koloni kesimi, 5: 5.koloni kesimi, 6: 6. Koloni kesimi, 1a :
1.koloninin miniprebi, 2a : 2.koloninin miniprebi, 3a : 3.koloninin miniprebi, 4a :

4 koloninin miniprebi, 5a : 5.koloninin miniprebi, 6a : 6.koloninin miniprebi.

Daha 6nceden pMetLuc haberci MCS bdlgesine klonlanmis olan 154 bg
buyukligindeki CAIX promotor boélgesi Bgl Il ve Pst 1 enzimleri ile gikarilarak PON1
boélgesini iceren pMetLuc haberci vektorine klonlandi. Bu enzimleri segerken hem
PON1 genini hem de CAIX promotorunu kesmemesine dikkat edildi. Bunun icgin ilk
once CAIX promotor dizisi ve pMetLuc vektoru kesilerek jelden geri kazanildi. Daha
sonra de ayni enzimlerle kesilen bu iki parca 1 gece +4°Cde ligasyona birakildi.
Ligasyon Urtuna E.coli DH10B hdcrelerine transforme edildi. Kanamisin iceren LB
agarl petrilere transformasyon yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37°C'de
inklibasyona birakildi. Olusan kolonilerden 4 tanesi LB sivi besiyerine tek koloni
ekimi yapildi ve hicreler ¢cogaltildi. Plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit
DNA izolasyonu yapildi ve Bgl Il ve Pst 1 restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol

yapildi. Kesim sonuglari agaroz jelde yuruttldi. Sekil 3.8 de goruldugu gibi ekilen 4
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koloniden 4 tanesinde bulunan vektdor rekombinanttir ve insan PON21 dizisini

icermektedir.

-— .. e
= a;;:go
Q

500 s

- 250 M 3 3a 4 43

—— ot e

Sekil 3.9: pMetLuc vektorine klonlanan CAIX promotorunun Bgl Il ve Pst 1 ile
kontrol kesim sonucu jel gortinttiisi M : 1 kb marker ,1 :1.koloni kesimi, 2: 2.koloni
kesimi, 3: 3.koloni kesimi, 4: 4. Koloni kesimi,1a: 1.koloninin miniprebi, 2a:

2.koloninin miniprebi, 3a: 3.koloninin miniprebi, 4a: 4.koloninin miniprebi.

3.3 Transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesinde PON1’in kullanim
Transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesi icin yukarida detayl olarak nasil

rekombinant hale getirildikleri basamak basamak aciklanan vektorler ile kontrol

vektorleri kullaniimistir. Vektorlerin sematize edilmis hali sekil 3.9 da verilmistir.
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1)

pMetLuc
— KONTROL
MCS LUSIFERAZ
2-)
pMetLuc+PON1
I
MCS PON1
3-)
CAIX pMetLuc + CAIX
I
LUSIFERAZ
4.)
CAIX
pMetLuc +
.- |
CAIX+PON1

PON1

MCS SEAP

SEAP KONTROL

Sekil 3.10: Transfeksiyonda kullanilan vektorler

Sekil 3.9 da gdsterilen vektorler kullanilarak hepatoma (Hep3B) hiicrelerine

kalsiyum fosfat prespitasyon metodu ile transfeksiyonlar yapilmis ve 48 ve 72 saat

sonuglari analzi edilmistir.

Lusiferaz enzim aktivitesini belirlemek icin Clontech Ready-To-Glow™

Secreted Luciferase System kullanildi. Olglimler Luminoskan Ascent marka

luminometre ile alindi. Lusiferaz aktivitesi SEAP aktivitesine oranlanarak sonuclar

normalize edildi. Transfeksiyon sirasinda transfeksiyon etkinliginin analiz edilmesi

amaciyla 0,5 ug SEAP (secreted alkaline fosfatase) vektoru de transfekte edildi.
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pMetLuc kontrol

10

Lusiferaz Aktivitesi

48 saat 72 saat
Zaman

B pMetLuc kontrol

Sekil 3.11: pMetLuc kontrol vektoranun (1 numarali konstrakt-gekil 3.9)

lusiferaz sonuglari

SEAP kontrol

SEAP Aktivitesi

48saat 72saat
Zaman

m SEAP kontrol

Sekil 3.12: SEAP kontrol vektérinin (5 numarali konstrakt-sekil 3.9) seap

sonuglari
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154 bg¢

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4 48 saat
0,3
0,2
0,1

W 72 saat

Lusiferaz Aktivitesi

154bg 0,5 ug DNA 154 bg¢ 1 pg DNA 154 bg 2 pg DNA
Zaman

Sekil 3.13: 154 bg promotor pargasinin (3 numarali konstrakt-sekil 3.9)

lusiferaz sonuglari

154 bg¢

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3 48saat
0,2 W 72saat

SEAP Aktivitesi

0,1

154bg 0,5 ug DNA  154bg¢ 1 pg DNA 154 bg 2 pg DNA
Zaman

Sekil 3.14: 154 bg promotor pargasinin (3 numarali konstrakt-sekil 3.9) seap

sonugclari
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154 bg¢

1,4
1,2

0,8
0,6 48saat
0,4 W 72saat

0,2

Lusiferaz/SEAP Aktivitesi

154bg 0,5 ug DNA  154bg¢ 1 pg DNA 154 bg 2 pg DNA
Zaman

Sekil 3.15: pMetLuc vektori iginde bulunan CAIX promotorunun (3 numarali
konstrakt-sekil 3.9) Lusiferaz/SEAP aktivitesi optimizasyon sonuglari (0,5 ug, 1 ug
ve 2 ug)

PON1

[EEY
~
= [

=
co

pMetLuc+PON10,5 pg
DNA

=
o)

SEAP Aktivitesi
\-D
I~

B pMetLuc+PON1 1 pug DNA

o
L]

24 saat 48 saat 72 saat

o

Zaman

Sekil 3.16: pMetLuc vektorineden lusiferaz geni gikartilarak yerine PON1 geninin

klonlanmasi ile olusturulan 2 numarali konstrakt igin (sekil 3.9) seap sonuglari.
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SEAP Aktivitesi

PON1+154 bg

0,8
0,6
0,4
0,2
0 |
24 saat 48 saat 72 saat
Zaman

pMetLuc+PON1+CAIX 0,5

pg DNA

H pMetLuc+PON1+CAIX 1

pg DNA

Sekil 3.17: PON1 geni ve CAIX promotorunu igeren pMetLuc vektoérinin(4 numaral

konsrakt-sekil 3.9 )seap sonuglari

lpg
pMetLuc +PON1 0,5 ug DNA DNA
1.6l¢lim |0,484 0,595 0,46 0,406 0,45 0,507
2.6lgiim | 0,496 0,604 0,482 0,431 0,476 0,544
Fark 0,012 0,009 0,022 0,025 0,026 0,037
pMetLuc 1pug
+PON1+CAIX 0,5 ug DNA DNA
1.6l¢im | 0,444 0,406 0,483 0,478 0,552 0,508
2.0lgiim | 0,466 0,458 0,513 0,492 0,567 0,523
Fark 0,022 0,052 0,031 0,014 0,024 0,015
Sekil 3.18: 1 ug ve 0,5 uyg PON1 ve PON1+CAIX un 24 saat
spektrofotometre aktivite sonuglari
lpg
pMetLuc +PON1 0,5 ug DNA DNA
1.6l¢lim | 0,534 0,574 0,788 0,461 1,935 1,179
2.6lgciim | 0,54 0,578 0,802 0,48 1,867 1,409
Fark 0,006 0,004 0,014 0,019 -0,068 0,23
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pMetLuc 1ug
+PON1+CAIX 0,5 ug DNA DNA
1.6l¢gim | 0,573 0,956 0,568 0,601 0,606 0,517
2.0l¢iim | 0,607 1,04 0,596 0,617 0,625 0,56
Fark 0,034 0,084 0,028 0,016 0,019 0,043
Sekil 3.19: 1 ug ve 0,5 ug PON1 ve PON1+CAIX un 48 saat spektrofotometre
aktivite sonuglari
lpg
pMetLuc +PON1 0,5 ug DNA DNA
1.6l¢iim | 0,494 0,439 0,444 1,385 0,399 0,438
2.0lgim | 0,498 0,441 0,455 1,334 0,41 0,444
Fark 0,004 0,002 0,011 -0,051 0,011 0,006
pMetLuc 1ug
+PON1+CAIX 0,5 ug DNA DNA
1.6l¢lim |0,52 0,54 0,417 0,442 0,467 0,443
2.6lgiim | 0,529 0,584 0,43 0,461 0,488 0,476
Fark 0,009 0,044 0,013 0,019 0,021 0,033
Sekil 3.20: 1 yg ve 0,5 yg PON1 ve PON1+CAIX un 72 saat spektrofotometre
aktivite sonuglari
N.K-1.KUYUCUK N.K-2.KUYUCUK N.K N.K-
1.KUYUCUK | 2.KUYUCUK
1.6lgiim 0,972 0,772 1.6lciim | 0,449 0,744
2.6lgiim 1,044 0,793 2.6l¢lim | 0,465 0,803
Fark 0,072 0,021 Fark 0,016 0,059
48 SAAT 72 SAAT

Sekil 3.21: Negatif kontrollerin(N.K) 48 ve 72 saat spektrofotometre aktivite

sonuglari
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Transkripsiyonel aktiviteler transfeksiyondan 24, 48 ve 72 saat sonra
medyumdan alinan érnekler ile belirlendi Buna gbre sekil 3.10 ve 3.11 goéruldigu
gibi pMetLuc kontrol ve SEAP vektorlerindeki zamana bagl aktivitedeki artig
transfeksiyonun etkin bir sekilde galistigini gostermektedir. Sekil 3.15 da PON 1
geni iceren pMetLuc vektoru ile Sekil 3.16 de PON1 geni ve CAIX promotoru iceren
pMetLuc vektorlerinin SEAP vektoru ile kotransfeksiyonlari sonucu elde edilen seap
aktivitesi verilmigtir. Grafiklerde de goruldugu Uzere seap aktivitesi oldukga yuksektir
ve transfeksiyonunun etkin bir gekilde caligtigini gostermektedir. Ancak tablolarda
goéruldigu gibi, bu hicre gruplarindan spektrofotometrik olarak PON1 enzim
aktivitesinin tayin edilememistir. Herhangi bir islem yapilmamis olan negatif kontrol

gruplari ile karsilastirldiginda aktiviteler arasinda belirgin bir farklilik gézlenmemistir.

34 Protein analizleri

3.4.1 1Insan PON1 geninin ekspresyon vektoriine Alt Klonlama

Yapilmasi ve E.Coli’ye Transformasyonu

pGEM-T Easy vektorine klonlanan insan PON1 fonksiyonel protein
aktivitesinin belirlenecegi pET-30a ifade vektdrine alt klonlama yapildi. Bu amacla
oncelikle kesim sonucu olusan bantlar jelden geri kazanildi. Daha sonra Sal 1 ve
Not 1 enzimleriyle kesilmis olan pET-30a vektoru ile jelden geri kazanilan insan
PON1 geni bir gece +4°Cde ligasyona birakildi. Ligasyon Uriuni E.coli DH5a
hucrelerine transforme edildi. Kanamisin iceren LB agarli petrilere transformasyon
yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37°C'de inkiibasyona birakildi. Olusan
kolonilerden 2 tanesi LB sivi besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hicreler
cogaltildi. Plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi ve
Sall ve Not 1 restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol yapildi. Kesim sonuglari
agaroz jelde yuratuldu. Sekil 3.22 de goéruldigu gibi ekilen 2 koloniden 1 tanesinde

bulunan vektdr rekombinanttir ve insan PON1 dizisini icermektedir.
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Sekil 3.22: pET-30a vektorine klonlanan PON1 geninin Sall ve Not 1 ile kontrol

kesim sonucu jel gérintist M: 1 kb marker, 1: 1.koloni kesimi, 2: 2.koloni kesimi.

3.4.2 pET-30a vektorii ve icine klonlanan PON1 geninin BL21DE3

kompetent hiicrelere transformasyonu

Daha 6nceden plazmit izolasyonlari yapiimis olan pET-30a ve PON1 igceren
ekspresyon vektoéri pET-30a, BL21DE3 kompetent hicrelerine 5 pl kullanilarak
transformasyonu gergeklesti. Kanamisin igeren LB agarli petrilere transformasyon

yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37°C'de inkiibasyona birakildi. Olusan

kolonilerden 2 tanesi LB sivi besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hicreler

cogaltildi. Plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi.

3.4.3 Rekombinant proteinin ekspresyonu ve analizi

3.4.3.1 Ekspresyonun IPTG ile indiiklenmesi

Rekombinant plazmit ve pET-30a ifade vektdri ekspresyon amaciyla

BL_21(DE3) codon plus hucrelerine transforme edildi.100 pg/ml kanamisin igeren
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LB medyuma tek koloniden ekim yapilarak 16 saat 37 °C inkiibasyona birakilarak
onkultur hazirlandi. Hazirlanan bu onkaltirin 20 ml si 200 ml LB sivi besiyerine

inoklle edildi. 37 °C inklbasyona birakildi. Bakteri kuiltird 0Dz 0,6-0,8’e

ulastiginda son konsantrasyonu 1 mM IPTG ile induklendi. PON1 genini tasiyan
ornek 0,5 mM IPTG ve 1 mM IPTG olmak Uzere iki farkl sekilde 1 gece boyunca
indiklenmeye birakildi. Son konsantrasyonu yaklasik 250 uM olacak sekilde CaCl;

kiltire eklendi. inkiibatdrin sicakhigr 30°C ye indirilerek indiikleme siresi 16 saat

olacak sekilde calisildi.

3.4.3.2 Hiicrelerin Yikanmasi

indiikleme siiresi sonunda bakteri kiltiirii 3000 rpm de +4 °C de 10 dakika
santrifijlendi. Hucre pelleti ylkama tamponunda ¢ézlldikten sonra tekrar
santrifljlendi. Bu islem 2 kez tekrarlanmak hicreler yikanarak kurutuldu. -20 °C ye

kaldirildi.

3.4.3.3 Liziz Asamasi

Bakteriyel hlicre pelleti buz tzerine alinip ¢éziinmesi beklendi. 10 ml soguk
liziz tamponunda c¢odzllerek vortekslendi ve buzda inklbasyona birakildi. Son
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde PMSF eklendi. Taze olarak hazirlanmis 10
mg/ml lizozim stok solisyonundan 250 pl eklenerek oda sicakhginda 10 dakika
bekletildi. 30 mg/ml protamin silfat stok solusyoundan 1 ml eklenerek santrifdj tlpa
2 dakika slreyle alt st edildi. 3000 rpm de +4 °C de 10 dakika santriflij edilerek

Ustte kalan temiz kisim temiz bir tpe alindi.
3.4.3.4 SDS PAGE
Lizizleri yapilan BL_21(DE3) kompetan hucresi, pET-30a vektérid ve PON1

genini taglyan pET-30a protein seviyelerinin belirlenmesi amaciyla jele yuklendi.4

nolu 6rnekte 43 kDa seviyesinde bant tespit edildi.
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~35
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Sekil 3.23: SDS jel goruntist M: Marker, 1: BL_21(DE3) kompetan hdcresi, 2: pET-
30a vektoru, 3: 0,5 mM IPTG ile indiklenmis pet30a vektord igindeki PON1, 4: 1 mM
IPTG ile indiklenmis pET-30a vektori icindeki PON1

3.4.3.5 Western Blot

PONL1 ifadesinin SDS PAGE ile belirlenmesinin ardindan, klonlanan genin
protein dizeyinde var olup olmadigini belirlemek (zere western blot ¢alismasi
yapildi. Buna go6re proteinler bolim 3.4.3.3'de belirtildigi gibi elde edilerek
eperndoflara paylastiriip -80 “C de saklandi. Elde edilen proteinler SDS PAGE

yuklendi ve 1 gece +4 °C ‘de transfere birakildi. Transferden sonra protein

bandlarinin transfer olup olmadigini belirlemek icin SDS jeli transfer sonrasi
boyamaya alindi. Western blot bolum 2.2.3.16’da belirtildigi sekilde yapildi ve primer
antikor olarak 1: 500 dilisyonda His Tag antikoru (Qiagen) kullanildi. 2240 pg/ml
konsantrasyonda protein kullanilarak PON 1 proteininin isaretlanmesi yapildi. Deney

sonucunda 43 kDa buyukligundeki PON1 proteininin varligi tespit edildi.
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Gel ol Blot

Sekil 3.24: insan PON1 proteinin isaretlenmesinin film tizerinde gdsterimi.1:
BL_21(DE3) kompetan hticresi, 2: pET-30a vektorl icindeki PON1, 3: pET-30a

vektoru.
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4. TARTISMA VE SONUC

Calismanin ilk asamasi klonlama ve alt klonlamadan olusurken, diger
asamasi transfeksiyon ve protein analizinden ulugmaktadir. Klonlama basamagina
gecmeden oOnce elimizde bulunan PON1 genini igeren pcDNA3.1 vektort dizi
analizine gonderildi ve genin blyuklugu saptandi. Sonraki agsamada ise Sal1 ve Not
1 enzimleri kullanilarak primer dizayni yapildi. Sall ve Notl enzimlerinin
secilmesinin sebebi ise alt klonlama asamasinda pMetLuc haberci vektérinin

lusiferaz bolgesinin yine ayni enzimlerle kesilmis olmasidir.

Kalip olarak pcDNA3.1 vektoru kullanilarak PZR kuruldu ve istenilen
blyUklikteki (1068 bp ) PON1 geni ¢ogaltiimis oldu. Cogaltilan gen boélgesi pGEM-T
Easy vektorune klonlandi. Alt klonlama safhasinda ise, dncelikle olarak pMetLuc
haberci vektorinde bulunan lusiferaz geni Sall ve Not1 restriksiyon enzimleri
kullanilarak g¢ikarildi. Daha sonra boélum 3.2.4'de anlatildidi bigimde (sekil 3.6)
cikarilan bu bolgenin yerine pGEM-T Easy vektorunde bulunan PON1 geni yine ayni

enzimlerle kesilerek yapistirildi ve alt klonlanma tamamlandi.

Paraoksonaz enzimi ve PON1 geni ilgili ¢caligmalar literatirde genis yer
kaplamaktadir. Temel olarak paraoksonaz enzimi ilk olarak 1946 yilinda Abraham
Mazur tarafindan kegfedilmis ve sonraki yillarda insan serum paraoksonazi (PON1)
olarak isimlendirilmistir [1-4]. 1996 yilinda paraoksonaz aktivitesinden sorumlu bir
gen ailesinin oldugu belirlenmis ve PON1, PON2 ve PON3 olarak siralanmigtir
[14,21].

Bu genler blyuk yapisal benzerlikler gostermektedir ve ortak evrimsel
Oonculden gen dublikasyonlarinin meydana gelmesiyle olugur. Memeli turleri
icersinde PON1, PON2 ve PON3 aminoasit duzeyinde % 60, nukleotid dizeyinde %
70 benzerlik gosterir. PON1, PON2 ve PONS ile karsilastirildiginda 4. ekzonda
kodlanan 105 aminoasit iginde U¢ nukleotid rezidusuyle ayrilir [26, 27, 32]. Yapilan
calismalar PON1 geninin 7.kromozomun uzun Kkolu Uzerinde q21-g22 de
bulundugunu tespit etmigtir [14, 82].

ilk olarak memelilerde tanimlanan PON ve PON ile iligkili genler sonralari
kimes hayvanlari, zebra baligi ve omurgasizlardan Caenorhabditis elegans’ta
bulunmustur [26,31].

Enzim Uzerine yapilan calismalar daha c¢ok aktivite ile ilgili olurken

polimorfizim calismalari da oldukga fazladir. Paraoksonaz aktivite polimorfizminin
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molekiler temeli, PONT'in kodlanma bdlgesindeki kendiliginden olan mutasyonlar
sonucu iki aminoasitin yer degistirmesi ile baglantiidir. Bu mutasyonlarda birincisi
kodlanma bolgesindeki 192. kodonda glutaminden (Q) arjinine (R) olan degisimdir.
Kodlanma bolgesindeki ikinci degisim 55. pozisyonda I6sinden (L), metiyonine (M)
olan degisimdir. Bu mutasyonun PON7’in aktivitesi Uzerinde etkisi ¢ok az iken,
serumdaki protein seviyesini etkiledigi tespit edilmisti. PONT’in R allelinin
kodlandi§i proteinin paraoksan hidroliz aktivitesi Q allele gére sekiz kat daha
yuksektir. 1973'de Von Mallinckrodt ve arkadaslari tarafindan enzimin genetik
polimorfizm go6sterdigi ve enzim aktivitelerinin trimodal dagihma sahip oldugu
gosterilmistir. Daha sonra 1976’da Playfer ve arkadaslari PON1’in insanlar arasinda
dusuk, orta ve yuksek aktiviteye sahip polimorfik dagihm goésterdigini daha detayli
bulgularla agiklamistir [21,82-85].

Calismanin diger basamaginda PON1 geninin ifadesini saptamak icin gen,
ifade vektoru olan pET-30a vektoriine klonlandi. Daha sonra ise, hem PON1 genini
iceren pET-30a hem de bos pET-30a vektéri BL_21(DE3) Codon plus kompetent
hicrelerine transforme edildi. Ornekler SDS PAGE jeline yiiklenmeden oénce IPTG
ile indiklenmeleri yapildi, bunun yaninda paraksonoaz enziminin katalitik bélgesinde

Ca® iyonu bulundugu icin ekspresyon asamasinda PON1 genini igeren pET-30a
vektoriineCaCl;eklendi. Paraoksonaz aktivite igin Ca® iyonuna bagl 43 kDa

buyukliginde bir enzimdir [14, 86,87]. Bu asamadan sonra SDS PAGE jeline
ornekler yuklendi ve sonugta paraksonazin molekuler agirligi olan 43 kDa ‘a yakin
bir bant gdzlemlendi.

Bu durum gec¢miste yapilan galismalarla uygunluk géstermektedir. PON1 ‘in
minimum molekiler agirhdini Gan ve arkadaslar 43 kDa olarak saptamislarlardir
[14,87]. Bunun sebebi enzim yapisinda toplam molekuler agirhginin %15,8’i kadar
karbohidrat molekuld bulunmaktadir. Molekdl agirligr tasidigi karbohidrat zincirinin
varligina bagll olarak degismektedir. icerdigi bu karbohidrat zinciri enzimin
hidrolizme reaksiyonu igin gerekli degildir. Karbonhidrat molekulinin PON7T’in
¢6zUnarlGgina ve kararhigini arttirmada, zar yapisina baglanmada gérevlidir. PON1
enziminin molekudl agirligi tirden tire degismekte ve insan PON1 enziminin molekdl
agirhgi ile tavsan, sican ve koyun PON1 enziminin molekdl agirhdr benzerlik
gOstermektedir [14, 21,87-93].

ifade edilen PON1 western blot analizi ile analiz edildi. Bunun icin pET-30a

vektorine Ozel antikor ve bloklama tamponunu iceren His Tag kiti kullanildi.
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Membrani bloklama islemi 1 saat surerken 1: 500 dilisyonda olan antikorla
muamele 2 saat surdu. Caligma sonunda tek bir bant elde edildi ve bant protein
markerdan kontrol edilerek 43 kDa buyukliginde oldudu tespit edildi. Bdylece

klonlanan PON1 geninin ifade oldugu net bir sekilde anlasiimis oldu.

insan hepatoseliller karsinoma ve rat hepatoma hiicre dizilerinde,
peroksizom proliferatérleri ile aktive olan reseptér-alfa (PPARa) ligandlarinin
paraocksonaz 1 (PON1) enziminin ifadesine ve aktivitesine etkisi ve PPARa
ligandlarinin  kendi reseptér proteinlerinin  ekspresyonunu nasil etkiledigi
incelenmistir.  PONL1 aktivitesi paraokson ve fenilasetat hidrolizi Uzerinden
spektrofotometrik olarak degerlendirilirken, PON1 ve PPARa ekspresyonu ise
western blot yontemi ile degerlendirilmistir [94].

Calismanin asil amacini iceren son asama ise transfeksiyon deneylerinden
olusmaktadir. pMetLuc haberci vektériine klonlanan PON1 genini igeren vektor
transfeksiyonlar sirasinda kontrol olarak kullanilirken, 154 bg¢ blyulagindeki
promotor pargasini ve PON1 genini igeren pMetLuc haberci vektdrli ise asll
aktivitenin belirlenecegi vektor olarak kullanildi. Kullanilan haberci vektorin lusiferaz
bdlgesi ¢ikarilip yerine PON1 genini klonladigi icin érneklerin aktivite sonuglarini
alirken luminimetre yerine spektrofotometre kullanidi. Normalde lusiferaz geninin 6n
kismina klonlanan promotor boélgeleri bu c¢alismada PON 1 geninin &énidne

klonlanarak aktivite 6lcimunde lusiferaz geni elimine edildi.

Lusiferaz iceren salinan haberci sistemlerin ¢alisma mantigdinda, kiltirde
blayGtilen hicreler deney kurmaya hazir hale geldikten sonra kalsiyum fosfat
pretipitasyon yontemiyle érnekler hiicrelere transfekte edilir ve genelde 24, 48 ve 72
saat aralikla sonuglar medyumdan alinir. Sonug alinirken diger haberci vektorlerde
hicre kazima metodu kullanilirken pMetLuc haberci vektorlerinde medyum kullanilir.
Bunun sebebi ise vektorin kiltir medyumuna salinmasidir. Bu durum sonug alirken
buyuk kolaylhk saglar. Alinan sonuglar ise lusiferaz subsratlar kullanilarak
lGmanimetre de okutulur. Bu ¢aligmada ise lusiferaz yerine paraksonaz kullanildigi
icin  promotor  aktivitesi  spektrofotometreden  belirlenir.  Spektrofotometre
kullaniimasinin en buylk avantaji ise pahali solUsyonlar gerektirmemesi ve

lGmunimetre cihaz ihtiyacini ortadan kaldirmasidir.

Calismada yapilan transfeksiyon deneyinde PON1 iceren pMetLuc
vektorlerinin diginda transfeksiyonun etkinligini belirlemek amaciyla SEAP vektoru,

pMetLuc kontrol vektorl, gugli bir promotor pargasi igeren pMetlLuc vektori
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kullanildi. Bunun yaninda higbir vektorle transfekte edilmemis hiicreler de kullanildi.
Calisilan tim drneklerin transfeksiyon agsamasinda SEAP sollsyonu kullanildigi igin
SEAP aktivitesine bakildi ve degerler grafik haline getirilerek degerlendirildi. Bunun
yaninda PONL1 bdlgesini icermeyen o&rneklerin lusiferaz aktivitelerine bakildi ve
degerlendirildi. Bu sonuglar sonunda transfeksiyonun etkinligi tespit edildi ve anlaml

degerler elde edildi.

Diger tarafdan ise PON 1 bélgesini iceren érneklerin 412 nm absorbansa 37

°C ‘de sicaklkta 1 dakika arayla spektrofotometre de aktivitelerine bakilmigtir.

Salinan haberci lusiferaz sistemi, Okaryotik promotorlarin ve enhensirlarin
sistematik analizleri icin salinan haberci lusiferaz sistemi bir aragtir. Sistem,
medyum supernatanti kullanarak hicreleri liziz etmeden, promotor ve enhersirlarin
aktivitesini gosteren haberci bir molekil olan salinan Metridia lusiferazi kullanir.
Hucreler ilgili haberci vektor ile transfekte edilir ve deneye hazir hale gelene kadar
kiltire alinir. indlkleyici eklendiginde haberci molekiil ifade olur ve hiicre disina
supernatantin icine salinir. Lusiferaz subsratt medyum slpernantina eklenir ve
salinan lusiferaz aktivitesi igin hicre liziz basamagina ihtiya¢ duyulmadan, basit,
duyarli, liziz ve radyoaktif olmayan bu sistem kullanilarak pMetLuc haberci gen
ifadesi belirlenir. Deney direkt olarak kultir icinde ya da slipernatant paylastirilarak

diger kuyucuklu plakaya transfer edilerek yapilabilir [81].

Salinan haberci sistemleri igin alternatif bir yontemin olusturulmasini
amaglayan tezimiz kapsaminda, lusiferaz yerine paraksonaz geni kullanilarak, zaten
avantajli olan sistemin daha ucuz ve kitlerden bagimsiz olarak ¢alismanin mumkudn
olmasi amaclanmistir. Ozellikle sonuclarin spektrofotometrik olarak belirlenebilecek
olmasi en 6nemli avantajlardan bir tanesidir. Lusiferaz aktivitesinin luminometrik
olarak belirlenebiliyor olmasi cihazin birgcok laboratuarda bulunmamasi nedeniyle
kisitlayici bir faktordur. Ancak spektrofotometre genel olarak bitun molekuler
biyoloji, genetik ve biyokimya laboratuarlarinda bulunan genel bir cihazdir. Ayrica
paraksonazin substrati olan paraoksanin da ucuz olmasi ve kolay elde edilebilir
olmasi sistemin diger énemli avantajlarindandir. Lusiferazin substrati olan lusiferin
oldukg¢a pahalidir ve bu sistemde kite bagiml olarak ¢alismak ¢alismalarin maliyetini

artirarak arastiricilari zorlamaktadir.

Sonu¢ olarak tezimiz kapsaminda PON1 geni ve CAIX promotoru
klonlanarak rekombine edilmis bir vektdr sistemi dizayn edilmistir. Ayrica pET30.a
vektorine klonlanan PON1 proteinin varligi hem SDS analizi hemde western blot ile

gosterilmistir. Hazirlanan rekombinant vektdrler ve kontrol vektdrleri kullanilarak
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yapilan transfeksiyon galigmalari ile de transfeksiyon etkin bir sekilde gergeklestigi
gOsterilmistir.  Ancak  paraksonaz  aktivitesinin  spektrofotometrik  olarak
belilenememis olmasi hucre medyumunda PON1 in yeterli seviyede olmadigini
dusundurmektedir. Bu konuda optimizasyonlarin yapilmasi gelecek c¢alismalar igin
yapilacak hedeflerimiz arasindadir. Yine PON1’in hiicre medyumuna salindigindan
emin olunmasi igin hlcre medyumundan protein analizlerinin de yapilmasi
gerekmektedir. Tezimiz kapsaminda yapilan calismalar 6zellikle transkripsiyonel
aktivite calisan arastiricilar icin alternatif bir vektdr sisteminin gelistiriimesini
amagladidi icin oldukga 6nemlidir ve bu konuda elde edilen ilk veriler olmasi
acaisindan c¢ok onemlidir. Ayrica calismalarimiz bu konuda yapilacak gelecek

calismalara isik tutacak niteliktedir.

Ozet olarak tezimiz kapsaminda sirasiyla asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1. PON1 geninin pMetLuc vektoriine alt klonlamasi: Dragomir Draganov,
MD, Phd'den temin edilen pCDNAS3.1 vektérl icinde bulunan PON1 geni
PZR dayal strateji ile cogaltilarak pGEMTeasy vektériine klonlandi. ilk
olarak pMetLuc vektérindeki lusiferaz gen bolgesi restriksiyon kesimleri ile
uzaklastirildi. Lusiferaz geni yerine pGEMTeasy vektorinden kesilerek
cikartilan PON1 geni klonlandi. ikinci asamada ise pMetLuc vektéri igindeki
MCS bdlgesine, CAIX promotoruna ait en kuglk konstrukt olan [-116/+38]
baz ciftlik bolge klonlandi.

2. insan PON1 geni ifadesinin validasyonu: Bu amacla pGEMTeasy
vektoriindeki PON1 geni pET30a ifade vektérline alt klonlamasi yapildi.

Protein analizler SDS page ve western blot ile dogrulandi.

3. Transfeksiyon analizleri: PON1 geni ve CAIX promotorunun klonlanmasi ile
modifiye edilen pMETLuc vektorli, SEAP vektori, CAIX promotoru ve
Lusiferaz geni iceren modifiye edilememis pMetLuc vektorl, lusiferaz geni
iceren ancak promotor icermeyen pMetLuc kontrol vektoérleri kullanilarak
karaciger hucre hattina (Hep3B) transfeksiyonlar yapildi. Transfeksiyon
sonuglari hem luminometrik hem de spektrofotometrik olarak olculdi ve

analiz edildi.
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6. EKLER

EK A Kullanilan markerlar

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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Sekil 0.1: Fermentas 1 kb DNA marker
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GeneRuler™ 50bp DNA Ladder

0’GeneRuler™ 50bp DNA Ladder,
ready-to-use
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5% polyacrylamide

0.5 pg/lane, 20 cm lenath gel,
1XTAE, 8 Vfem, 3 h

Sekil 0.2: Fermentas 50 bp DNA marker
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Images are from a 4-20% Tris-glycine gel (SDS-
PAGE) and subsequent transferto membrane

Sekil 0.3: Pageruler protein markerlari (Thermo)

76



77





