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OZET

TSPANS GENININ TRANSKRIPSiYONEL REGULASYONUNUN
AYDINLATILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
GAMZE GUNGOR
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANIL:YRD. DOC. DR. HATICE YILDIRIM)

BALIKESIR, OCAK - 2017

Tetraspanin ailesi birgok fizyolojik ve patolojik siirecte yer almaktadir.
Tetraspaninler hiicresel seviyede hucrelerin adezyonu, migrasyonu, proliferasyonu
ve flzyonunu dizenlemektedir. Tetraspanin ailesinin bir Uyesi olan TSPANS
geninin tlimor metastazi ile iliskili oldugu bilinmektedir. TSPANS geninin fazla
miktardaki ekspresyonunun sindirim sistemi kanserlerinde kotu prognoz ile iligkili
oldugu belirlenmistir. TSPANS8 geninin transkripsiyonel regulasyonunun
belirlenmesi, genin tiimoér biyolojisi iizerindeki etkilerinin mekanizmasinin
aydinlatilmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir

Bu c¢aligmada, insan TSPANS geninin transkripsiyonel regiilasyonunun
belirlenmesi amaciyla, dort farkli uzunlukta (-1540 / + 41, -1048 / +41, -398 /+41,
-145/+41) promotor pargast lusiferaz haberci vektorlerine klonlanmis ve dizi
analizi ile kontrol edilmistir. Bazal promotor aktivitesi MIA-PaCa-2 pankreas
kanseri hiicrelerinde gegici transfeksiyon analizleri ile dl¢iilmiis ve [-1540 /+ 41]
b¢ uzunlugundaki promotor pargasi en yiiksek bazal aktivite gdstermistir. Interlokin
6 (IL-6) sitokinin MIA-PaCa-2 hiicrelerinde normal oksijen kosullar1 ve hipoksik
kosullarda 24 ve 48 saatte mRNA ve protein seviyesinde TSPANS ekspresyonunda
degisiklige sebep oldugu belirlenmistir. TSPANS8 promotor parcalarinin transfekte
edildigi hiicrelere IL-6 uygulamasimin da transkripsiyonel aktivitede azalmaya

neden oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: TSPANS, transkripsiyonel regiilasyon, kanser,
sitokin, IL-6.



ABSTRACT

EVALUATING THE TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF TSPAN8
GENE
MSC THESIS
GAMZE GUNGOR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. HATICE YILDIRIM)

BALIKESIR, JANUARY 2017

Tetraspanins take part in a variety of physiological and pathological
processes. At the cellular level, tetraspanins modulate cell adhesion, migration,
proliferation and fusion. It is known that TSPANS8, a member of tetraspanin
superfamily, associate with tumor metastasis. The expression of TSPANS is linked
to poor prognosis of digestive system cancers. Therefore, it is so important to
elucidiate the regulation of TSPANS gene that it is so crucial in tumor biology.

In this study, four truncated promoter constract (-1540/+ 41, -1048/+41, -
398/+41, -145/+41) of TSPANS8 gene was cloned into reporter vector including
luciferase enzyme to determine transcriptional regllation of TSPANS8 gene the
promoter region of and checked by sequence analyzer. Transient transfection has
performed in MIA-PaCa-2 pancreas cancer cell lines using promotor constructs and
analyzed. Basal promoter activities are measurued by transient transfection analysis
and [-1540 /+ 41] bp promotor region showed highest basal activity. Interlokin 6
(IL-6) cytokine is applied to MIA-PaCa-2 cells under the normoxia and hipoxia
conditions. It is determined that TSPANS expression in mMRNA and protein levels
changed at 24 and 48 hours after stimulation. Also, application of IL-6 cytokine to
TSPANS transfected cells resulted in decrease of transcriptional activity in both

normoxic and hypoxic conditions.

KEYWORDS: TSPANS, transcriptional regulation, cancer, cytokine, I1L-6.
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1. GIRIS

1.1  Transkripsiyonel Regllasyon

Okaryotik organizmalarda gen ekpresyonunun farkl1 sekillerde diizenlenmesi,
bir¢ok hiicresel islevin ve farklilasmanin temelini olusturmaktadir. Cok hiicreli bir
organizmanin biitiin hiicreleri ayni genetik materyale sahip olsalar dahi, hicre tipleri
farkli fonksiyonlar1 yerine getirmektedir ve ¢evreden gelen sinyallere farkli sekillerde
cevaplar vermektedir. Hiicreler ayni genetik bilgiye sahip olmalarina ragmen, bu bilgi
her hiicre tipi igin farkli sekillerde islenmektedir. Organizma gen ekspresyonunun
kontrol edilmesi sayesinde, belirli bir hiicre tipi igin belirli bir gen takimini, farkli
hiicre tipi i¢in ise diger farkli gen takimini ¢alistirabilme yetenegine sahip olmaktadir.
Cok hiicreli organizmalarda gen regiilasyonu, genomun 6zgiin kisimlarini etkin hale
gecirirken, diger genleri baskilayan kontrol mekanizmalari ile ifade edilmektedir. Gen
ekspresyonun siki bir sekilde kontrol edilmesi, hiicrelerin ¢cevreden gelen uyarilara ve
metabolik ihtiyaglarina cevap verilmesi yani gelisiminin ve farklilagmasinin da

kontroli anlamina gelmektedir [1,2].

DNA’ da sifrelenmis olarak bulunan genetik bilginin proteine doniistiiriilmesi
sireci, DNA’ nin RNA’ ya transkribe edilmesi, RNA’ nin islenmesi, protein sentezi
(translasyon) ve post-translasyonel —degisikliklerin  yapildigt  asamalardan
olusmaktadir. Bu agamalarin her birinde gen ekspresyonunun kontrolt mimkin olsa
da, hiicrelerde mutlak gerekli olan ve maksimum enerji tasarrufu agisindan da 6nem
teskil eden transkripsiyon basamagindaki kontrol en yaygin olamidir ve genlerin
cogunlugunda bu  basamakta regiilasyon yapilmaktadir.  Transkripsiyon
basamagindaki kontrol genin ifade olup olmayacagina dair karar verilen kontrol

asamasi olarak da agiklanabilir [1,3,4].

Okaryotlarda gen ekspresyonunun kontrolii bakterilerden daha kompleks
olmasina ragmen, ayni temel prensipler uygulanir. Bakterilerde oldugu gibi, dkaryot

hiicrelerde de transkripsiyon spesifik regiilator dizilere baglanan ve RNA polimeraz



aktivitesini degistiren proteinler tarafindan kontrol edilmektedir. Cok hiicreli
organizmalarin farklilagsmis hiicre tiplerinde, gen ekspresyonunun diizenlenmesinin
kompleks gorevi ilk olarak birkag farkli transkripsiyonel regiilator proteinin birlikte

hareketi ile tamamlanmaktadir [5].

1.1.1 Cis-Acting Regiilator Diziler: Promotorlar ve Enhansirlar

Bakterilerde transkripsiyon, bitisigindeki genlerin transkripsiyonunu kontrol
eden cis-acting dizilere (6rn, lac operonu) proteinlerin baglanmasi ile
dizenlenmektedir. Benzer cis-acting diziler okaryotik genlerde de mevcuttur ve
ekspresyonu dizenlerler. Bu diziler memelilerde klonlanmakta olup, genlerin tahmin
edilen regllator bélgelerinin aktivitesini belirlemek icin gen transferi analizlerinin
kullanilmastyla biiyiik dlgiide belirlenmis durumdadir. Okaryotik genin regiilator
dizisi kolaylikla tespit edilebilir bir enzim kodlayan bir haberci vektor igerisine
klonlanir (Sekil 1.1). Sonugcta elde edilen plazmit kiiltiirde biiyiitiilmiis alict hiicrelerin
icine transfer edilir. Boylece aktif bir regllator dizi haberci genin transkripsiyonunu
yonlendirmektedir ve ekspresyonu transfekte edildigi hiicrelerde belirlenebilmektedir.
Biyolojik olarak aktif regiilator bolgeler boylece tanimlanabilir ve in vitro mutagenezis

ile bu bolgenin igindeki spesifik diziler belirlenebilir [5].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3221/

Regulator dizi

Raportoér gen

Plazmit
DNA

1 Alict hicrelere transfeksiyon

Raportor gen ekspresyonu

Sekil 1.1: Okaryotik regiilatér dizilerin belirlenmesi [5].

Okaryotlar RNA polimeraz I, 1l ve 11l olmak iizere ii¢ farkli smifa sahiptir.
Butin mRNA molekdlleri RNA polimeraz II tarafindan sentezlenmektedir [6]. RNA
polimeraz II tarafindan transkribe edilen genler, genel transkripsiyon faktorleri icin
spesifik baglanma bolgesi olarak hizmet eden TATA kutusu ve baslatici eleman (Inr)
olmak iizere iki core promotor elamanina sahiptir. Diger cis-acting diziler, bireysel
genlerin ekspresyonunu kontrol eden diizenleyici faktorlerin biiyiik bir kismi igin
baglanma bolgesi olarak gorev yapmaktadir. Bu cis-acting diizenleyici diziler daima
olmasa da sik bir sekildedir ve TATA kutusunun yukari kisminda lokalize olmuglardir.
Ornegin, birgok dkaryotik gende bulunan iki diizenleyici dizi, timidin kinaz kodlayan
herpes simplex virlis geninin promotorunun calisilmasiyla belirlenmistir (Sekil 1.2).
Bu dizilerin ikisi de TATA kutusunun 100 baz c¢ifti yukarisinda yerlesim
gostermektedir. Konsensus dizileri (GC kutusu olarak da adlandirilan) CCAAT ve
GGGCGG’dir. Bu dizilere baglanan ve transkripsiyonu uyaran spesifik proteinler

belirlenmis durumdadir [5].

—» mMRNA

Sekil 1.2: Okaryotik promotor 6rnegi [5].



Herpes timidin kinaz promotorundaki CCAAT ve GC kutularinin basit
organizasyonunun nispeten aksine, memeli htcrelerinde bircok gen transkripsiyon
baslama bolgesinden daha da uzakta (bazen 10 kilobazdan daha fazla) bulunan
diizenleyici diziler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu diziler enhansirlar olarak
adlandirilir ve baska bir viriis olan SV40’1n promotorunun calisilmasi sirasinda 1981
yilinda Walter Schaffner tarafindan belirlenmistir (Sekil 1.3). Bir TATA kutusu ve alt1
GC kutusu takimina ek olarak daha yukarida bulunan iki 72 baz cifti tekrarlarinin
promotordan etkili bir transkripsiyon i¢in gerekli oldugu bulunmustur. Bu dizilerin
SV40’m yanisira diger promotorlarda da transkripsiyonu uyardigi belirlenmistir ve
sasirtict bir sekilde bu bdlgenin aktivitesinin ne transkripsiyon baglama bolgesine olan
uzakligina ne de oryantasyonlarmma bagl olmadigi gorilmiistir. (Sekil 1.4).
Promotorun asagisinda ya da yukarisinda, oryantasyon olarak ileride veya geride

bulunduklar1 zaman transkripsiyonu uyarabilmektedirler [5].

= MRNA
" Enhansir ‘-|' IL' Promotor N v
[ E .E -l ERE R E B [ TATAAL 1 ]
| 1 E 11 W 11 W 7

72 baz ¢ifti tekrarlar GC kutulan +1

Sekil 1.3: SV40 enhansiri [5].

—» Bazal transkripsiyon
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:"E'E’tbf':‘ —— ]
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r—* Uyanimig transkripsiyu}\
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—* Uyanimis transkripsiyon

Sekil 1.4: Enhansir bolgesinin transkripsiyona etkisi. Bir enhansir olmadan, gen diisiik bazal seviyede
transkribe edilir (A). Bir enhansir eklendiginde (Ornegin E enhansiri, SV40 72 baz gifti tekrarlarr)
transkripsiyonu uyarir. Enhansir promotorun yukari kisminda yer aldigi zaman degil (B) ayni
zamandatranskripsiyonel baslangi¢c bolgesinden hem asagida hem yukarida ekli oldugu zaman da
aktiftir (C ve D). Ayrica, enhansirlar hem ileri hem geri oryantasyonda aktiftir (E) [5].
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Ik olarak enhansirlarin fonksiyonlarini yerine getirme yeteneklerinin
promotorlarinkinden farkli bir mekanizma ile ¢alistig1 6ne siiriilmiistiir. Fakat, daha
sonra durumun boyle olmadigi goriilmistiir. Enhansirlar da promotorlar gibi, RNA
polimerazi diizenleyen transkripsiyon faktorlerini baglayarak islev gormektedir. Bu
DNA kivrilmasiyla miimkiindiir (Sekil 1.5). Enhansirlara baglanan transkripsiyon
faktorleri promotora baglanan diger proteinler ile etkileserek, transkripsiyonu

artirmaktadir [5].

DNA Halkasi

Spesifik
transkripsiyon
faktorleri

Sekil 1.5: DNA’nin kivrilmasi [5].

1.1.2 Transkripsiyonel Regulator Proteinler

Cesitli trankripsiyonel regiilatdr proteinlerin izolasyonu, bu proteinlerin
promotor ya da enhansir dizilere spesifik olarak baglanmasina dayanmaktadir. Bu
DNA dizilerine protein baglanmasi yaygin olarak iki farkli yontem ile analiz
edilmektedir. Ilki prokaryotik promotorlarina RNA polimerazin prokaryotik
promotorlere baglanmasi ile baglantili olarak daha Once tarif edilmis olan
“footprinting”dir. ikinci yaklasim ise radyoaktif isaretlenmis bir DNA fragmentinin
bir protein preperat: ile inkiibe edildigi ve daha sonra denatiire edilmeyen bir jel
vasitasiyla elektroforez islemine tabi tutuldugu electrophoretic-mobility shift assay
(EMSA) olarak adlandirilan yontemdir (Sekil 1.6). Protein baglanmasi, DNA
fragmentinin elektroforetik hareketliliginde bir azalma olarak algilanmaktadir, zira jel
icerisinde DNA migrasyonu protein baglanmasi ile yavaslatilir. “Footprinting” ve
EMSA yontemlerinin birlikte kullanilmasiyla, promotor ve enhansirlarin diizenleyici

elemanlar ile protein baglanma bolgelerinin iliskisine neden oldugu ve bu dizilerin



genellikle spesifik DNA-baglanma proteinlerinin tanima bdolgesini olusturduklar
gosterilmistir [5].

DNA fragmenti /!

Protein O

Protein ile Protein clmadan
inkubasyon inkibasyon

Elektroforez
Otoradyografi

DNA-Protein kompleksi j—

Protein DNA'ya
baglanir__

Serbest DNA —_— _—

Sekil 1.6: Electrophoretic-Mobility Shift Assay (EMSA) [5].

Okaryotik transkripsiyon faktérlerinin prototiplerinden biri, Robert Tjian ve
meslektaglar1 tarafindan SV40 DNA’smin transkripsiyon caligmalar1 sirasinda
tanimlanmistir. Spl (specificity protein 1) olarak adlandirilan bu faktoriin SV40
promotorunda transkripsiyonu uyardigi bulunmustur. Daha sonra Spl tarafindan
transkripsiyonun uyarilmasinin SV40 promotorunda GC kutularinin bulunmasina
bagli oldugu bulunmustur. Bu diziler yok edildiginde Spl tarafindan uyarilmaninda
ortadan kalktig1 goriilmiistiir. Ayrica, “footprinting” deneyleri ile Spl' in GC kutusu
dizilerine spesifik olarak baglandig: tespit edilmistir. Biitiin bu sonuglar birlikte ele
alindiginda, GC kutusunun bir transkripsiyonel aktivator olan Spl i¢in spesifik bir
baglanma bolgesini temsil ettigi ortaya ¢ikmaktadir. Benzer deneyler, CCAAT dizisi
ve immiinoglobiilin enhansirin gesitli dizi elemanlarini igeren ve ayni zamanda
spesifik DNA-baglama proteinleri i¢in tanima bdlgelerini temsil eden birgok baska

transkripsiyonel regiilatér dizinin oldugunu géstermistir (Tablo 1.1) [5].



Tablo 1.1: Bazi transkripsiyon faktorleri ve baglanma bolgeleri [5].

Transkripsiyon Faktoru Konsensus Baglanma Dizisi
Specificity protein 1 (Spl) GGGCGG
CCAAT/Enhancer Binding Protein (C/EBP) | CCAAT

Activator Protein 1 (AP1) TGACTCA

Octamer Binding Proteins (OCT-1 ve OCT-2) | ATGCAAAT

E-box Binding Proteins (E12, E47, E2-2) CANNTG?

a,N: Herhangi bir niikleotidi belirtir.

1.1.3 Transkripsiyonel Aktivatorlerin Yapisi ve Fonksiyonlar:

Transkripsiyon faktorleri gen ekspresyonunun regilasyonu igin odak nokta
olduklarindan dolay1 onlarin mekanizmasini anlamak, hiicre biyolojisi ve molekiiler
biyolojide siiregelen ¢alismalar arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu proteinlerden
bastan sona en calisilmig olanlar Sp1 gibi DNA dizisine baglanan ve transkripsiyonu
uyaran transkripsiyonel aktivatorlerdir. Genel olarak bu faktorlerin iki domainden
olustugu bulunmustur. Bir bolge spesifik olarak DNA’ ya baglanirken, diger bolge ise
transkripsiyonel diizenegin diger bilesenleri ile etkileserek transkripsiyonu aktive
etmektedir (Sekil 1.7). Transkripsiyonel aktivatorler, farkli faktorlerin DNA baglanma
ve aktivasyon bdlgelerinin  rekombinant DNA  teknolojisi  kullanilarak
degistirilebilmesi bakimindan modiiler proteinler gibi goériinmektedirler. Bu tiir
manipulasyonlar DNA-baglanma domainlerinin spesifikligi ile belirlenen promotor ya
da enhansir dizilere baglanmasiyla transkripsiyonu aktive eden hibrit transkripsiyon
faktorleri ile sonuglanmaktadir. Dolayisiyla DNA-baglanma domaininin temel
fonksiyonunun DNA Uzerideki uygun bolgeye transkripsiyon faktorlerini baglamak
oldugu ortaya c¢ikmaktadir. Daha sonra aktivasyon bolgesi bagimsiz olarak diger

proteinlerle etkileserek transkripsiyonu uyarmaktadir [5].



Aktivasyon Domaini QY | /
W/ 7
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Sekil 1.7: Transkripsyonel aktivatorlerinin yapist [5].

Kompleks ¢ok hiicreli organizmalarda dokuya spesifik ve uyarilabilir gen
ekspresyonunun karmasikligi g6z Oniline alindiginda, tahmin edilebilecegi gibi
Okaryotik hiicrelerde birgok farkli transkripsiyon faktorii tanimlanmigtir. Molekiler
karakterizasyon yapildiginda, bu proteinlerin birgogunun DNA  baglama

domainlerinin birbiriyle iligkili oldugu goriilmiistiir.

Transkripsiyonun aktivasyon bdlgesi ayni zamanda DNA-baglanma bdlgesi
olarak karakterize edilmemektedir. Asitik aktivasyon bdlgeleri olarak adlandirilan bazi
bolgeler negatif yiiklii aminoasitler bakimindan (aspartat ve glutamat) zengindir, baz1
bolgeler ise prolin ya da glutamin aminoasitleri bakimindan zengindir. Bu aktivasyon
bolgelerinin TFIIB veya TFIID gibi genel transkripsiyon faktorleri ile etkileserek
transkripsiyonu uyardiklari ve boylece promotor {lizerinde transkripsiyon faktorlerinin
bir araya gelmesini kolaylastirdiklar: diisiiniilmektedir. Ornegin, gesitli transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyon bolgelerinin TATA baglanma proteini (TBP) iliskili
faktorlere (TAFs) baglanarak TFIID ile etkilestigi gosterilmistir (Sekil 1.8). Bu
etkilesimlerin 6nemli bir 6zelligi farkli aktivatorlerin baska genel transkripsiyon
faktorlerine ya da TAF’ lara baglanabilir olmasidir. Bu sekilde, birden fazla faktorin
birlesen etkisi ile sinerjik olarak transkripsiyonu uyarabilen bir mekanizma
saglanmaktadir. Bu Okaryotlarda transkripsiyonun regiilasyonu ig¢in anahtar bir

ozelliktir [5].



Aktivator 1 Aktivator 2

Sekil 1.8: Transkripsiyonel aktivatdrlerin sinerjik hareketi. TBP: TATA baglanma proteini, TAF1 ve
TAF2: TATA baglanma proteini iliskili faktorler [5].

1.1.4 Okaryotik Baskilayicilar

Okaryotlarda gen ekspresyonu transkripsiyonel aktivatdrlerin yani sira
baskilayicilar  tarafindan da  diizenlenmektedir.  Okaryotik  baskilayicilar
prokaryotlardaki karsiliklar1 gibi, spesifik DNA dizisine baglanmakta ve
transkripsiyonu inhibe etmektedir. Bazi durumlarda 6karyotik baskilayicilar DNA’ ya
transkripsiyon faktdrlerinin baglanmasini engellemektedir (Sekil 1-9A). Ornegin, bir
represoriin transkripsiyon baglangi¢ bdlgesine yakin bir sekilde baglanmasi, RNA
polimerazin veya genel transkripsiyon faktdrlerinin promotor ile etkilesimini
engelleyebilir. Diger baskilayicilar ise spesifik regiilator dizilere baglanmak igin
aktivatorler ile rekabet etmektedirler. Baz1 baskilayicilar aktivatorler gibi DNA-
baglanma bolgesi igerirler fakat aktivasyon bolgesine sahip degildir. Sonug olarak,
baskilayicinin bir promotora veya enhansira baglanmasi, aktivatoriin baglanmasini

engelleyerek transkripsiyonu inhibe eder.

Basit bir sekilde aktivatorlerin baglanmasina miidahale eden baskilayicilarin
aksine aktif baskilayict olarak adlandirilan birgok baskilayici, protein-protein
etkilesimleri araciligiyla transkripsiyonu inhibe eden spesifik fonksiyonel domainler
icermektedir (Sekil 1-9B). Ilk olarak bu aktif baskilayicilar 1990 yilinda,
Drosophila’da embriyonik gelisim ortaya ¢ikan Krippel olarak adlandirilan genin

calismalar sirasinda tanimlanmastir.



B) T,
Baskilayici, DNA’ya baglanir ve protein-protein etkilesimleri
ile transkripsiyonu inhibe eder.
Baskilama domaini

Sekil 1.9: Okaryotik baskilayicilarin hareketleri [5].

Bircok  aktif  baskilayict  hayvan  hiicrelerinde  transkripsiyonun
diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir ve ¢ogu durumda hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmasinin 6nemli bir diizenleyicisi olarak gérev yapmaktadir. Transkripsiyonel
aktivatorlerde oldugu gibi birkac farkli baskilama bolgesi tanimlanmis durumdadir.
Ornegin, Kriippel’in baskilama bdlgesi alanin aminoasidi bakimindan zengindir,
oysaki diger baskilama bolgeleri prolin ya da asitik aminoasitler bakimindan
zengindir. Baskilayicilarin  fonksiyonel hedefi farklilik gdstermektedir. Bazi
baskilayicilar TFIID gibi genel transkripsiyon faktorleri ile etkileserek transkripsiyonu
inhibe ederken bazi baskilayicilarin ise spesifik aktivator proteinler ile etkilestigi

diistiniilmektedir.

Aktivatorlerin  yan1 sira baskilayicilar tarafindan da transkripsiyonun
diizenlenmesi 0Okaryotik genlerin ekspresyonunu kontrol eden mekanizmanin
genisligini 6nemli oranda artirmaktadir. Baskilayicilarin 6nemli rollerinden biri uygun
olmayan htcre tiplerinde dokuya spesifik genlerin ekspresyonunu inhibe etmektir.
Ornegin, immiinoglobin enhansirinda bir baskilayict baglanma bélgesinin lenfoid

olmayan hiicre tiplerinde transkripsiyonu baskilayarak dokuya spesifik ekspresyona
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katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Baska baskilayicilar hormonlara ve biiyiime
faktorlerine tepki olarak hiicre ¢ogalmasinin ve farklilasmasinin kontrollinde birgcok

onemli rol oynamaktadir [5].

1.2 Tetraspanin Ailesi

Tetraspanin proteinleri transmembran 4 stper ailesinin bir Gyesidir.
Tetraspaninler (TSPAN ya da TM4SF) integral membran proteinlerinin blyik bir
kismin1 olusturur. Insanlarda 33, farelerde 34 kuslarda 35 iiyeye sahip oldugu
belirlenmistir [7]. Stingerlerden memelilere kadar bircok tiirde ifade edilen bu kiglk
membran proteinleri ilk olarak 1990 yilinda insan beyaz kan hiicrelerinin ylzeyinde
kesfedilmis ancak bir¢cok dokuda ifade edildiginin gosterilmesi ¢ok zaman almamustir
[8,9].

Dollenme, parazit ve viritik enfeksiyon, kas-sinir kavsaginda sinaptik
baglantilar, trombosit agregasyonu, cilt biitiinliigliniin siirdiiriilmesi, bagisiklik
yanitin1 tetikleme, metastaz baskilama ve tiimor ilerlemesi gibi ¢ok sayida biyolojik
surecte yer aldigi bulunmustur [8]. Fonksiyonlarini yerine getirmek icin diger
tetraspaninler ve bir¢ok transmembran ve sitozolik proteinler ile etkileserek kompleks

olusturduklart belirlenmistir [10].

Tetraspaninlerin bir¢ok dokuda yaygin ve bol miktarda ifade edilmesine
ragmen biyolojik fonksiyonlar1 kapsamli olarak c¢aligilmamistir. Tetraspaninler
integrin B1 gibi bircok 6nemli reseptor ve sinyal molekiilii ile etkilesme yetenegine
sahiptir ve boylece hiicre zarinda ¢ok molekiillii kompleksler olugturmaktadir. Tarrant
ve arkadaglari tetraspanin proteininin temel roliiniin hiicre ylizeyinde sinyal iletimi i¢in
diger proteinleri organize etmek oldugunu 6ne siirmislerdir. Ayrica, tetraspanin-
zenginlestirilmis mikrodomainlerde (TEMs) tetraspanin ve komsu membran
proteinleri arasinda ¢ok sayida cis etkilesimleri vardir. Transmembran proteinlerinin
bu grubu plazma membraninda sinyal iletimini kolaylagtirir. Aynm1 zamanda bu
proteinler migrasyon, adezyon, apoptozis gibi biyolojik slreclerin bir goguna katilir
ve bu siireclerin hayati rol oynadig1 metastazda da bazi iiyeleri yer almaktadir.
Biyolojik siireclerde tetraspaninlerin dnemi fertilizsayon, sinir sistemi, bagisiklik

sistemi ve kanser izerindeki ana etkisiyle karakterize edilir. Fakat, hicre ici sinyal
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yolaklar1 ile baglantili tetraspanin kompleklerinin mekanizmasi hala biiyiik oranda
bilinmemektedir. Dahasi, bazi rahatsizliklarin patolojisi ile tetraspaninlerin iliskisi,
tetraspaninlerin konak hiicrenin membraninda bulunan mikrobiyal reseptorler ile
fonksiyonel birlesimleri organize etme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.
Boylece, tetraspaninlerin belirli viriisler, parazitler, bakteriler ve mantarlar gibi gesitli

patojenler i¢in baglanti1 platformu oldugu anlasilmaktadir [11-19].

1.2.1 Tetraspaninlerin Yapisi

Tetraspanin protein ailesi dort transmembran bolge igerir (Sekil 1.10).
Sitoplazmik kisa amino- ve karboksi- terminal kuyruklara, transmembran membran
bolgesi 2 (TM2) ve transmembran bélgesi 3 (TM3) arasinda bir kiigiik intraseliiler
halkaya, transmembran bolgesi 1 (TM1) ve TM2 arasinda kii¢iik bir ekstraseliiler
halkaya (ECL1), TM3 ve transmembran bdlgesi 4 (TM4) arasinda biiyiikk bir
ekstraselller halkaya (ECL2) sahiptir. Buyik ekstraseliler halka proteinlerin
arasindaki etkilesimleri etkiler, intraseltler bolgeler ise sinyal ve hicre iskeleti

molekiillerine baglanabilir [11].

Ekstraseliiler Matriks
&)
Sistein-Sistein-Glisin Motifi

Biiyiik Ekstraseliiler Halka

Kiigiik Ekstraseliiler
Halka

Hiicre Zar1

COOH
NH2

Intraseliiler Halka

Sitoplazma

Sekil 1.10: Tetraspaninlerin yapisi.
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Tetraspaninler bazi aminoasitlerin korundugu dort transmembran bolge
icermesi ile karakterize edilmesinin yani sira ECL2’ nin baz1 yapisal 6zellikleri
sebebiyle de diger proteinlerden farklidirlar. ECL2 bdlgesi cogunlukla sabit bolgeler
ve degisebilir bolgeler olarak ayrilabilir. Sabit bolgelerin dimerizasyon igin, degisken
bolgelerin ise tetraspanin olmayan partner molekiillerle etkilesim kurabilmek i¢in
oldugu belirtilmektedir [8]. Bir¢ok tetraspanin ECL2 bolgesinde 4-6 adet sistein
aminoasidi, glikozillenme bolgesi ve son derece korunmus imza “CCG” motifi

bulundurur.

1.2.2 Tetraspaninlerin Dagilimi ve Fonksiyonlari

Birgok tetraspaninin eritrositler haricinde biitiin hiicrelerde ifade edildigi
sOylenmektedir [9,20-24]. Bazi tetraspaninlerin ifade edilmesi genis bir dagilim
gosterirken, bazilari ise ¢ok smirlt bir ifade modeline sahiptir (Tablo 1.2). Bu durum
ozellikle ozellesmis yapilara sahip olan tetraspaninler i¢in gegerlidir. Buna 6rnek
olarak; tirotelyumun asimetrik birim membranlarinin bilesenleri olan UP1a ve Uplb
uroplakinleri [25] ve segment diskinin disindaki fotoreseptoriin kenarinda bulunan
RDS/peripherin ve Rom-1 proteinleri [26] verilmektedir. Fakat diger tetraspaninlerin
ifadesi de ozel hiicresel alt kiimelerle sinirlidir. Ornegin; CD53 baslica bir 16kosit

belirteci iken, CD37 sadece lenfoid B hiicrelerinde ylksek ifade seviyesi gosterir [20].

Tablo 1.2: Bazi tetraspaninlerin patofizyolojik 6nemleri [10].

Tetraspanin Ekspresyon Deneysel modellerde genetik | Hastaliklardaki sonuglar
Profili degisimler ile ilgili fenotipler ve diger bilgiler
Bozulan sperm-yumurta Potansiyel metastaz
CD9 Genis Dagilim | birlesimi; artan makrofaj ve kas | baskilayici, hiicrelere
hiicre birlesimi difteri toksininin
baglanmasini diizenler.
B lenfositlerde | Immun yanmitin (6zellikle sivisal | Kronik lenfatik I6semide
CD37 yuksek yanitta) ¢esitli  6zelliklerinde | monoklonal antikor
ekspresyon degisiklikler tarafindan terapotik
hedefleme
Bozulmus melanojenez ve su | Trombosit aktivasyonunda
CD63 Genig Dagilim | dengesi yaygin olarak kullanilan
belirte¢

13




Tablo 1.2: (devam).

CD82 Genis Dagilim Potansiyel metastaz
baskilayici
Bobrek  bozuklugu, bozulan | Kanser ilerlemesini
CD151 Genis Dagilim | damar i¢i pihtilasma olusumu, | dlzenler,
bozulan patolojik anjiyogenez
TSPAN7 Beyin, l6semi T
hucreleri
TSPANS Sindirim Viicut agirliginda azalma Kanser ilerlemesini
epitelleri dizenler
TSPAN12 Protein Anormal retinal damar dizilisi ve
seviyesinde yayilist
bilinmiyor
TSPAN33 Protein Alyuvar olusumunda 6nemli bir
seviyesinde rol oynar.
bilinmiyor
Periferin/RDS | Fotoreseptorler
ve ROM-1

UP1a ve UP1b

Urotelyum

UPI ve UPII ile iligkili

olarak, Uretelyumun
bariyer fonksiyonu icin
O6nemli olan dretelyum

plaklarimi olustururlar.

Ayn1 zamanda heryerde bulunmayan ama yaygin olan tetraspaninler CD9,
CD63, CD82, CD51 olarak rapor edilmistir [9,24].

Bagisiklik sisteminde CD81 ve CD37 tetraspaninlerinin bulunmasinin ne gibi

sonuglar1 meydana getirecegi nakavt fareler kullanilarak aragtirillmistir. CD81’ in

nakavt edilmesi CD19 katilimini takip eden kalsiyum taginmasinda azalma ile iliskili

olarak B hiicre antijeni CD19’un ekspresyonunda azalmaya neden oldugu goriilmiistiir

[27-29].
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1.3  Tetraspanin 8

TSPANS tarafindan kodlanan Tspan8 proteini Tetraspanin ailesinin bir
uyesidir. TM4SF3 (transmembran 4 superfamily 3), CO-029, ve farelerde D6.1A
olarak da isimlendirilirler. Biitlin tetraspaninlerde oldugu gibi dort transmembran
domain bulunduran hiicre yiizeyi glikoproteinleridir. Insan geninde kromozom 12
tizerinde bulunmaktadir. Tetraspaninler ile ilgili bahsedilen 6zellikler ve

fonksiyonlarin ¢ogu TSPANS’ de de mevcuttur.

ECL2

Transmembran

Sitoplazma

Sekil 1.11: TSPANS’in molekiiler yapis1 [8].

Sekil 1.11” de goruldiigi gibi ekstraseliiler bolge 2 tizerinde CCG motifini de
kapsayan 6 korunmus sistein aminoasidi (kirmizi) vardir. Distilfat baglar ile
gosterilmigtir. Transmembran 1 ve 4 bolgeleri polar aminoasitlere (yesil) sahiptir.

Karboksi-terminal bolge bir ayirma motifi (mavi) igermektedir.

Sitoplazmik bolgeler palmitoilasyon bolgeleri  (pembe) icermektedir.
Palmitoilasyon tipik olarak membran proteinlerinin sistein aminoasitlerine (az siklikla
serin ya da treonin) palmitik asit gibi yag asitlerinin kovalent baglanmasidir.
Pamitoilasyon proteinlerin hidrofobikligini  kuvvetlendirmekte ve membran

iliskilerine katki saglamaktadir.
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TSPANS; CD9, CD81, CD151 tetraspaninleri ve a3p1 ve a6p4 dahil olmak
tizere ¢esitli integrinler ile iliskilidir (Sekil 1.12). Fakat TSPANS8 ve a3p1 ve a6p4
integrinleri arasindaki iliski TSPANS ve CDI151 arasindaki iliskiden daha zayiftir.
TSPANS ayn1 zamana EWI-F, EPCAM, CD13, PKC, ve PI4KII gibi integrin olmayan
molekiillerle de iliski kurmaktadir [8].

TSPANS iiyesi oldugu tetraspanin ailesi icerisinde timorlor Gzerinde ilk

belirlenen antijenlerdendir.

=0
@ NB3

Membran

] TEM? "
CD13 ITSN2 EWI-F EPCAM- claudin 7 Tetraspaninler  integrinler GPCR

Sekil 1.12: TSPANS ve farelerde homologu olan D6.1A’nin iligkili oldugu molekiiller [8].

1.3.1 Tetraspanin 8 ve Kanser iliskisi

Tetraspanin siiper ailesinin bir iiyesi olan TSPANS’ in farkli kanser dokulari
ve hiicre hatlarinda ifade edildigi bilinmektedir. Yemek borusu karsinomu,
hepatoseliiler karsinom, pankreas, kolorektal, karaciger ve gastrik kanserlerinin ¢esitli
tiplerinde yiiksek seviyede ifade edilen tiimor iliskili antijen ve metastaza tesvik eden
bir tetraspanin olarak belirtilmistir. TSPANS8 kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi,
migrasyon, metastaz ve tumor anjiyogenezi gibi bircok kanser hiicre fonksiyonunda

rol almaktadir.

TSPANS ekspresyonu hepatoseliiler karsinomda siklikla ylikselmektedir.
TSPANS’in yiiksek seviyede ekspresyonunun hepatoseliiler kanserin karaciger iginde
yayilimu ile iligkili oldugu rapor edilmistir. TSPANS’in tiimor biliylime ve metastaza
tesvik etme aktivitesinin anjiyogeneze ve kanser hiicre hareketliligine neden olabilme

yetenegi ile miimkiin oldugu belirtilmektedir [30].
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Yemek borusu kanserinde TSPAN8 ve ADAMI12M arasindaki is birligi
metastaza yol agmaktadir [31].

Insan kolon kanser hiicrelerinde tetraspanin agin1 belirlemek icin bir ¢alisma
gergeklestirilmistir. Bahsedilen calisma da iki metastatik hiicre hatt1 ve bir metastatik
olmayan hiicre hatt1 kullanilmistir. TSPANS’in metastatik hiicre hattinda ekspre
olurken metastatik olmayan hicre hattinda ekspre olmadigi ifade edilmektedir. Primer
timorden tireyen kolon karsinomuna nazaran metastazda TSPANS8 ekspresyonun
artmasi, TSPANS’in timor ilerlemesinde bir role sahip oldugunu destekledigi

belirtilmistir [32-33].

Insan gastrik kanser dokularmda TSPANS’in ekspresyonu arastirilmugtir.
Normal ve tiimoére yakin dokular karsilastirildiginda gastrik kanser dokularinda hem
mRNA hem protein seviyesinde artis gézlemlenmistir. AGS hiicre hatt1 kullanilarak
in vitro bir deney gerceklestirilmis ve EGF sitokininin AGS hiicre proliferasyonunu
ve invazyonu lizerinde artirict bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. TSPANS’in
nakavt edilmesi ile gastrik kanser hiicre proliferasyonu ve invazyonu iizerinde EGF’in
etkisinin azaldig1 gosterilmistir. Bu bulgular dogrultusunda TSPANS’in insan gastrik
kanserinde bir onkogen oldugu ve kismen de olsa invasyon ve proliferasyonda EGF’in

etkisine aracilik ettigi 6ne siiriilmiistiir [34].

Bagka bir ¢alismada gastik kanserde TSPAN8’in MAPK yolag: aracilifiyla
metastaza yol agtig1 belirtilmistir. Ozellikle a6p4 ile yaptig1 giiclii baglantisiyla buna
katk1 sagladigi soylenmistir. TSPAN8-a634 iliskisinin gbze ¢arpan bir sekilde timor
hiicre hareketliligini artirdig1 ifade edilmistir [31].

TSPANS&’in malignant glioma i¢in Onemli bir onkogen olabileceginden
bahsedilmektedir. Bunun kanit1 olarak su sonuglar bulunmustur. Cesitli klinik
malignant glioma dokularinda TSPANS’in yliksek ekspresyon seviyesi, normal beyin
dokusu cevresinde diisiik ekspresyon seviyesi sergiledigi gorlilmiistiir. Ayrica
ekspresyon seviyesinin tiimoriin derecesi ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Malignant
glioma hucrelerinde TSPANS8 ekspresyonu hicre proliferasyonu ve migrasyonunu
diizenlemektedir. Diger yandan ayni1 hiicre hatlarinda siRNAlar araciligryla TSPANS
knockdown edilmis ve hiicre migrasyonu ve proliferasyonunun baskilandigi
goriilmiistiir. TSPANS’in susturulmast malignant glioma hiicrelerinde temozolomide

duyarhiligimi artirmistir. TSPANS, glioma dokularinda ve hiicrelerinde aktive edilmis

17



FAK ile bir kompleks olusturmaktadir ve TSPANS’in knockdown edilmesinin
malignant glioma hiicre hatlarinda FAK aktivasyonunu inhibe ettigi gézlemlenmistir.
Biitiin bu sonuglar dogrultusunda TSPANS’in malignant glioma gelisiminde 6nemli

bir role sahip oldugu diistiniilmektedir [35].

TSPANS’in yiiksek ekspresyon seviyesinin apoptoz direncinin artmasiyla
iligkili oldugu belirtilmistir. Apoptoz direncinin ortaya ¢ikmasi PI3K-Akt yolaginin
aktiflesmesiyle meydana gelmektedir. Baska bir olasilikla da TSPANS ilisgkili
EPCAM-claudin kompleksi buna neden olabilir. Anti-apoptotik protein ve PI3K
aktivasyonun diismesi ve Akt’nin kayb1 durumunda insan ve fare kanser hatlarinda
EPCAM ve claudin 7’nin knockdownu ile beraber ilag direncinde dikkat ¢eken bir
azalma meydana geldiginden bu sonuca varilmistir. Sinyaller, claudin 7 fosforilasyonu
ya da bagka bir olasilikla tetraspanin 8 iligkili PKC’nin esliginde TEMs‘ e EPCAM-
claudin 7 kompleksinin katilmasiyla baglamaktadir [8].

Pankreatik kanser kok hicre (Pa- CSC) belirtegleri arasinda CD44v6, c-Met,
EpCAM, TSPANS, CXCR4, a6p4, ve prominin 1 (CD133) en dikkat ¢ekenlerdir.
Tetraspanin partnerleri arasinda en goze c¢arpan proteinlerin integrinler oldugu
bilinmektedir. Ozellikle a3B1, a6f1 ve a6p4 olmak lizere a4p1 ve aSP1 integrinleri de
TSPANS ile iliskilidir. Proteazlar islevsel olarak 6nemli olan tetraspanin partnerlerinin
bagka bir siifidir. TSPANS, dipeptidaz CD26, MMP14, TACE (ADAM17), MMP2
ve MMP?9 ile iligkilidir. Pa-C4SC belirteci olarak TSPAN®&’in en dnemli aktivitesinin
a6p4, CD44v6 ve EpCAM ile iliskisi oldugu ifade edilmektedir [31].

1.4 Sitokinler

Sitokinler embriyonik gelisim, hastalik olusumu, enfeksiyona spesifik olmayan
yanit, antijene spesifik yanit, zihinsel foksiyonlarda degisiklikler, yaslanmadaki
dejeneratif sureclerin ilerlemesi gibi bircok biyolojik sireci etkilemektedirler.
Glnumduzde “sitokin” terimi interferonlar, interlokinler, kemokin ailesi, mezensimal

blyume faktorleri, timor nekroz faktorii ailesi ve adipokinezleri kapsamaktadir.

Son yillarda sitokinler, insan hastaliklar1 i¢in diagnostik, prognostik ve

terapotik ajanlar olarak tipta nemli bir yer edinmistir. Sitokinler yaklasik her biyolojik
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disiplinde ¢alisilmis olmasina ragmen, sitokinlerin aracilik ettigi etkiler inflamasyon,

immunoloji, aterosklerosis ve kanserde baskin olmaktadir [36].

1.4.1 1interlokin 6

Hiicrelerde farklilagma, hayatta kalma, apoptoz ve proliferasyon gibi suregleri
duzenleyerek hiicresel ve fizyolojik cevaplara neden olan interlokin-6 (IL6) molekdler
agirhigi 26 kilodalton (kDa) olan ve 184 aminoasit iceren bir glikoproteindir [35]. Tek
cekirdekli fagositler, T hucreleri ve fibroblastlar gibi bir¢ok hiicre tarafindan tiretilir.
Diger bir¢ok sitokin gibi proinflamator ve anti-inflamator 6zelliklere sahip olan IL-6;
immiin yanit, inflamasyon, hemotopoez, onkogenez ve kemik erimesinde 6nemli roller

tstlenmistir.

Olgun B hicreleri i¢cin buytime faktorii olarak hareket eder ve onlarin antikor
iireten plazma hiicrelerine donlismesine neden olur. T hiicrelerinin aktivasyonu ve
farklilasmasina neden olmaktadir ve IL-2 ve IL-6 reseptorlerinin ekspresyonunun

baslatilmasinda yer almaktadir [38].

Interldkin 6 kanser aktivitesini etkileyen bircok fonksiyona sahip bir sitokindir.
Artan ekspresyon seviyesi yiiksek kanser riski ile iligkilidir ve bu yliksek ekspresyon
seviyesi gesitli kanser tipleri i¢in prognostik bir faktor olarak gosterilmistir [39].
Ayrica, koroner kalp bozuklulari, insiilin direnci hastaliklari, ileri derece kanser

hastalari, astim durumlarinda seviyesinin arttig1 belirlenmistir.

Tiimdor biiylimesi, kanser hiicrelerinin kétii huylu tiimore farklilagmasi ve
mikrogevre immunomodiilasyonunda yer almaktadir [40]. Bu 0&zellikler
kuvvetlendirilmis neo-anjiyogenez, kanser hicre apapotozunun inhibisyonu ve
kazanilmig hicre direncinin bir sonucudur. Bu sonuglara ¢esitli sinyal yolaklari
araciligiyla vasita olmaktadir ve bunlardan en énemlisi STAT3 (Signal Transducers

and Activators of Transcription-3; Transkripsiyon Sinyali Arttirict ve Aktivatori)’tur.

Birgok hicrenin yizeyinde bulunan I1L-6 reseptorleri iki alt Gniteden
olugsmaktadir (Sekil 1-4). IL-6 reseptOriinin o alt nitesi ligand spesifikligini
saglarken, diger alt iinite GP130 (glikoprotein 130) ise IL-6 ailesindeki btin

reseptorler ile ortak ozellikler tasir. IL-6’nin reseptdriine baglanmasi ile JAK
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Kinazlarin (Jasus Kinase) ve Ras-aracili yolaklarin aktivasyonu saglanir. Aktive olmus
Jak Kinazlar, STAT3 ve SHP2 (SH2 (Src Homology-2) Domain containing Tyrosine
Phosphatase) transkripsiyon faktorlerini fosforilleyerek aktive ederler. Fosforillenen
STATS3 dimer olusturarak ¢ekirdegin igerisine hareket eder ve STAT3 baglanma dizisi
iceren genlerin regiilasyonunu saglar. IL-6 sitokini i¢in diger 6nemli olan Ras-aracili
yolakta ise aktive olan JAK Kinazlar SHP2’yi fosforilleyerek GRB2, SHC ve Ras
araciligiyla sinyalin MAPKinaz yolagina ulasmasi saglanir ve ELK-1 ve NF-IL-6
(C/EBP beta) gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu saglanir (Sekil 1.13) [41-
43].

4 )
Extracellular L7

reeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeRRRRRRRRRRRRRRRR § ‘
“666“““““““'06'06“6““““65“““hl%

Cytoplasm L JAKS —( JAKS

LR e 0
A A A Al A A A A A A A A AL A A A R A A AR AL LR LA ARR ARRARRLLARRAL

GP130

Sekil 1.13: IL-6 aracilig1 ile gen regiilasyonunun kontrolii [44].

15 Calismanin Amaci

Calismamizda kanser iligkili TSPANS geninin regulasyonunun aydinlatiimasi
amaglanmistir. Calismamiz kapsaminda ilk olarak TSPANS8 promotor bdlgesi
biyoinformatik yontemler ile analiz edilerek belirlenmis ve transkripsiyonel
aktivitesinin  belirlenmesi i¢in kullanilacak olan lusiferaz haberci vektore
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klonlanmigtir. Normal oksijen kosullarinda ve hipoksik kosullarda bazal ve IL-6

sitokini ile uyarilmis transkripsiyonel aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica IL-6

sitokininin TSPANS genin ekspresyonuna etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu

amacgla Gercek Zamanli PZR ile mMRNA seviyesindeki degisiklikler, western blot

analizleri ile protein seviyesindeki degisiklikler belirlenmistir. Bu ¢ergevede planlanan

calismalar1 basamak basamak Ozetlersek;

Vi.

Vil.

viii.

Insan TSPANS promotor bdlgesinin biyoinformatik olarak analiz edilmesi
Biyoinformatik araclarla olas1 transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bolgelerinin belirlenmesi

Insan TSPANS promotor bolgesinin genomik DNA kullanilarak PZR stratejisi
ile klonlanmast

Farkli uzunluklarda promotor parcalarinin olusturulmasi

Transkripsiyonel aktivitelerinin belirlenmesi icin lusiferaz haberci vektorlere
klonlanmast

Klonlanmig olan DNA dizilerinin dizi analizi ile dogrulanmasi

Farkli uzunluktaki promotor parcalarinin, MIA-PaCa-2 pankreas kanseri
hlcrelerine gecici olarak transfekte edilmesi

Promotorun transfekte edildigi hiicrelerde liisiferaz aktivitesi dlgiilerek bazal
transkripsiyonel aktivitelerinin ve IL-6 sitokini ile uyarildigindaki
transkripsiyonel aktivitelerinin belirlenmesi

Birgok biyolojik siirecte rol aldigi bilinmekte olan IL-6 sitokininin TSPAN8
geninin mMRNA seviyesindeki etkilerinin belirlenmesi igin, Ger¢ek Zamanlh
PZR analizleri yapilmasi

Ayn1 zamanda protein seviyesindeki ekspresyonunun western blot analizleri

ile gosterilmesi.

21



2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kulanilan kimyasallarin tamami molekiilere biyoloji i¢in uygun
safliktadir. Klonlamada kullanilar vektor sistemleri ve enzimler ise Fermentes MBI,

Promega firmalarindan temin edilmistir.

Tablo 2.1: Caligmada kullanilan kimyasallar.

DNA Cahismalarinda Kullanillan Kimyasal Malzemeler ve Kitler

Kullanilan Malzeme Uretici Firma
Tag DNA Polimeraz Enzim ve Buffer Fermentas
MgCl, Fermentas
T4 DNA Ligaz Enzim ve Buffer Fermentas
pGEM-T Easy Vektor Sistemi Promega
pMet-Luc Lusiferaz Haberci ve Kontrol Vektori Clontech
Plasmid Mini Prep Kiti Fermentas
Plasmid Maxi Prep Kiti Fermentas
Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri Fermentas, NEB
HEPES Sigma
Ready-To-Glow Secreted Luciferase Reporter Assay Kiti | Clontech

Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullamilan Kimyasal Malzemeler ve Kitler

Kullamlan Malzeme Uretici Firma

Dulbecco's Modified Eagle's Medyum Gibco
(DMEM)
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Tablo 2.1: (devam).

Fetal S1gir Serumu (FCS)

Biological Industrial

S1gir Serum Albumini (BSA)

Sigma

Fosfat Tamponu Tabletleri (PBS)

Amresco/Oxoid

EDTA Sigma
Tripsin Sigma
Tripan Mavi Boyasi Sigma
CaCl; Sigma
Dimetilsulfoksit (DMSO) Merck

RNA Cahismalarinda Kullamilan Kimyasal Malzemeler ve Kitler

Kullanilan Malzeme

Uretici Firma

B-Merkaptoetanol Sigma
GeneJET™ RNA Purification Kit Fermentas
SYBR® Green PZR Master Mix ve Gradiend su Roche

Protein Calismalarinda Kullamlan Kimyasal Malzemeler ve Kitler

Kullanilan Malzeme Uretici Firma
B-aktin Antikor Sigma
TSPANS antikoru Sigma
Sekonder antikor (monoklonal goat, anti-mouse) Sigma
Sekonder antikor (monoklonal goat, anti-rabbit) Abcam
Tetramethylethylenediamine (TEMED) Sigma

Page ruler plus prestained protein ladder (26619)

Thermo Scientific

Tris

Sigma

Amonyum persulfat

Merck
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Tablo 2.1: (devam).

PVDF Membran

Millipore

Pierce ECL (Western Blotting Substrat)

Advansta

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Laboratuvar Gerecleri

Tablo 2.2: Calismada kullanilan laboratuvar geregleri.

Kullanilan Gere¢

Modeli

-20° ve +4° Buzdolabi1

Arcelik, Turkiye

-80°C Ultralow Freezer

Sanyo, Japonya

Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, italya

CO2’li inkiibator

Nuair, ABD

DNA Elektroforezi

Minicell Primo

Etiv

WTB German, Nuve Turkiye

Hassas Terazi

Sartorius, Almanya

Inverted Microskop

Nikon, Japonya

Isitict Manyetik Karistiric

Velp Scientifica, Ispanya

Is1 Kontrollii Calkalamali Inkiibator

Shel-Lab, ABD GFL, Almanya

Jel Gorintileme Sistemi

UVP, Ingiltere

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, Ispanya

Luminometre

Thermo, ABD

Mikro santrifuj

Thermo, ABD

Otoklav

Hirayama, Japonya

Otomatik pipetler

Finnpipette

PZR Cihaz1

Biolab, Thermo
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Tablo 2.2: (devam).

pH Metre WTW, Almanya

Qubit Invitrogen

Saf Su Cihazi Destilasyon 3.1 (Comecta Sa)
Santriflj Sigma laborzentrifugen, Almanya
Sicak Su Banyosu Consort, Ingiltere

UV Visible Spektrofotometre

Thermo Scientific™ Multiskan GO

Vorteks

VELP Scientifica

2.1.3 DNA ile lgili Calismalarda Kullamlan Malzemeler

2.1.3.1 Agaroz Jel Elektroforezindeki Soltisyonlar

Tablo 2.3: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan soliisyonlar.

Solisyon

Icerigi

5X TBE (pH: 8,00)

54 gram Tris Baz, 27,5 gram Borik Asit
tartilir. 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,00)
eklenir. dH20 ile 1 litreye tamamlanir ve

otoklavlanir.

0,5X TBE

5X TBE stok tampondan 100 ml alinarak
Uzeri dH20 ile 1 litreye tamamlanir ve

otoklavlanir.

1 kb DNA Marker

1 upl (DNA Ladder):2 pl (yukleme
boyasi1):2 ul steril dH2O oranlarinda

¢ozulr.

Etidyum Bromir Soltsyonu

10 mg/mL olacak sekilde steril dH-O ile
hazirlanir. Isig1 gecirmeyen koyu renkli

bir sisede muhafaza edilir.
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2.1.3.2 Kandan Genomik DNA Izolasyonu Soliisyonlar

Tablo 2.4: Kandan genomik DNA izolasyonunda kullanilan soliisyonlar.

Solisyon

Icerigi

Proteinaz K

Proteinaz K son konsantrasyonu
10mg/ml olacak sekilde hazirlanir. (1 ml
dH.O’ da 0,01 gram). -20 °C’ de

saklanir.

Doymus Amonyum Asetat (NH4sAc)

74 gNHiAc, dH2O ile 100 ml’ ye
tamamlanir.  Manyetik  karistiricida
yaklasik 40°C’ de ¢Ozulur. Filtrasyon ile

steril edilir. +4 °C’ de saklanir.

Nuklei Lizis Buffer

10 mM Tris Base, 400 mM NacCl, 2 mM
Na:EDTA, pH 8,2 distile H2O ile istenen

miktara tamamlanir. +4° C’ de saklanir.

2.1.3.3 Cahsmada Kullanilan Vektorler

VO/SOVAELY L

4 1 start
Apal 4
Aat 20
Sph 26
BstZ 31
Nco | 37
BstZ 43
Not | 43
Sac ll 49
EcoR | 52
Spe 64
EcoR| 70
Not | 77
BstZ 77
Pst| 88
Sal | 90
Nde | 97

\ |Sacl 109

\ |BstX| 118

\ | Nsil 127

\ 41
\| T spe

Sekil 2.1: pGEM-T Easy vektdrinin restriksiyon haritast ve klonlama bolgesi.
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Sekil 2.2: pMet-Luc haberci vektoriiniin restriksiyon haritasi ve klonlama bdlgesi.

PV
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(938)

Secreted
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coml’ol ucirerase
4624 bp
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Sekil 2.3: Transfeksiyon ¢aligmalarinda kullanilan pMet-Luc pozitif kontrol vektéru.
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Sekil 2.4: Transfeksiyon ¢aligsmalarinda kullanilan SEAP vektorii.

2.1.3.4 Transfeksiyon Calismalarindaki Soliisyonlar

Tablo 2.5: Gegici transfeksiyon deneylerinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler.

2mM CacCl: 14,7g CaCly, balon jojede saf su ile 50ml’ye tamamlanir.
Otoklavlandiktan sonra filtre edilir ve +4 °C’ de saklanir.
2X HEPES 0,04 g Na,HPOg4, 1,6 g NaCl, 1,3 g HEPES distile su ile

100 ml’ ye tamamlanir. pH: 7,05 ile 7,12 araliginda
olmasina dikkat edilmelidir. Otoklavlanir, filtre edilir ve
-20 °C’ de saklanur.

10X Substrat

Sollisyonu

Liyofilize olarak gelen substrat, substrat tamponu ile

cozalur.

1X Substrat

(Reaksiyon Tamponu)

10 kat

sulandirilir. Elde edilen reaksiyon tamponundan her

10X Substrat solusyonu, olacak sekilde

Olctim i¢in Sul kullanilir.
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2.1.3.5 Cahsmada Kullanilan Bakteri Soylari

Tablo 2.6: Klonlama igin kullanilan kompetan hiicreler.

1 | E. coli XL1-Blue (endA1 gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac ginV44 F'[Tn10
proAB™ lacl? A(lacZ)M15] hsdR17(rK" mK™))

2 | E. coli DH5a (SupE44A 1lacU169 (80 LacZ AM15) hsdR17recAl endAl
gyrA96 thr-1 rl Al)

2.1.3.6 Bakteriyel Kiiltiir Ortam
E. coli hucrelerinin Greyebilmeleri icin uygun kiiltiir ortami LB agar ve LB siv1

besiyeri ile saglandi. Toz halinde satin alinan bakteriyel medyum firmanin dnerdigi
miktarlarda ddH:O ile hazirlanarak otoklavda steril edilerek kullanildi.

2.1.3.7 Antibiyotikler

Ampisilin 100 mg/ml, kanamisin ise 50 mg/ml stok soliisyon olacak sekilde
hazirlanarak 0,22 pm filtre ile steril edildi ve -20 °C* de saklandi.

2.1.3.8 Antibiyotik iceren Kati Besiyerinin Hazirlanmasi

Kat1 besi yeri firmanin 6nerdigi gibi 8,75 gr LB agar tartilir ve 250 ml dH20 ile
¢oziildii ve otoklavlandi. Ilidiktan sonra ilgili antibiyotik eklenerek petrilere dokuldu.

Donmasinin ardindan parafilmlenip +4 °C” ye kaldirildi.

2.1.4 Hicre Kultirinde Kullanilan Malzemeler

2.1.4.1 Hiicre Kiiltiiriinde Medyumun Hazirlanmasi

Hiicre kulttrinde ticari olarak temin edilen FCS son konsantrasyonu %10
olacak sekilde DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) medyumu igerisine

eklendi.
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2.1.4.2 FCS Inaktivasyonu

Soguk zincir ile tasimasi yapilan FCS, -20 °C’ de saklanir. Stok FCS
kullanilmadan 6nce +4 °C’ de eritildi ve ardindan 56 °C’* de 30 dakika su banyosu
kullanilarak inaktive edildi. 0,22 um steril filtreden gegirilerek steril edildi. Rutin
kullanim i¢in tekrar -20 °C” de sakland.

2.1.4.3 BSA Hazirlanmasi

Stok %15’ lik BSA hazirlanirken 0,75 gr BSA 5 ml PBS iginde ¢ozuldi. 0,22
um steril filtreden gecirilerek steril edildi ve +4 °C’ de saklandi.

2.1.4.4 PBS Hazirlanmasi

Tablet seklinde satin alinan PBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline), her
tableti 100 ml dH20O icersine eklendi. Otoklavda steril edildi ve +4 °C” de saklandi.

2.1.5 Proteinler ile Tlgili Cahsmalarda Kullanilan Tampon ve Cézeltiler

2.1.5.1 Western Blot Tekniginde Kullanilan Cézeltiler

Tablo 2.7: Western blot tekniginde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler.

Soluisyon Icerigi

10X Tris Buffered Saline (10X TBS) | Cozelti 20 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI
olacak sekilde hazirlanir ve pH 7.4’ ¢
ayarlanir. Otoklavlanarak steril hale

getirilir.

Bromfenol Mavisi Boyasi %0.05 (w/v) bromfenol mavisi dH,O

iginde ¢oziiliir.
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Tablo 2.7: (devam).

Ripa Tamponu

150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI (pH:8.0),
%1 IGEPAL, %0,5 Sodyum Deoksikolat
ve %0,1 SDS ile hazirlanir. Filtre edilir ve

-20 °C’ de saklanir.

Renk A¢ma Cozeltisi

Hacimce %. 7,5 Asetik Asit, % 5 Metanol

ve % 87,5 mL distile su igermektedir.

SDS PAGE Ayirma Jeli Tamponu

1.5 M Tris-HCI (pH:8.8), %10 (w/v) SDS

ile hazirlanir.

SDS PAGE Yigma Jeli Tamponu

25 mM Tris, 250 mM Glisin, % 0.1 (w/v) SDS

ile hazirlanir.

Western Blot Transfer Tamponu

25 mM Tris, 192 mM Glisin, % 20 (v/v)

Metanol ile hazirlanir.

Yiikleme Boyasi 1,4 gr Tris, 4 gr SDS, 20 gr Siikroz, 4 mg
Bromfenol mavisi 100 mL’ ye tamamlanir
ve pH 6,8’ e ayarlanir.

2.2 Metotlar

2.2.1 Cahsmalarda Kullanilan Ortam ve Malzemelerin Temizligi ve

Steril Edilmesi

Isiya karst dayanikli olan tim cam malzemeler, pipet uglari, ependorflar,

santrifiij tiipleri, bakteri kiiltiir ortamlar1 121 °C” de 20 dakika (1,02 atm basingta)

boyunca otoklavlanarak sterilizasyon islemi gergeklestirildi. Calismaya baslamadan

once caligilacak alan ve pipetler %70’ lik alkol ile temizlendi.

Doku kiiltiirii laboratuvari her hafta diizenli olarak alkol ve virkon igeren sivilar

ile temizlendi. Ortamdaki havanin sterilizasyonunu saglamak amaciyla oda

kullanilmadig1 zamanlarda UV lamba kullanildi. Calismaya baslamadan en az yarim

saat once laminar flow ¢alistirilarak calisma ortamindaki havanin sterilizasyonu

gergeklestirildi.
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2.2.2 DNAileilgili Teknikler

2.2.2.1 Primer Tasarimi

Primer tasarimi igin www.ncbi.nlm.nih.gov, www.restrictionmapper.org ve
www.idtdna.com internet adreslerinden yararlanildi. Tasarlanan primerlerin sag¢ tokasi
yapisi olusturmamasina, Tm sicakliklarinin birbirine yakin olmasina ve niikleotitlerin
dagiliminin miimkiin oldugunca esit olmasma dikkat edildi. Ayrica tasarlanan
primerler databanklarda bulunan DNA sekanslari ile blast yapilarak insan TSPANS8

promotoru ile en yiiksek benzerligi gosterdigi tespit edilmistir.

2.2.2.2 Kandan Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in, 400 ul EDTA’ I tiipe alinan kan 1,5 ml’ lik ependorf
tiiplerine paylastirildi. Her tiipiin lizerine 1 ml distile su ilave edildi ve 5 dakika
boyunca c¢alkalandi. Siire sonunda ependorflar 3500 rpm’ de 10 dakika santrifij
edilerek ¢oktiiriildii. Siipernatant atild1 ve tekrar 1 ml distile su eklenerek calkalandi.
Tekrar ayn1 kosullarda santrifiij yapildi. Stipernatant atildiktan sonra alt kisimda kalan
cokeltinin tizerine 250 pl nuklei lizis tamponu, 20 ul % 10° luk SDS tamponu ve 20 pl
proteinaz K ilave edilerek galkalandi. Ardindan 72 °C su banyosunda 10 dakika
inkiibasyon gergeklestirildi. Siire sonunda 175 pul doymus amonyum asetat eklenerek
calkalama yapildi ve oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. Bekleme asamasinin
ardindan 4500 rpm’ de 20 dakika santrifiij yapildi ve slipernatant temiz bir ependorfa
alind1. Uzerine 2 kat1 oraninda absolii etanol ilave edildi. Ependorf ters diiz edilerek
DNA’ nin ¢6kmesi saglandi. Tekrar iistte kalan kisim uzaklastirilarak ¢okelti {izerine
250 pl %75’ lik etanol eklenerek 13.000 rpm” de 10 dakika boyunca santrifiij yapildi.
Ustte kalan kisim atilip ependorfun kapagi agik birakilarak DNA’nin kurumasi
beklendi. Son olarak DNA distile su ile ¢oziilerek kullanilmak tizere -20 °C’ de

muhafaza edilmistir.
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2.2.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR)

Polimeraz reaksiyonlar1 50 pl hacimde yapildi. Kalip olarak yaklasik 200 ng
DNA, her bir primer son konsantrasyonu 2 uM, 1X Tampon (Fermentas) (50 mM KClI,
10 nM Tris-HCI, pH:9.0, %1 (v/v) Triton X-100), 200 mM her bir dNTP, 2,5 (inite Taq
DNA Polimeraz (Fermentas) kullanildi. MgCl, konsantrasyonu 1 mM, 2 mM, 3 mM
olacak sekilde her bir PZR reaksiyonu i¢in optimize edildi. PZR programi ve dongu
say1s1 primerlere ve kalip DNA kaynagina bagl olarak degisiklik gostermistir. Ancak
94 °C’ deki ilk denatiirasyon basamagi ve Taq polimerazin optimum aktivasyon
gosterdigi 72 °C’ de uzama basamagi her PZR reaksiyonu i¢in ayni kullanilmistir. PZR
Urlinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikkten sonra jelde goriintiilenmis ve

istenilen bantlar jelden geri kazanilmistir.

2.2.2.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA celektroforezi yapmak iizere yatay jeller kullanildi ve 90 volt elektrik
akiminda yaklasik 30 dakika ornekler yirituldi. Elektroforez tamponu olarak 0,5X
TBE kullanildi. Agaroz jele son konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum
bromid eklendi. DNA’ y1 izleme boyasi olarak bromfenol mavisi tercih edildi.
Calismada % 0,8 ve % 1 konsantrasyonda agaroz jeller kullanildi. Elektroforezde
ayrilan DNA parcalariin biiyiikliigiinii tespit etmek i¢in farkli biiytikliikklerde DNA
belirleyiciler kullanildi. Elektroforez sonuclar1 UVP jel goriintilleme sisteminde

goriintiilenerek fotograflar: ¢ekildi.

2.2.2.5 Agaroz Jelden DNA’min Saflagtirilmasi

Istenilen biiyiikliikte olan DNA bantlart UV transilluminator iizerinde agaroz
jelden bistiiri ile kesilerek ependorflara alindi. DNA jel ekstraksiyon kiti (Fermentas)
kullanild1 ve iiretici talimatlarina uyularak DNA eliie edildi. Jelden geri kazanilan
DNA’nin bir miktar1 tekrar jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. DNA miktar1 ve

temizliginin kontrolii i¢in 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar1 alindi.

33



2.2.2.6 PZR Uriinlerinin T:A Klonlamasi

Taq DNA polimerazin kullanildigi PZR sonucu elde edilen Urlnlerin pGEM-T
easy vektoriine prosediiriin 6nerdigi sekilde T:A klonlamasi gerceklestirildi. PZR
tiriintimiizde olusan Adenin kuyruklart pGEM-T easy vektoriinde kullanilan Timin
niikleotitine dimer olugturarak ligasyon bolgesi olusturuldu. Buna gore 20 pl toplam
hacim olacak sekilde, 1 ul pGEM-T vektor (50 ng), 15 ul insert DNA (jelden kazanilan
PZR Urln0), 1 ul T4 DNA ligaz, 2 ul 10X T4 DNA ligaz tamponu ve +4 °C’ de bir
gece inkube edildi. Ligasyon sonucunda elde edilen ligasyon trlnlerinin E. coli XL1-
Blue kompetan hucrelerine transformasyonu gerceklestirildi. Rekombinant kolonilerin
belirlenmesi i¢in olusan mavi-beyaz kolonilerden beyaz tek koloni se¢imi yapildi.
Mavi-beyaz koloni olusumu i¢in ampisilin iceren LB agar besiyerlerine 20 ul X-Gal
(stok 50 mg/ml) ve 100 ul IPTG (100 mM stok) yayildi.

2.2.2.7 Miniprep Plazmit DNA izolasyonu

Kicuk miktarlarda DNA izolasyonu i¢in Fermentas Miniprep DNA izolasyon
kiti kullanildi. Kit prosediiriine gore, son konsantrasyonu 100 pg/ml ampisilin i¢eren
10 ml LB besiyerine transformasyonu yapilmis olan tek koloni ekim yapildi ve bir
gece 37°C calkalamali etiivde inkiibe edildi. Bir gecenin sonunda bakteri kiiltiirii 4000
rpm’ de 5 dakika santrifiij yapild1 ve bakteri pelletine kitin talimatlarina uygun olacak
sekilde yapilan islemlerin ardindan DNA elie edildi.

2.2.2.8 Maxiprep Plazmit DNA izolasyonu

Buyik miktarda ve transfeksiyon icin uygun saflikta plazmit DNA izolasyonu
icin Fermentas Maxiprep DNA izolasyon kiti kullanildi. Kullanilan ticari kitin
prosediriine gore, uygun konsantrasyonda segici antibiyotik iceren 5-10 ml LB sivi
besiyeri igerisine tek koloni ekim yapildi. 37 °C ve 250 rpm ¢alkalamali inkibat6rde
8 saat inklbasyona birakildi. Sure bitiminde 6n kultir 1/500-1/1000 arasinda segici
antibiyotik iceren LB medyum icerisine inokule edildi. Yuksek kopyali plazmitler i¢in
100 ml medyum, diisiik kopyali olanlar i¢in 250 ml medyum kullanilir. 37 °C ve 250
rpm’ de 12-16 saat inkiibe edilerek bakterilerin blylmesi beklendi. Bakteriler yeterli

34



yogunluga ulaginca 4°C 6000 rpm’ de 15 dakika santrifiij yapilarak prosediiriin diger
basamaklar1 yapildi. Islem sonunda yiiksek saflikta ve yogunlukta DNA elde edildi.

2.2.2.9 DNA Miktarinin ve Safliginin Belirlenmesi

Plazmid DNA izole edildikten sonra miktarinin ve safligin1 belirlenmesi i¢in
iki yontem kullanild. Ik yontemde spektrofotometrik olarak 6l¢iim alindi. DNA dH.O
ile 40 kat sulandirilir ve kuvartz kiivet kullanilarak spektrofotometrede 260 nm ve 280
nm dalga boylarinda absorbans alinir. Ikinci ydntemde ise qubit (Invitrogen)
kullanilarak o6l¢tim alindi. Qubitte Olglim alabimek igin gerekli soliisyonlar
hazirlandiktan sonra okutulacak materyele gore standartlar1 okutulur ardindan 6rnekler
icinde boya olan soliisyon ile seyreltilir. DNA’ ya baglanan boyanin 1s1masina gore
miktar belirlenir. DNA safligin1 belirlemek icin A260/A280 orani hesaplanir.
Spektrofotometrik dl¢iimler sonucu DNA konsantrasyonu asagidaki formiiliine gore

hesaplanir.

DNA Miktari= 50 pg/ml x A260 x seyreltme miktar1 = pg/mL

2.2.2.10 Restriksiyon Enzimleri ile DNA Kesilmesi

DNA’nin kesilmesi igin belirlenen restriksiyon endonikleaz enzimleri ile
onerilen tamponlar kullanilarak ve enzimlerin optimum sicakliklarina gore onerilen
inkiibasyon siirelerinde 30 pl son hacimde kesim yapilds. iki farkli enzimle ayn1 anda
kesim yapilmasi gereken kosullarda da iki enzimle ayni anda kesim yapilmasini
saglayan tamponlar kullanildi. Kesim sonuglar1 agaroz jel elektroforezi ile

goruntulendi.

2.2.2.11 Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Kompetan hiicre hazirlanmasi igin 50 mM kalsiyum kloriir kullanildi. ilk
olarak 10 ml LB besiyerine tek koloni E. coli DH5a ekim yapilarak 37°C’ de
calkalamali etiivde bir gece inkiibasyonu saglandi. 16 saatin sonunda elde edilen

kiiltiirden 100 ml LB siv1 besiyeri i¢ine 100 pl inokiile edilerek, ODgoo 0,5 ile 0,6
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arasina gelinceye kadar ¢alkalamali etiivde 37 °C’ de inkube edildi. Ardindan 5000
rpm’ de 5 dakika santrifiij ile hiicrelerin ¢cokmesi saglandi. Pellet 50 ml 50 mM soguk
kalsiyum klorur ile ¢o6zildu ve buz tzerinde 20 dakika bekletildi. Daha sonra tekrar
¢oktiiriilerek stipernatant uzaklastirildi. Pellet 10 ml soguk kalsiyum Kkloriir ile
coziilerek iizerine 10 ml %40’ lik gliserol eklenerek ependorflara paylastirildi. -80°C

derin dondurucuda saklanda.

2.2.2.12 Transformasyon

Transformasyon igin, 200 pl kompetan hiicrenin tizerine 5 pl (1-50 ng arasi)
plazmit DNA eklenerek buz tizerinde yaklagik 40 dakika bekletildi. 42 °C *de 90 saniye
1s1 soku uyguland1 ve tekrar buz iizerine alind1. Uzerine 800 pl LB s1v1 besiyeri ilave
edildi ve 37 °C *de calkalamali etiivde bir saat inkiibasyonu saglandi. Siire sonunda
kiiltiirden 200 pl alinarak, uygun antibiyotik iceren LB agar besiyerine steril 6ze ile

yayildi ve bir gece 37 °C” de inkibe edildi.

2.2.3 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Teknikler

2.2.3.1 Cahsmada Kullanilan Hiicre Soylari

Calismanin tamaminda pankreas kanseri hiicre hatt1 olan adherent PANC-1 ve
MIA-PaCa-2 hicreleri kullanildi (Sekil 2.5).

Sekil 2.5: Caligmada kullanilan pankreas kanseri hiicre hatlarimin mikroskop gorintileri: (A) PANC-1
hiicre hatt1, diisiik yogunluk. (B) PANC-1 hiicre hatti, yliksek yogunluk. (C) MIA-PaCa-2 hiicre hatti,
diisiik yogunluk. (D) MIA-PaCa-2 hiicre hatti, yliksek yogunluk.
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2.2.3.2 Hiicre Soyunun Baslatilmasi

-80 °C derin dondurucuda muhafaza edilen hiicre soylarinin blydtilmesi icin
dondurulmus htcreler 37 °C sicakligindaki su banyosuna alinarak hizli bir sekilde
coziilmeleri gergeklestirildi. Coziilen hiicreler % 10 FCS iceren DMEM medyum
icerisine aktarildi ve 5 dakika boyunca 1000 rpm de santrifij edildi. Ardindan
stipernatant uzaklastirildi. Kalan pellet %10 FCS iceren DMEM medyum ile ¢6zuldu.
Flasklara uygun miktarlarda koyularak ekim yapildi. Flasklar etiketlenerek 37 °C, %

5 CO: igeren inkiibatore yerlestirildi.

2.2.3.3 Hucrelerin Buyutulmesi

75 cm? flasklarda, 0,2 mM L-Glutamine ve % 10 FCS iceren 15 ml DMEM

medyumu icersinde bulunan hticreler belirli araliklarla pasaj yapilarak biiyiitiildii.

2.2.3.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler flask icerisinde kapladiklar1 alan bakimindan % 80-90 oraninda
doluluga ulastiklarinda ortamdan medyum uzaklastirildi. Hiicreler steril edilmis PBS
ile yikandi ve 75 cm? flasklar icin 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon basamagi
gerceklestirildi. Adherent hucreler yiizeyden kalkinca flasklara medyum ilave edildi.
Hiicreler falkona alinarak 5 dakika boyunca 1000 rpm’ de santrifiij edilerek ¢okturuld.
Siipernatant uzaklastirildi. Kalan pellet % 10 FCS iceren medyum ile ¢ozuldu ve
uygun miktarlarda flasklara paylastirilarak ekim yapildi. Flasklar etiketlenerek 37 °C,
% 5 CO: igeren inkiibatdre yerlestirildi.

2.2.3.5 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi ve Hiicre Sayimi

Stspanse halde bulunan hicrelerin mililitresinde bulunan hiicre sayisini
hesaplamak icin, iizeri 25 kiiciik kareye ayrilmis, 1 mm? alan, 0,1 mm derinligi olan
ve boylece toplam hacmin hesaplanabildigi (10*) thoma lami kullanildi (Sekil 2.6).
Olii hiicreleri ayirtedebilmek icin esit miktarlarda hiicre stispansiyonu ve trypan mavi

boyasi (1:1) 1-2 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Diflizyon sonucunda
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6len hicreler mavi renk ile boyanirken canli hicreler igerisine boyay: almadigr i¢in

renksiz olarak kaldi. Renksiz olan canli hiicreler sayildi.

Siispanse
hiicreler

0,1 mm
derinlik

Bu koseler icerisinde

‘ / bulunan biitiin
i hiicreler sayilr.

Sekil 2.6: Hiicre sayiminda kullanilan Thoma lama.

2.2.3.6 Hucrelerin -80 °C’ de Saklanmasi

Hiicreler flask icerisinde bulunduklari yiizeyi % 80-90 oraninda kapladiginda
ortamdan medyum uzaklastirildi. Hiicreler steril edilmis PBS ile yikandi ve 75 cm?
flasklar icin 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon basamagi gerceklestirildi. Hucreler
ylzeyden kalkinca medyum eklendi ve falkona alindi. 1000 rpm' de 5 dakika santrifiij
ile huicreler ¢oktiriildi. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra kalan pellet % 10 DMSO
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igeren FCS ile dikkatli bir sekilde ¢ozildl ve cryovial tiplerine konularak etiketlendi.

—80 °C derin dondurucuya yerlestirildi.

2.2.4 Huicre Kulturinde Kurulan Deneyler ve Analiz Yontemleri

2.2.4.1 Kalsiyum Fosfat Prespitasyon Metoduyla Gegici Transfeksiyon

Kalsiyum-fosfat presipitasyon metodu 6 kuyulu plakada yapildi. Transfeksiyon
uygulamasindan 24 saat dnce hiicreler yaklasik 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
plakalara yayildi. Transfeksiyonu gerceklestirilecek olan DNA ve 2M CaCl, bir
ependorf i¢inde karistirildi. Karisimin tizerine 2X HEPES ortamda hava kabarciklari
olusturarak damla damla eklendi. Presipitasyon olusumu i¢in oda sicakliginda yarim
saat bekletildi. DNA:Kalsiyum-fosfat presipitasyonu olustuktan sonra karigim pipeta;
yapmadan yavas bir sekilde ve damla damla kuyucuklara ilave edildi. Plaka hafifce
sallanarak karigimin hiicreler lizerine dagilmasi saglandi. Uygulamadan 6 saat sonra
icerisinde transfeksiyon solisyonu olan medyum uzaklastirildi ve hiicrelerin
bulundugu kuyulara % 10 FCS iceren DMEM medyum eklendi. 24, 48 ve 72 saat
sonunda ortama salinan liisiferaz ve SEAP aktivitesi alinan medyum kullanilarak

slculdi.

2.2.4.2 Lusiferaz Aktivitesinin Olgtlmesi

Liisiferaz dl¢limleri, thermo luminoscan kullanilarak yapildi. 384 kuyulu plaka
da belirlenen kuyulara liisiferaz enzimi igeren hiicre medyumlarindan 9 pl konuldu.
Ardindan, luminometre ayar1 yapilarak, daha 6nce hazirlanan 1X substrat/reaksiyon

tamponu kuyulara eklendi ve aktivite dlculdi.

2.2.4.3 SEAP Aktivitesinin Ol¢llmesi

6 kuyulu palakalarda yapilan transfeksiyon sonrasinda 24, 48 ve 72 saatlik
SEAP aktivite sonuglarinin okunmasi i¢in su yontem kullanilmstir: 384 kuyulu

plakalara 5 pl hiicre medyumu eklendi. 5X diliisyon tamponu dH20 ile 1X’ e
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seyreltildi. 15 pl 1X diliisyon tamponu medyumlarin tzerine ilave edildi. Plaka igine
su gecmesini Onleyecek sekilde streg film ve aliiminyum folyo ile sarilarak 30 dakika
boyunca 65 °C su banyosunda bekletildi. Siire sonunda plaka buz iizerine alinarak 2-3
dakika bekletildi. Daha sonra oda sicakligina getirildi. Her bir kuyuya 20 ul SEAP
substratr eklendi. Ornekler oda sicakhiginda 30 dakika bekletildi. Siire sonunda

luminometre ile 6l¢tim alindi.

2.2.4.4 Protein ve mRNA Ekspresyon Calismasi Deneylerinin Kurulmasi

Protein ve RNA deneylerinin kurulmasi i¢in islem basamaklari su sekildedir;
istenen hiicre yogunluguna gére 25 cm?’ lik flask ya da kuyucuklu plakalara hiicre
ekimi gergeklestirilerek deney kuruldu. Deney igin istenilen saat araligina
ulasildiginda medyum uzaklastirildi ve 500 ul Tripsin-EDTA eklendikten sonra 37 °C’
de etuvde 3 dk bekletildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadiklart kontrol
edildikten sonra % 10 FCS iceren DMEM besiyerinden 5 ml eklenerek falkona alind:.
1000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilerek ist kisimda kalan medyum dikkatlice

uzaklastirildi. Hiicre pelletleri -80 °C” de RNA ve protein izolasyonu i¢in saklandi.

2.2.4.4.1 Sitokin Deneylerinin Kurulmasi

Hiicreler medyum uzaklastirilarak PBS ile yikanir tripsin-EDTA uygulanarak
kaldirildi. Canli hiicreleri tespit edebilmek igin hiicreler tripan mavisi ile boyanarak
sayildi. Olii olan hiicreler boyayi i¢ine aldiklarindan mavi renkte goziikiirler. % 10
FCS iceren DMEM besiyeri kullamlarak 25 cm? lik flasklara 2.000.000 hiicre
sayilarak eklendi. Adherent olan hiicrelerin yiizeye yapismasi i¢in yaklasik 24 saat
beklendi. Yuzeye tutunan hucreler % 0,1 BSA iceren DMEM besiyeri ile degistirildi.
16 saat inkibasyondan sonra ilgili sitokinler uygulandi. Sitokin uygulamasinin
ardindan belirlenen saat araliklarina ulasildiginda her flask ¢oktiiriilerek RNA ve

protein icin ayr1 ayr1 alinan here pelletleri -80°C” ye kaldirildi.
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2.2.4.4.2 Inhibitér Deneylerinin Kurulmasi

Hiicreler medyum uzaklastirilarak PBS ile yikanir tripsin-EDTA uygulanarak
kaldirildi. Canl1 hiicreleri tespit edebilmek igin tripan mavisi ile boyanarak sayildi. Oli
olan hiicreler boyay1 i¢ine alarak mavi renkte gozikiirler. %10 FCS iceren DMEM
besiyeri kullamilarak 25 cm?” lik flasklara 2.000.000 hiicre sayilarak eklendi. Adherent
olan hicrelerin yilizeye yapismasi i¢in 24 saat beklendi. Ardindan uygun goriilen
konsantrasyonlarda inhibitor uygulamasi yapildi. Eger inhibisyon deneyinde sitokin
uygulamasi da yapilacaksa % 0,1 BSA iceren DMEM besiyeri ile degistirildi. 24 saat
sonra inhibitorlerin uygulamasi uygun goriilen konsantrasyonlarda yapildi. Bir saatin
sonunda sitokin uygulamasi gergeklestirildi. 6 saat muamelenin sonunda her flask

¢oktiiriilerek, RNA ve protein i¢in ayr1 ayri alinan hiicre pelletleri -80 °C’ ye kaldirildu.

2.2.5 RNA ile lgili Teknikler

2.25.1 RNA izolasyonu

Hicre kalturinde elde edilen hiicre pelletlerinden ticari kit (Fermentas)

kullanilarak RNA izolasyonu gerc¢eklestirildi. Firmanin 6nerdigi prosediir uygulanda.

2.2.5.2 RNA Miktarinin ve Safliginin Belirlenmesi

RNA izole edildikten sonra miktarmin ve safligimin belirlenmesi icin Qubit
(Invitrogen) ve spektrofotometre kullanilarak o6lgiim yapildi. Qubit kullanilarak
yapilan Ol¢limde ilk olarak boya igeren c¢alisma soliisyonu hazirlandi ve RNA
standartlar1 olusturuldu. Ardindan RNA &rneklerine baglanan boyanin 1ig1masina goére
RNA'’larin miktarlar belirlendi. Spektrofotometrik dlgimde ise RNA dH:O ile 40 kat
sulandirildi ve kuvartz kiivet kullanilarak 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda
absorbans degerleri alindi. Spektrofotometrik dl¢ciimler sonucu RNA miktar1 asagida

belirtilen formile gore hesaplandi.
RNA miktar1 = 40 pug/ml x OD260 x Seyreltme Faktorii = pg/mL RNA

RNA saflig1 = A260/A280
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2.2.5.3 cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in tiipe oncelikle 12,5 ul son hacimde, 1 pg/mL RNA kalibi,
200 pmol Anchored Oligo (dT)23 primer eklenir ve 65 °C’ de 5 dk 6n inkiibasyona
birakildi. Reaksiyona son konsantrasyonlari 10U Revert Aid Reverse Transkriptaz
enzimi, 1X Reaksiyon Tamponu, 20U/ul RNaz inhibitoérii ve 1 mM dNTP karigimi
eklenerek 20 ul’ ye tamamlandi. Reaksiyon PZR makinesine konularak 37 °C’ de 60
dk ve 70 °C’ de 10 dk programi ayarlandi. Elde edilen cDNA -20 °C’ de saklandi.

2.2.5.4 insan Beta 2 Mikroglobulin Primerleri ile RNA’ min PZR ile
Kontrol Edilmesi

Elde edilen cDNA kalip olarak kullanilarak cDNA’ larin kontrolii ve
miktarinin optimizasyonu yapilmistir. Pozitif kontrol olarak kullandigimiz insan beta
2 mikroglobulin primerlerinden son konsantrasyonu 2 uM olacak sekilde bolim
2.2.2.3’ de belirtildigi gibi PZR reaksiyonu gergeklestirildi. PZR sonuglar1 agaroz
jelde goriintiilendi ve elde edilen bantlarin istenilen biiyiikliikte olup olmadig: tespit

edildi.

2.2.5.5 Gerc¢ek Zamanh PZR

Gergek Zamanli PZR ¢alismalari her bir kuyuda son hacim 10 ul olacak sekilde
yapildi. 1 pl ¢cDNA, 5 ul SYBR® Green PZR Master Mix, 100 ng/ul’ lik primer
stoklarindan 0,5 er pl forward ve reverse primerleri ve 3 ul dH20 kullanilarak tablo
2.9’ da belirtilen kosullarda reaksiyon gerceklestirildi. Kullanilan primerlerin dizileri
tablo 2.8 de gosterilmistir. Sonuglar CT degerine gore degerlendirildi. Buna gore her
bir cDNA en az iki tekrarli olarak ilgili gen ve internal kontrol igin ¢alisildi. Elde edilen
Ct degerlerinin ortalamasi alindi. Internal kontrol genin Ct ortalamasindan, ilgili genin
Ct ortalamasi ¢ikarildi. Daha sonra elde edilen degerin kuvveti alindi. Elde edilen
kontrol grubu kendine bolindi ve 1 sayisi elde edildi. Daha sonra ilgili saatte ¢aligilan

deney sonucu kontrol degerine bdliindii ve 1° in Kat1 seklinde sonuglar elde edildi.
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Tablo 2.8: Gergek zamanli PZR reaksiyonlarinda kullanilmak tizere tasarlanan spesifik primerlerin

dizisi.
Primer Uriin Tm Dizi
(°C)
TSPANS- 63°C | TCTATGGTCCTGTATTGCCAGATC
Forward
139 be
TSPANS- 65°C | GACAGCTGCTCCTGACTTATATAGC
Reverse
Insan-B-2- 55°C | TTTCTGGCCTGGAGGCTATC
mikroglobilin-
Forward 313 bg
Insan-B-2- 55°C | CATGTCTCCATCCCACTTAACT
mikroglobilin-
Reverse
Tablo 2.9: Gergek Zamanli PZR kosullari.
Basamaklar Dongii Sayisi Sicaklik Sure
On 1s1tma 1 95°C 10 dakika
95°C 10 saniye
Cogaltma 40 51°C 10 saniye
72°C 10 saniye
95°C 5 saniye
Erime 15151 1 65 9C 1 dakika
97 °C -
Sogutma 1 40 °C 30 saniye

2.2.6 Proteinile ilgili Teknikler

2.2.6.1 Protein izolasyonu

Hiicre kiiltiiriinde protein ¢aligmalari i¢in kurulan deneyin ardindan elde edilen

hicre pelleti 200 ul Ripa tamponu ile pipetaj yapilarak ¢oziildii. Daha sonra 30 ile 40
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dakika arasinda ependorflar buz Uzerinde bekletildi. Hucrelerin daha iyi lizis
olabilmeleri i¢in bekleme asamasinda bir kez daha pipetaj yapildi. Siire sonunda
12.000 rpm’de +4 °C santrifiij kullanilarak 10 dakika boyunca santrifiij islemi
gerceklestirildi. Ardindan ependorf igerisinde iistte kalan kisim steril ependorflara
alinarak etiketlendi. Protein drnekleri -80 °C” de muhafaza edildi.

2.2.6.2 Protein Miktarimin Belirlenmesi

Protein konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in Qubit (Invitrogen) kullanilarak
dlciim alindi. ilk olarak &rnek sayisina gore hesaplanarak, Qubit protein tamponu ve
Qubit protein boyast ile istenilen miktarda ¢aligma soliisyonu hazirlandi. Qubit protein
standartlari, 190 pl caligsma soliisyonu ve 10 pl standart olacak sekilde hazirlandi.
Ornekler 199 ul ¢alisma soliisyonu ve 1 pl érnek olacak sekilde hazirlandi. 2-3 saniye
vorteks yapildiktan sonra 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra Qubit

ile 6lgclim yapilarak protein miktari belirlendi.

2.2.6.3 SDS Page

Elektroforez aparatlar1 ve cam levhalar su ve %70 etanol ile temizlendi. Ilk
olarak ayirma jeli boliim 2.1.5.1” de belirtilen sekilde hazirlanarak, {ist kistmda 3 cm
bosluk kalacak sekilde dokiildii ve Uzerine %90 izopropanol ilave edildi. Jelin
polimerizasyonu icin 30-40 dakika beklendi. Jel polimerize olduktan sonra
izopropanol uzaklastirildi. Uzerine yigma jeli boliim 2.1.5.1° de belirtildigi gibi
hazirlanarak ilave edildi ve 6rneklerin yiiklenecegi kuyular1 olusturabilmek i¢in tarak
yerlestirildi. Daha sonra hazirlanan jeller orneklerin yiiriitiilecegi tankin igerisine
yerlestirildi. Orneklerin yiiklenmesi protein ekstraksiyonu Ripa tamponufer ile
yapildig1 i¢in 6rnekler protein miktarlari belirlendikten sonra yaklasik 20-40 ng olacak
sekilde upper buffer ve bromofenol mavisi ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi ve
ilk kuyuya 5 pul protein biiyiikliik belirteci (Fermentas) yiiklendi. Jelin yiiriitiilmesi, 0,1
(w/v) SDS igeren 1X Running Buffer ile doldurulan tank icerisinde her jele 0,4 A
gelecek sekilde yaklagik 90 dakika yiirtitiildii.
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2.2.6.4 Western Blot

Proteinlerin transferi icin PVDF (Millipore) membranlar kullanildi. YUritme
islemi bittikten sonra SDS jeldeki 6rneklerin PVDF membrana transferi i¢in hazirlik
islemleri gergeklestirildi. Transfer kasedi icerisinde sirasiyla siinger, Whatman kagidi,
jel, membran, Whatman kagidi, siinger olacak sekilde sandwi¢ modeli olusturularak
hazirlandi. Bu asamada her bir katman arasinda olusan hava kabarciklarini ortadan
kaldirmaya 6zen gosterildi. Ardindan hazirlanan kaset, blot tankina yerlestirildi ve
tank transfer buffer ile dolduruldu. 15 volt akimda bir gece transfer islemi
gerceklestirildi. Transferi gerceklesen proteinlerin bulundugu PVDF membran ilk
olarak 20 ml bloklama ¢ozeltisi (%5 (w/v) yagsiz siit tozu ve % 0.1 (v/v) Tween-20
iceren 1X TBS) ile muamele edildi ve 1 saat boyunca oda sicakliginda ¢alkalayicida
birakildi. Bloklama isleminin ardindan membran 3 kez 5’er dakika boyunca % 0.1
(v/v) Tween20 iceren 1X TBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra membran ilgili
antikorun talimatlarina gore uygun saat araliginda ve sicaklik kosullarinda primer
antikor ile muamele edildi. Primer antikorun ardindan yine 3 kez 5’er dakika boyunca
yikama yapild1 ve oda sicakliginda 1 saat sekonder antikor ile inkiibe edildi. Tekrar
yikamalar gergeklestirildi. Membranlar 1-2 dakika ECL sistemi Pierce ECL (Western
Blotting Substrate-Thermo) substratla muamele edildi. ECL substrati Reagent A ve
Reagent B ¢ozeltilerinden ayr1 ayr1 1,5 ml alinarak hazirlandi ve membran iizerine

uygulandi. Ardindan karanlik odaya gecilerek membran filme aktarildi.
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3. BULGULAR

3.1

Biyoinformatik Calismalar

NCBI (The National Center for Biotechnology Information) veri bankasi

kullanilarak NC_000012.12 erisim numarali Kromozom 12 tizerinde TSPANS geninin

baslangi¢ noktasi belirlendi (Sekil 3.1). Ardindan promotor bolgesinin molekiiler

analizi ¢alismalarinda kullanilmak tizere genin transkripsiyonel baslangi¢ noktasindan

ileriye dogru 40 niikleotit (+41), geriye dogru ise 1540 niikleotit (-1540) iceren bdlge

promotor bélgesi [-1540 /+ 41] olarak belirlendi. Promotor bdlgesi olarak belirlenen

dizi Okaryotik Promotor Veritabaninda (EPD: Eukaryotic Promoter Database)
taranarak kontrol edildi (Sekil 3.2).

TSPANS

Kromozom 12

TSPANS

Kromozom 12

TSPANE

Kromozom 12

TSPANS

Kromozom 12

TSPANS

Kromozom 12

TSPANE

Kromozom 12

71521249

61

71521189

71

71157787

131

71157727

191

71157667

239

71144214

AGTGCCCCAGGAGCTATGACAAGCAARAGGAACATACTTGCCTGGAGATAGCCTTTGCGAT

(R R R R RN R R R R N RN RN RN RN R R RER R
AGTGCCCCAGGAGCTATGACAAGCARAGGAACATACTTGCCTGGAGATAGCCTTTGCGAT

ATTTAAATGT 70

(ARNRRRRRE
ATTTAAATGT 71521180

CCGTGGATACAGAAATCTCTGCAGGCAAGTTGCTCCAGAGCATATTGCAGGACAAGCCTG

(RN R R R AR RN R R R R R RN R RER R
CCGTGGATACAGAAATCTCTGCAGGCAAGTTGCTCCAGAGCATATTGCAGGACARGCCTG

TAACGAATAGTTAAATTCACGGCATCTGGATTCCTAATCCTTTTCCGAAATGGCAGGTGT

(NN R R RN AR R R R N RN R R R RN R RRR R
TAACGAATAGTTAAATTCACGGCATCTGGATTCCTAATCCTTTTCCGARATGGCAGGTGT

GAGTGCCTGTATAAAATATTCTATGTTTACCTTCAACTTCTTGTTCTGGCTATGTG 246

PERERERRERT R e e e e v e e e e e v e e vl

60

71521190

130

71157728

190

71157668

GAGTGCCTGTATAAAATATTCTATGTTTACCTTCAACTTCTTGTTCTGGGTAAGTG 71157612

GCTATGTGGTATCTTGATCCTAGCATTAGCAATATGGGTACGAGTAAGCAATGACTCTCA

(R R R R R R R RN R R R R R R RN R RRR RN
GCTATGTGGTATCTTGATCCTAGCATTAGCAATATGGGTACGAGTAAGCAATGACTCTCA

298

71144155

Sekil 3.1: TSPAN8 mRNA dizisi ile insan kromozom 12 dizisinin karsilagtiriimasi.
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71144154
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71139848

363

71139788

423

71139728

440

71138231

500

71138171

502

71138074

562

71138014

622

71137954

622

71132826

682

71132766

AGCA 302

1
AGCA 71144151

ATTTTTGGTTCTGAAGATGTAGGCTCTAGCTCCTACGTTGCTGTGGACATATTGATTGCT 362

TEELREEEE R r e e e e e e e e e e e e e e el
ATTTTTGGTTCTGAAGATGTAGGCTCTAGCTCCTACGTTGCTGTGGACATATTGATTGCT 71139789

GTAGGTGCCATCATCATGATTCTGGGCTTCCTGGGATGCTGCGGTGCTATAAAAGAARAGT 422

TEELREEEE R r e e e e e e e e e e e e e e el
GTAGGTGCCATCATCATGATTCTGGGCTTCCTGGGATGCTGCGGTGCTATAAARGARAGT 71139729

CGCTGCATGCTTCTGTTG 440

(AR RN RRR RN
CGCTGCATGCTTCTGTTG 71139711

GTTTTTCATAGGCTTGCTTCTGATCCTGCTCCTGCAGGTGGCGACAGGTATCCTAGGAGC 499

TEELREEEE R r e e e e e e e e e e e e e e el
GTTTTTCATAGGCTTGCTTCTGATCCTGCTCCTGCAGGTGGCGACAGGTATCCTAGGAGC 71138172

TGTTTTCAAATCTAAG 515

FEEEREErrrrennl
TGTTTTCAAATCTAAG 71138156

TTTTCAAATCTAAGTCTGATCGCATTGTGAATGAAACTCTCTATGAAAACACAAAGCTTT 561

(R R RN R RN R R R RN RN RN R AR AR RN
TTTTCAATTTTCAGTCTGATCGCATTGTGAATGAAACTCTCTATGAARACACARAGCTTT 71138015

TGAGCGCCACAGGGGAAAGTGAAAARACAATTCCAGGAAGCCATAATTGTGTTTCAAGAAG 621

(R R R RN R RN R R R RN RN RN R AR AR RN
TGAGCGCCACAGGGGAAAGTGAAAAACAATTCCAGGAAGCCATAATTGTGTTTCARGARG 71137955

AG 623

I
AG 71137953

AGTTTAAATGCTGCGGTTTGGTCAATGGAGCTGCTGATTGGGGARATAATTTTCAACACT 681

(RN RN RN R R R R AR R R R R R RRARARRR R
AGTTTAAATGCTGCGGTTTGGTCAATGGAGCTGCTGATTGGGGAARATAATTTTCAACACT 71132767
ATCCTGAATTATGTGCCTGTCTAGATAAGCAGAGACCATGCCARAGCTATAATGGARRAC 741

(R R R RN R RN R R R RN RN RN R AR AR RN
ATCCTGAATTATGTGCCTGTCTAGATAAGCAGAGACCATGCCARAGCTATAATGGARRAC 71132707

Sekil 3.1: (devam)
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TSPANS

Kromozom

TSPANS

Kromozom

TSPANS

Kromozom

TSPANS

Kromozom

TSPANS

Kromozom

TSPANS

Kromozom

TSPANS

Kromozom

TSPANS

Kromozom

12

12

12

742

71132706

754

71129416

814

71129356

838

71125389

898

71125329

958

71125269

1018

71125209

1078

71125149

ARGTTTACAAAGAG 155
(RN RRRRRRRY
ARGTTTACAAAGAG 71132693

AGACCTGTATTTCTTTCATAAAAGACTTCTTGGCAAAAAATTTGATTATAGTTATTGGAR

FEEEREER e e e e e e e e e e e e e e e rrrnnd
AGACCTGTATTTCTTTCATAAAAGACTTCTTGGCAAAAAATTTGATTATAGT TATTGGAR

TATCATTTGGACTGGCAGTTATTGAGATAC 843

TEELREERERR e e ey
TATCATTTGGACTGGCAGTTATTGAGGTAC 71129327

AGATACTGGGTTTGGTGTTTTCTATGGTCCTGTATTGCCAGATCGGGAACAAATGAATCT

FEEEREER e e e e e e e e e e e e e e e rrrnnd
AGATACTGGGTTTGGTGTTTTCTATGGTCCTGTATTGCCAGATCGGGAACAAATGARTCT

GTGGATGCATCAACCTATCGTCAGTCAAACCCCTTTAARATGTTGCTTTGGCTTTGTAAR

FEEEREER e e e e e e e e e e e e e e e rrrnnd
GTGGATGCATCAACCTATCGTCAGTCARACCCCTTTAAAATGTTGCTTTGGCTTTGTAAR

TTTAAATATGTAAGTGCTATATAAGTCAGGAGCAGCTGTCTTTTTAAAATGTCTCGGCTA

PEEERETR e r e e e e e e e e b e e e e e e el
TTTAAATATGTAAGTGCTATATAAGTCAGGAGCAGCTGTCTTTTTAAAATGTCTCGGCTA

GCTAGACCACAGATATCTTCTAGACATATTGAACACATTTAAGAT TTGAGGGATATAAGG

FEEEREER e e e e e e b e e e e e e e e rrrrrnnl
GCTAGACCACAGATATCTTCTAGACATATTGAACACATTTAAGAT TTGAGGGATATARGG

GAAAATGATATGAATGTGTATTTTTACTCAAAATAAAAGTAACTGTTTACGTT 1130
(NN R R RN R R R RN R RN R RR R RRE

813

71129357

897

71125330

957

71125270

1017

71125210

1077

71125150

GAAAATGATATGAATGTGTATTTTTACTCAAAATAARAGTARCTGTTTACGTT 71125097

Sekil 3.1: (devam)
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P EPD
é i.: EUKARYOTIC PROMOTER DATABASE

Get sequence TSPANS_1 from [-1 540 ]to |40 bp relative to TSS

>FP014389 TSPANS_1 :+U0 EU:NC:; range -1540 tc 40.
IGAATTAGACTAGGGGTIICIATTACACAGTICATICICCIGTACARARCACATCCATTIGATT
ITIGIGITACAGACGTICAARCGACGTICGATICAACTARACGACTACACACGTATICITITIAAGCGA
IGTITICAGCATCCACCARRARTATCTATTITCARACTARARATTTIGCGTAGTATICAATACATIC
ITTTITCARCARRGCAGCATTTAAATCTIGTAATTITITITITIITITAATITTAGCCICIGATARATE
ATCATTICIGGGACTATGAATCAATTTITIGCGTITITITICATICAATCTIGAAATTATICITICAG
CCITGGATIATICTIATATACARRATATCTCAATAGARAGCGTTICGTIGARACTATCCATTTIICT
ACGTAGGARAGAGARCACARRCARTTTITAGTIGATCGATTITATATATTAACGCCATTATITITIIC
CRARTTAATCCIARRATTTIGCGCCITIARACGCTIATATATIATIGITGATAATGCATTARARATR
TATIGIATTIIGIAGTICAGGCGAGTAGAATICTITITICAARRRRACATTIGCGTIATCGCCAGTIGARRARATT
AGARATARTATTITITIICITITIGIAAGCAGTICATGCITICGCITATCCGIGTAARRACTTAGCAR
AGATICIAARRGAATARTTITICICAACARACCTITITITARAGTAGAGEGETICITIITATITAGEE
GCAGARAGAACTCCCITIGAGAGCCAGCGATCGTIGCGARACTAACATGACCCAGGEGCTIGITTIACA
CARARAGCAGTCCACACCTICCCIGATGATGTICCGCGACGCATITIGCCTTITACCTGAGACAGCTG
CCITCIATTAGCACTAGARRCARATACGTARRRATCTATGCTICACTGATCCATGACCACCTIT
CCCATTITIGAATITITITIGICCGCGGAGGACCTIGCGAATCCAGARACTCGAGTIGCETIGGAGAR
CAGCIGITIGCIAGATACARTTITATCAGAGGAAGGARRTTACAGTGTICCACCTTIARRRACS
ARCCARGCTATCAGAATGACTACGCATTIATARRATGARRRCARTGCGTITICGCAGTCAGTIGCCA
CITIATGATTIICITICCCITIGIATCATARAGARRATARAGATARALRCGCARATGEICITIA
ITCATGATAGGCRAAGGCTIGCCICICCCICIGCAATTIICIGIGCGIGTIATITACGGCAGCICT
CeAARTICITITGARATARRTITACGATCITITCGCGAGGCGCAGATACATGTIAATGETITATTIIT
ACTATTICTIAGCTITITAATGATARCAGCTIGCTATCGTICTARACGCTTITGATATITIGCAGATTIT
CIARARTCGCATTITATIGCATITAGAAGCGAATTITIGCTACGTATIGAGARARRATGCGCAATGCGCARR
AR TCGACGTAGAGATACAATCGTICCATTITAACTCAGAACARARCARCCTTATITICCCCATAGT
TCARRTGCAGCECECCGCEEGCEARCTCAGECACGTIGEITICIGARAAGCCARGAACTTAGTAGCACT
CIGCCATTICICITIGCCIGATCCAGTIGCCATTICCCTITICACTTIGATATCIGITIACTITITAGA
GGAGGCAGTITITIGAGARRGCGATCATARRTATCCTIGGECCCAGTGCCCCAGGAGCTATGAC
ARCGCARAAGGARACATACTTIGCC

Sekil 3.2: 1581 [-1540 /+ 41] b¢ TSPANS promotor hélgesi.

Daha sonra bu dizi TRANSFAC (TRANScription FACtor database)
kullanilarak analiz edildi. Bu analiz sonucunda sekil 3.3’ de gosterilen muhtemel
transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri belirlendi.
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-1540 TGAATTAGACTAGGGGTTCTATTACACAGTCATTCTCCTGTACAAACACATCCATTGATTT - 1478
-1479 TTGTGTTACAGAGTTCAAGAGTGATTCAACTAAAGACTACACAGTATTCTTTTTAAGGATG -1419
-1418 TTCAGCATCCACCAAAATATCTATTTCAAACTAAAATTTGGTAGTATTCAATACATTCTTTT  -1357
-1356 CAACAAAGCAGCATTTAAATCTGTAATTTTTTTTTAATTTTAGCCTCTGATAAATAATCATTT -1294
-1293 CTGGGACTATGAATCAATTTTGGTTTTCATTCAATCTGAAATTATTCTTTCAGCCTTGGATTA -1231
-1230 TTCTATATACAAAATATCTCAATAGAAGGTTGTGAAACTATCCATTTTCTAGTAGGAAAGAG - 1169
-1168 AACACAAACAATTTTAGTGATGATTTATATATTAAGCCATTATTTTTGGAATTAATCCTAAAT -1106
-1105 TTGGCCTTTAACGCTATATATTATTGTTGATAATGCATTAAAATATATTGTATTTGTAGTCAG - 1043
-1042 GGAGTAGAATTGTTTCAAAAACATTGTATGCCAGTGAAAATTAGAAATAATATTTTTCTTTT -981
-980 GTAAGGAGTTCATGCTTGCTTATCGTGTAAAACTTAGCAAAGATTCTAAAGAATAATTTTCT -919
-918 CAACAACCTTTTAAAGTAGAGGGTTCTTTTATTTAGGGGGAGAAGAACTCCCTTTGAGAGG -858
-857 CAGGATGTGGAAACTAACATWACAOAAAGCAGTCCACACCT CCCTGAT -797
-796 GATGTCGGAGCATTITGCCTTTACCTE%MGAAD(?A(%CT GCCTTCTATTAGCACTAGAAACAAATA -735
-734 GTAAAATCTATGGTCACTGATCCATGACCACCTTCCCATTTTGAATTTTTTTGTCCGGGAGGA -672
-671 CCTGGAATCCAGAAACTGAGTTG GTGGAGAACAGCTG'ITsTAGATACAATTTATCAGAGG -611
-610 AI‘Cg?_ﬁpfé\ﬂACAGTGTCCACCTTAAAAACAAACCAAGCTATCAGAATGACTACG&TTATAA -549
-548 MAACAATGTTGCAGTCAGTGCCACTTI'ATGATTFC TI;I'%(\Z%PTGTATCATAAAGAAA -486
-485 TAAAGATAAAAAGCAAATGGTCTT ATCATGATAGGCAAﬁ CTGCCTCTCCCTCTGCAATTTC -424
-423 TGTGGTGTATITACGGCAGCTCTGGAATTiﬂTTGAAATAAATITAGATGTTTTGGAGGGCA -362
-361 GATACATGTAATGGTTATTTTACTATTCTAGGTTTAATGATAACAGGTTGCTATGTCTAAGC -300
-299 TTI'GATA'ITITGCWCATHTATTGCATTTAGAAGS(I'S.Q?ITITGTAGTATTGA -237
-236 GAAAATG CAATGCAAAAATGAGTAGAGATACAATGTCCATI’TAmCAAAAAACS -176
-175 TTATTTCCCCATAGTTGAAATGGAGGGCGGG%AGTCAGGCAGTGGTITCTGAAAGCCAAG -115
-114  AACTTAGTAGCACTGTGCCATTCTCTTGCCTGATCCAGTGCCATTCCCTTCACTTGATAICTGT -51

-50 TTACTTTAGAGGAGGCAGTTTTTGAGAAAGGATCATAAATATCCTGGCCCAGTGCCCCAGGA +12

+13  GCTATGACAAGCAAAGGAACATACTTGCC +41

Sekil 3.3: insan TSPANS promotorunda yer alan olasi transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri.
Transkripsiyonun baslangi¢ bolgesi +1 (A) kirmizi, translasyonel baglangi¢ kodonu ATG ise yesil
renk ile yazilarak belirtilmistir.
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3.2 Primer Tasarim

Primer tasarimu igin oncelikle TSPANS8 promotorunun biyoinformatik olarak
restriksiyon haritalamas1 yapildi. Promotoru kesen ve kesmeyen restriksiyon enzimleri
belirlendi. Promotor diziyi kesmeyen restriksiyon enzimlerinin pMeT-Luc vektorinin
klonlama bdélgesindeki enzimler ile uyum gosterip gostermedigi kontrol edildi. Xhol
ve BamHI enzimlerinin hem promotor bolgeyi kesmedigi hem de vektoriin klonlama
bolgesinde bulundugu goriildii. Sonug olarak Xhol ve BamHI enzimine spesifik diziler

primer dizilerine eklendi.

Promotor dizinin dogru yonde klonlanabilmesi igin, Xhol kesim bdlgesi
forward primerlerde, BamHI kesim bolgesi reverse primerde kullanildi (Tablo 3.1).
Bunun disinda tasarlanan primerlerin sa¢ tokasi yapist olusturmamasina ve Tm

sicakliklarinin birbirine yakin olmasina 6zen gosterildi.

Tablo 3.1: Tasarlanan primerlerin dizisi, Tm degeri ve uzunluklari.

Primer Uzunluk T™m Dizi
(bg) (°C)
CTCGAGTGAATTAGACTAGGGGTTCTTTA
TSPAN8 | 29b¢ | 68°C | vy Kesim Bolgesi
Forward

GGATCCGGCAAGTATGTTCCTTTGCTT

0,
TSPANS8 27b¢ 1 683°C | ponHI Kesim Bolgesi

Reverse

A) o B)

Sekil 3.4: TSPANS promotor primerlerinin sa¢ tokasi olusturma potansiyelleri (A) Forward Primer
(B) Reverse Primer.
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3.3  Genomik DNA izolasyonu

TSPANS8 geninin promotor bolgesinin klonlanmasi igin ilk olarak kandan
genomik DNA izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen genomik DNA % 0,8 lik
agaroz jelde ydratulerek goruntilendi (Sekil 3.5).

10000
free.

L1 LI

Sekil 3.5: Genomik DNA jel goruntisu.

3.3.1 TSPAN8 Promotorunun Genomik DNA’dan Polimeraz Zincir
Reaksiyonlar1 (PZR) ile Cogaltilmasi

Polimeraz zincir reaksiyonlart1 (PZR) reaksiyonlar1 bolim 2.2.2.3° de
belirtildigi sekilde 50 pl hacimde yapildi. Buna gore TSPANS promotorunun
¢ogaltilmasi i¢in en uygun kosullarin saptanabilmesi amaci ile MgClz konsantrasyonu
ve kalip DNA miktar1 degistirilerek PZR optimizasyonu yapildi. Tampon, distile su,
dNTP karigimi, forward primer, reverse primer ve Taq DNA polimeraz miktarlar1 sabit
tutularak Tablo 3.2° deki PZR kosullari kullanildi. PZR sonucu olusan iiriinler agaroz
jelde yurutalda ve 1581 [-1540 /+ 41] bg’ lik TSPANS8 promotoruna ait amplifiye
edilen bolge UVP Gorlntlileme sistemi ile goruntiilenerek fotograflart ¢ekildi. Sekil
3.6” da goriildiigli gibi 3 numarali 6rnek diginda diger tiim orneklerde tek bir bant

g6zlendi ve TSPANS promotoru elde edildi.
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Tablo 3.2: TSPANS promotorunun ¢ogaltilmasi igin PZR kosullari.

Segment Dongii Sayist Sicaklik Sure
1 1 95°C 10 saniye
95°C 1 dakika
2 35 63 °C 45 saniye
72°C 100 saniye
3 1 72°C 10 dakika

Tablo 3.3: TSPANS promotorunun ¢ogaltilmasi i¢in PZR igerikleri.

Pozitif Negatif
Tiip igerigi 1.tip Kontrol | Kontrol
(HB2)
gDNA 1l 2 ul -
MgCl; 4 ul 4 ul 4 ul
Taq Tamponu 5 ul 5 ul 5ul
dNTP 1pl 1pl 1l
Forward Primer 1l 1l 1l
Reverse Primer 1pl 1pl 1l
Taq DNA 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Polimeraz
dH20 36,5 pl 35,5 ul 37,5 ul
Toplam Hacim 50 pl 50 pl 50 pl
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I 10000
8000
/, 5000
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Sekil 3.6: PZR reaksiyonu sonucu jel goriintiisi M- 1 kb marker 1- 1 pl DNA- 1 mM MgCly, 2- 1 pl
DNA-2 mM MgCly, 3- 1 pl DNA-3 mM MgCl,4- 2 ul DNA-1 mM MgCl,, 5- 2 pl DNA-2 mM
MgCly, 6- 2 pl DNA-3 mM MgCl, 7- Negatif Kontrol.

3.3.2 TSPANS Promotorunun pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi ve
E. coli Hicrelerine Transformasyonu

PZR ile ¢ogaltilan promotor bolge T:A klonlama stratejisi ile pGEM-T Easy
Vector Systems (Promega) kullanilarak klonlandi. Oncelikle PZR sonucu olusan
bantlar boliim 2.2.2.5 de belirtildigi gibi agaroz jelden geri kazanilarak klonlanmaya
hazir hale getirildi. Daha sonra uretici firma protokoliine gére pGEM-T Easy vektorii
ve jelden kazanilan TSPANS8 promotoru bir gece +4 °C’ de ligasyona birakildu.
Ligasyon isleminin ardindan ligasyon {irlinii ve jelden geri kazanilan DNA agaroz
jelde yarataldd (Sekil 3.7). Ligasyon trind bolim 2.2.2.12” de belirtildigi sekilde E.
coli XL1-Blue kompetan hiicrelerine transforme edildi. Ampisilin igeren LB Agarli
petrilere mavi-beyaz koloni secilebilmesi icin X-Gal ve IPTG yayildi. Bu petrilere
transformasyon yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37 °C” de inkiibasyona
birakildi. Beyaz kolonilerden secilerek LB sivi besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve
hiicreler ¢ogaltildi. Boliim 2.2.2.7” de belirtildigi sekilde GeneJet Plasmid Miniprep
Kit (Fermentas) kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmitler
Xhol ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilerek rekombinant olup olmadiklari
kontrol edildi. Kesim sonuglar1 %1’ lik agoroz jelde yiiriitiildi. Sekil 3.8” de gortldugi
gibi secilen 2 kolonide bulunan vektOrlerin her biri rekombinanttir ve TSPANS

promotor bélgesini icermektedir.
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Sekil 3.7: 1581 bg insert (1) ve ligasyon Uruni (2).

M | 2
1:?_1;-1;:)
i -
% -
= 20 o> T

L1 L

Sekil 3.8: pGEM-T Easy vektoriine klonlanan TSPANS8 promotorunun kontol kesim sonucu jel
gorintist M- 1 kb marker 1- 1. koloni 2- 2. koloni.

3.3.3 TSPANS8 Promotorunun pMET-LUC Lusiferaz Haberci Vektortne
Klonlanmasi ve E. coli’ ye Transformasyonu

pGEM-T Easy vektorine klonlanan TSPANS8 promotoru fonksiyonel
aktivitesinin belirlenecegi pMET-LUC lUsiferz haberci vektorine alt klonlama ile
aktarildi (Sekil 2.2). Klonlama igin Oncelikle Sekil 3.8’ de goriilen kesim sonucu
olusan bantlar jelden geri kazanildi. Aymi sekilde pMET-LuC vektori de Xhol ve

BamHI enzimleriyle kesilerek agaroz jelde ydritildi ve kesilen vektor jelden geri
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kazanildi. Jelden geri kazanilan pMET-Luc vektorii ve TSPANS8 promotoru bir gece
+4 °C’ de ligasyona birakildi. Ligasyon triiniiniin E. coli XL1-Blue hcrelerine
transformasyonu gergeklestirildi. Transformasyon yapilmis bakterilerin se¢imi igin
Kanamisin igeren LB agarli petrilere ekim yapildi ve 37 °C” de bir gece inkiibasyona
birakildi. Ureyen kolonilerden bir tanesi segilerek kanamisin igeren LB siv1 besiyerine
tek koloni ekimi yapilarak hiicreler ¢ogaltildi. Plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak
plazmit DNA izolasyonu gergeklestirildi. izole edilen plazmit DNA Xhol ve BamHI
restriksiyon enzimleriyle kesilerek kontrol yapildi. Kesim sonuglari agaroz jelde

yiriitildi ve gériintiilendi (Sekil 3.9).

Sekil 3.9: pMET-LuC vektdriine klonlanan TSPANS8 promotorunun kontrol kesim sonucu jel
goruntisi M- 1kb marker 1- 1. koloni.

3.3.4 Otomatik Dizi Analizi

Klonlanan 1581 b¢ insan TSPANS promotor pargasinin dizisinin kontrol
edilmesi amaciyla Triogene, Istanbul’ a dizilemeye gonderildi. Elde edilen dizileme
sonuglar1 biyoinformatik olarak NCBI’ da analiz edildi ve NC_000012.12 erisim
numaralt DNA veri bankasindaki TSPANS8 genini ve promotor bdlgesini igeren
kromozom 12 ile karsilastirildi. Sekilde gosterildigi gibi dizileme sonucu ve NCBI veri
bankasindaki dizi karsilastrildiginda her bir niikleotit eslesmistir (Sekil 3.10). Dizi

analizi ile TSPANS genine ait promotorun dogru bir sekilde klonlandig1 gosterilmistir.
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TSPANS8

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS8

GRCh38

-1540

.p7 71159539

-1490

.p7 71159489

-1440

.p7 71159439

-1390

.p7 71159389

-1340

.p7 71159339

-1290

.p7 71159289

-1240

.p7 71159239

-1190

.p7 71159189

-1140

.p7 71159139

-1090

.p7 71159089

-1040

.p7 71159039

TGAATTAGACTAGGGGTTCTATTACACAGTCATTCTCCTGTACAAACACA

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
TGAAT TAGAC TAGGGGTTCTATTACACAGT CATTC TCCTGTACAAACACA

TCCATTGATT TTTGTGTTACAGAGT TCAAGAGTGATTCAACTAAAGACTA

FEEEREEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e el
TCCAT TGATT TTTGT GTTACAGAGT TCAAGAGTGATTCAACTAAAGACTA

CACAGTATTCTTTTTAAGGATGTTCAGCATCCACCAAAATATCTATTTCA

FEEEREEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e et e e e
CACAGTATTCTTTTTAAGGATGTTCAGCAT CCACCAAAATATCTATTTCA

AACTAAAATTTGGTAGTATTCAATACATTCTTTTCAACAAAGCAGCATTT

FEEEEEEEEr e ee e e e e e e e e e e e e e e e el
AACTAAAATT TGGTAGTATT CAATACATTC TTTTCAACAAAGCAGCATTT

AAATCTGTAATTTTTTTTTAATTTTAGCCTCTGATAAATAATCATTTCTG

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e
AAATCTGTAATTTTT TTTTAATTTTAGCCT CTGATAAATAATCATTTCTG

GGACTATGAATCAATTTTGGTTTTCATTCAATCTGAAATTATTCTTTCAG

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
GGACTATGAATCAAT TTTGGTTTTCATTCAATCTGAAATTATTC TTTCAG

CCTTGGATTATTCTATATACAAAATATCTCAATAGAAGGTTGTGAAACTA

FEEEREEEEr e er e e e e e e e e e e e e e et e e el
CCTTGGATTATTCTATATACAAAATATCTCAATAGAAGGT TGTGAAACTA

TCCATTTTCTAGTAGGAAAGAGAACACAAACAATTTTAGTGATGATTTAT

FEEEREEEEr et e e e e e e e e e e ee e e e e e el
TCCAT TTTCTAGTAGGAAAGAGAACACAAACAATT TTAGTGATGATTTAT

ATATTAAGCCATTATTTTTGGAATTAATCCTAAAT TTGGCCTTTAACGCT

FEEREErrerrer e et e e e e e et e e e e e e e e rerrer el
ATATTAAGCCATTAT TTTTGGAATTAATCCTAAAT TTGGCCTTTAACGCT

ATATATTATTGTTGATAATGCATTAAAATATATTGTATTTGTAGTCAGGG

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e ee e e e e el
ATATATTATTGTTGATAATGCATTAAAATATATTGTATTT GTAGTCAGGG

AGTAGAATTGTTTCAAAAACATTGTATGCCAGTGAAAATTAGAAATAATA

FEEEREEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e reer
AGTAGAATTGTTTCAAAAACATTGTATGCCAGTGAAARATTAGAAATAATA

-1491

71159490

-1441

71159440

-1391

71159390

-1341

71159340

-1291

71159290

-1241

71159240

-1191

71159190

-1141

71159140

-1091

71159090

-1041

71159040

-991

71158990

Sekil 3.10: Klonlanan 1581 bg promotor bdlgesinin dizi analizi. Transkripsiyonun baglangi¢ bolgesi
+1 (A) kirmizi, translasyonel baslangi¢ kodonu ATG ise yesil renk ile yazilarak belirtilmistir.
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TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

.p7

.p7

.p7

.p7

P7

.p7

.p7

.p7

.p7

.p7

-990

71158989

-940

71158939

-890

71158889

-840

71158839

-790

71158789

-740

71158739

-690

71158689

-640

71158639

-590

71158589

-540

71158539

TTTTTCTTTTGTAAGGAGTT CATGCTTGCT TATCGTGTAAAACT TAGCAA

FEEEEEErEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TTTTTCTTTTGTAAGGAGTTCATGC TTGCT TATCGTGTAAAACT TAGCAA

AGATTCTAAAGAATAATTTTCTCAACAACCTTTTAAAGTAGAGGGTTCTT

FEEEREEEEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
AGATTCTAAAGAATAATTTTCTCAACAACCTTTTAAAGTAGAGGGTTCTT

TTATT TAGGGGGAGAAGAACTCCCT TTGAGAGGCAGGATGTGGAAACTAA

FEEEREErEE e e e e e e e e e e e e e e rer e e e el
TTATT TAGGGGGAGAAGAACTCCCT TTGAGAGGCAGGATGTGGAAACTAA

CATGACCCAGGCTGT TTACACAAAGCAGTCCACACCTCCCTGATGATGTC

FEEEEEETEE et e e e e e e e e e v e e e e e el
CATGACCCAGGCTGT TTACACAAAGCAGTCCACACCTCCCTGATGATGTC

GGAGCATTTTGCCTT TACCTGAGACAGCTGCCTTCTATTAGCACTAGAAA

FEEEEEErEe e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e el
GGAGCATTTTGCCTT TACCT GAGACAGCTGCCTTC TATTAGCAC TAGAAA

CAAATAGTAAAATCTATGGTCACTGATCCATGACCACCTTCCCATTTTGA

FEEEREEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
CAAATAGTAAAATCTATGGT CACTGATCCATGACCACCTTCCCATTTTGA

ATTTTTTTGT CCGGGAGGACCTGGAATCCAGAAACTGAGT TGGT GGAGAA

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
ATTTTTTTGT CCGGGAGGACCTGGAATCCAGAAAC TGAGT TGGT GGAGAA

CAGCTGTTGCTAGATACAAT TTATCAGAGGAAGGAAATTACAGTGTCCAC

FEEEEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e el
CAGCT GTTGCTAGATACAAT TTATCAGAGGAAGGAAATTACAGT GTCCAC

CTTAAAAACAAACCAAGCTATCAGAATGACTACGCATTATAAAATGAAAA
FEEEEREEEE e e e e e e e e e e e e e e e e el
CTTAAAAACAAACCAAGCTATCAGAATGACTACGCATTATAAAATGAAAA
CAATGTTGCAGTCAGTGCCACTTTATGATT TCTTTCCCTT TGTATCATAA

FEEEEEEree et e e e e e e e et e e eer e e re e e e el
CAATGTTGCAGTCAGTGCCACTTTATGATT TCTTTCCCTT TGTATCATAA

Sekil 3.10: (devam).
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-941

71158940

-891

71158890

-841

71158840

-791

71158790

-741

71158740

-691

71158690

-641

71158640

=591

71158590

-541

71158540

-491

71158490



TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38

.p7

.p7

.p7

.p7

.p7

.p7

.p7

.p7

.p7

.p7

.p7

-490

71158489

-440

71158439

-390

71158389

-340

71158339

-290

71158289

-240

71158239

-190

71158189

-140

71158139

-90

71158089

-40

71158039

+9

71157989

AGAAATAAAGATAAAAAGCAAATGGTCTTATCATGATAGGCAAGGCTGCC

FEEEEEEEEErEr e e e e e e e e e e e e rer e e e el
AGAAATAAAGATAAAAAGCAAATGGTCTTATCATGATAGGCAAGGCTGCC

TCTCCCTCTGCAATT TCTGTGGTGTATTTACGGCAGCTCTGGAATTCTTT

FEEEEEErrererr e e e e e ee e e e e e e re rer e reer e
TCTCCCTCTGCAATT TCTGT GGTGTATTTACGGCAGCTCT GGAATTCTTT

TGAAATAAAT TTAGATGTTT TGGAGGGCAGATACATGTAATGGT TATTTT

FEEEEEEEr e ree e e e e e e e e e e e e rer e e e
TGAAATAAAT TTAGATGTTT TGGAGGGCAGATACATGTAATGGT TATTTT

ACTATTCTAGGTTTAATGATAACAGGTTGCTATGT CTAAGCTTTGATATT

FErrererrrreerrrreer e e e e e e e e e e rerr e e e
ACTAT TCTAGGTTTAATGATAACAGGTTGC TATGT CTAAGCTTT GATATT

TTGCAGATTTCTAAATGCATTTTAT TGCAT TTAGAAGGAATTTTGTAGTA

FEEEEEETrErer e e e e e e e e e e e e e eer e e e
TTGCAGATTTCTAAATGCAT TTTAT TGCAT TTAGAAGGAATTTT GTAGTA

TTGAGAAAATGCAATGCAAAAATGAGTAGAGATACAATGTCCATTTAACT

FEEEErerrrrerr e e e e e e e e e e e rer e e e e
TTGAGAAAAT GCAAT GCAAAAATGAGTAGAGATACAATGT CCAT TTAACT

CAGAACAAAACAACCTTATTTCCCCATAGT TGAAATGGAGGGCGGGGAAG

FEEEEEEETErErr e e e e e e e e e e e ee e re e e
CAGAACAAAACAACCTTATT TCCCCATAGT TGAAATGGAGGGCGGGGAAG

TCAGGCAGTGGTTTCTGAAAGCCAAGAACT TAGTAGCACTGTGCCATTCT

FEEEEEEEr e rerr e e e e e e e e e e e eer e e e
TCAGGCAGTGGTTTCTGAAAGCCAAGAACT TAGTAGCACTGTGCCATTCT

CTTGCCTGATCCAGTGCCATTCCCT TCACTTGATATCTGT TTACTTTAGA

FEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e rer e e e e
CTTGCCTGAT CCAGT GCCAT TCCCT TCACT TGATATCTGT TTACTTTAGA

GGAGGCAGTT TTTGAGAAAGGATCATAAATATCCT GGCCCAGTGCCCCAG
FErrererrererrrrreer e e e ree e rererr e ree e e
GGAGGCAGTT TTTGAGAAAGGATCATAAATATCCT GGCCCAGTGCCCCAG
GAGCTATGACAAGCAAAGGAACATACTTGCC +41

FEEEEEERTEreer e el
GAGCTATGACAAGCAAAGGAACATACTTGCC 71157959

Sekil 3.10: (devam).
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-441

71158440

-391

71158390

-341

71158340

-291

71158290

-241

71158240

-191

71158190

-141

71158140

-91

71158090

71158040

+10

71157990



3.4 Farkh Uzunluklarda Promotor Parc¢alarinin Olusturulmasi

Farkli uzunluklarda TSPANS promotor parcalarinin olusturulmasi igin iki
yontem kullanildi. 1089 [-1048/+41] bg ve 186 [-145/+41] b¢ uzunlugundaki promotor
parcalari PZR temelli teknikler ile olusturulurken, 438 [-398/+41] b¢ uzunlugundaki

bolge restriksiyon enzimleri ile kesilerek olusturuldu.

3.4.1 1089 [-1048/+41] b¢ Uzunlugunda Promotor Parg¢as1 Olusturulmasi

1089 [-1048/+41] b¢ uzunlugunda promotor pargasinin olusturulmasi i¢in PZR
teknigi kullanildi. Daha 6nce 1581 bg¢ uzunlugundaki promotorun elde edilmesinde
kullanilan reverse primer 1089 [-1048/+41] b¢ uzunlugunda promotor pargasinin
cogaltilmasinda kullanildi. Yalniz forward primer i¢in yeniden primer tasarimi yapildi.
Buna gore tasarlanan primerde pMET-Luc vektorine klonlama igin Xhol restriksiyon
tanima bolgesi kullanildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4: Tasarlanan 1089 [-1048/+41] b¢ TSPANS8 promotor bdlgesine spesifik primerin dizisi, Tm
degeri ve uzunlugu.

Primer Uzunluk ™ Dizi
(be) C)
1089 CTCGAGTGAATTAGACTAGGGGTTCTATTA
[-1048/+41] 28 bg 68,7°C | Xhol Kesim Bolgesi
Forward
TSPANS- GGATCCGGCAAGTATGTTCCTTTGCTT
Reverse 27 bg 68,3°C | BamHI Kesim Bolgesi
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Sekil 3.11: 1089 [-1048/+41] TSPANS promotor bolgesine ait spesifik forward primerin sa¢ tokasi
olusturma potansiyeli.

PZR reaksiyonlar1 bolim 2.2.2.3” de belirtildigi gibi 50 pl hacimde yapildu.
Kalip olarak genomik DNA kullanildi. Tablo 3.2° deki PZR kosullar1 kullanilarak dizi
¢ogaltildi. PZR sonucu olusan iiriinler agaroz jelde yiiriitiildi ve 1089 [-1048/+41] b¢’
lik TSPAN8 promotoruna ait bant UVP gortntileme sistemi ile goruntulenerek
fotograflar c¢ekildi. Sekil 3.12° de goriildiigli gibi biitlin tiiplerde tek bir bant elde
edildi.

Sekil 3.12: 1089 [-1048/+41] b¢ uzunlugunda TSPANS8 promotor pargasinin PZR sonu jel goriintusi
M- 1 kb marker 1- 1 ul DNA,1 mM MgCl; 2- 1 ul DNA,2 mM MgCl; 3-1 pl DNA,3 mM MgCl, 4-
2 ul DNA,1 mM MgCl; 5- 2 ul DNA,2 mM MgCl, 6- 2 ul DNA,3 mM MgCl, 7- Negatif Kontrol.
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PZR ile ¢ogaltilan 1089 [-1048/+41] b¢ uzunlugundaki promotor bdlge T:A
klonlanma stratejisi ile pPGEM-T Easy vektoriine klonlandi. Bu amagla elde edilen
transformasyon Uriini mavi-beyaz koloni secilebilmesi igin X-Gal ve IPTG yayilmis
ampisilin igeren LB Agarli petriye ekildi. 37 °C’ de bir gece inklibasyon sonrasinda
olusan beyaz kolonilerden 9 tek koloni secilerek LB sivi besiyerine ekimi yapildi. Bu
petrilere transformasyon yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak birakildi ve hiicreler
cogaltildi. Plazmit DNA izolasyonu ve ardindan plazmitlerin kontrol kesimi yapildi.
Sekil 3.13” de goriildiigii gibi secilen 9 koloniden sadece 1 tanesi rekombinant vektori

icermektedir.

Sekil 3.13: 1089 bg promotoru iceren pPGEMT-Easy kesim sonucu jel goriinttisi. 1: 1 kb marker 1: 1.
koloni 2: 2. koloni3:3. koloni 4: 4. koloni 5: 5. koloni 6: 6. koloni 7: 7. koloni 8: 8. koloni 9: 9. koloni.

M 1 2

10000
8000
/ i)
/, 4000

% 00 =
7 50 - -
— 2500
- 2000
- 1500

1000 e
- 750
- 500

— 230

Sekil 3.14: pGEM-T Easy vektdriine klonlanan 1089 b¢ TSPANS promotorunun kontol kesim sonucu
jel goruntlisi M: 1 kb marker 1: 1089 b¢ 2:1089 bg.
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PGEM-T Easy vektorine klonlanan insan TSPAN8 promotoru fonksiyonel
aktivitesinin belirlenecegi pMet-Luc Lusiferaz haberci vektoriine alt klonlama yapildi.
Bu amagla oncelikle Sekil 3.14° de gorulen kesim sonucu olusan bantlar jelden geri
kazanildi. Daha sonra ayni sekilde Xhol ve BamHI enzimleriyle kesilen pMet-Luc
vektorti ile jelden geri kazanilan insan TSPANS promotoru bir gece +4 °C’ de
ligasyona birakildi. Ligasyon tirtiniiniin E. coli XL1-Blue hicrelerine transformasyonu
gerceklestirildi. Kanamisin igeren LB agarli petrilere transformasyon yapimis
bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37 °C’ de inkiibasyona birakildi. Olusan
kolonilerden 2 tanesi LB siv1 besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hiicreler ¢ogaltildi.
Plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi ve Xhol ve
BamHI restriksiyon enzimleriyle kontrol kesimi ger¢eklestirildi. Kesim sonucu agaroz
jelde yiiriitiildi. Sekil 3.15” de gortildiigii gibi iki koloniden ikisinde de bulunan vektor

rekombinantir ve insan TSPAN8 promotorunu icermektedir.

M 1 2

Sekil 3.15: pMet-Luc vektorine klonlanan 1089 bg [-1048/+41] bg uzunlugundaki promotorun
kontrol kesimi sonucu jel goriintiisi M: 1 kb markerl: 1. Koloni 2: 2. Koloni.
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3.4.1.1 Otomatik Dizi Analizi

Klonlanan 1089 b¢ insan TSPANS promotor parcasinin dizisinin kontrol
edilmesi amaciyla Triogene, Istanbul’ a dizilemeye gonderildi. Elde edilen dizileme
sonuglar1 biyoinformatik olarak NCBI’ da analiz edildi ve NC_000012.12 erisim
numarali DNA veri bankasindaki TSPANS8 genini ve promotor bolgesini igeren
kromozom 12 ile karsilastirildi. Sekilde gosterildigi gibi dizileme sonucu ve NCBI veri
bankasindaki dizi karsilastrildiginda her bir niikleotit eslesmistir (Sekil 3.16). Dizi
analizi ile TSPANS genine ait promotorun dogru bir sekilde klonlandig1 gosterilmistir.
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TSPANS8

GRCh38

TSPANS8

GRCh38.

TSPANS8

GRCh38.

TSPANS8

GRCh38.

TSPANS8

GRCh38.

TSPANS8

GRCh38.

TSPANS

GRCh38

TSPANS

GRCh38.

TSPANS8

GRCh38.

TSPANS8

GRCh38.

TSPANS

GRCh38.

.p7

p7

p7

p7

p7

p7

.p7

p7

p7

p7

p7

-1048

71159047

-998

71158997

-948

71158947

-898

71158897

-848

71158847

-798

71158797

-748

71158747

-698

71158697

-648

71158647

-598

71158597

-548

71158547

AGTCAGGGAGTAGAATTGTTTCAAAAACATTGTATGCCAGTGAAAATTAG

FEEREEREEr e e e e e e e e e e e e e e e e el
AGTCAGGGAGTAGAATTGTTTCAAAAACATTGTATGCCAGTGAARATTAG

AAATAATATTTTTCTTTTGTAAGGAGTTCATGCTTGCTTATCGTGTAAAA

Frerererer e e rrrerer e e e e e e e e e e
ARATAATATTTTTCTTTTGTAAGGAGTTCATGCTTGCTTATCGTGTAAAA

CTTAGCAAAGATTCTAAAGAATAATTTTCTCAACAACCTTTTAAAGTAGA

FEEREEREEr e e e e e e e e e e e e e b e e e e el
CTTAGCAAAGATTCTAAAGAATAATTTTCTCAACAACCTTTTAAAGTAGA

GGGTTCTTTTATTTAGGGGGAGAAGAACTCCCTTTGAGAGGCAGGATGTG

FEEEEErEEr e e e e e e e e e e e e e et
GGGTTCTTTTATTTAGGGGGAGAAGAACTCCCTTTGAGAGGCAGGATGTG

GAAACTAACATGACCCAGGCTGTTTACACAAAGCAGTCCACACCTCCCTG

FEEREEREEr e e e e e e e e e e e e e e e e et
GAAACTAACATGACCCAGGCTGTTTACACAAAGCAGTCCACACCTCCCTG

ATGATGTCGGAGCATTTTGCCTTTACCTGAGACAGCTGCCTTCTATTAGC

FEEREETEEr e e e e e e e e e e e e e e e e et
ATGATGTCGGAGCATTTTGCCTTTACCTGAGACAGCTGCCTTCTATTAGC

ACTAGAAACAAATAGTAAAATCTATGGTCACTGATCCATGACCACCTTCC

FEEREEREEr e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ACTAGAAACAAATAGTAAAATCTATGGTCACTGATCCATGACCACCTTCC

CATTTTGAATTTTTTTGTCCGGGAGGACCTGGAATCCAGAAACTGAGTTG

FEEEEErer e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
CATTTTGAATTTTTTTGTCCGGGAGGACCTGGAATCCAGAAACTGAGTTG

GTGGAGAACAGCTGTTGCTAGATACAATTTATCAGAGGAAGGAAATTACA

FEEREER e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GTGGAGAACAGCTGTTGCTAGATACAATTTATCAGAGGAAGGAAATTACA

GTGTCCACCTTAAAAACAAACCAAGCTATCAGAATGACTACGCATTATAA

FEEEEErEr e e e e e e e e e e e e e e e e et
GTGTCCACCTTAAAAACAAACCAAGCTATCAGAATGACTACGCATTATAA

AATGAAAACAATGTTGCAGTCAGTGCCACTTTATGATTTCTTTCCCTTTG

FEErErerer e rr e et e v e e e e e e e e e el
AATGAAAACAATGTTGCAGTCAGTGCCACTTTATGATTTCTTTCCCTTTG

-999

71158998

-949

71158948

-899

71158898

-849

71158848

-799

71158798

-749

71158748

-699

71158698

-649

71158648

-599

71158598

-549

71158548

-499

71158498

Sekil 3.16: Klonlanan 1089 bg promotor bdlgesinin dizi analizi. Transkripsiyonun baslangi¢ bolgesi
+1 (A) kirmizi, translasyonel baslangi¢ kodonu ATG ise yesil renk ile yazilarak belirtilmistir.
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TSPANS8

GRCh38

TSPAN8

GRCh38

TSPANS8

GRCh38

TSPANS8

GRCh38

TSPAN8

GRCh38

TSPAN8

GRCh38

TSPANS8

GRCh38

TSPAN8

GRCh38

TSPANS8

GRCh38

TSPAN8

GRCh38

-498

71158497

-448

71158447

-398

71158397

-348

71158347

-298

71158297

-248

71158247

-198

71158197

-148

71158147

-98

71158097

-48

71158048

TATCATAAAGAAATAAAGATAAAAAGCAAATGGT CTTATCATGATAGGCA

CEEErrrerrrer e et e et re e e e e e et e e e e e e eere
TATCATAAAGAAATAAAGATAAAAAGCAAATGGT CTTAT CATGATAGGCA

AGGCTGCCTCTCCCTCTGCAATTT CTGTGGTGTATTTACGGCAGCTCT GG

FEEEEEETE e e e e e e e e e e e e e e b e e et
AGGCTGCCTCTCCCTCTGCAATTT CTGTGGTGTATTTACGGCAGCTCTGG

AATTCTTTTGAAATAAATT TAGATGTTTTGGAGGGCAGATACATGTAATG

FEEEErrer e e et e e reer e e e e rer e re e el
AATTCTTTTGAAATAAATT TAGATGTTTT GGAGGGCAGATACATGTAATG

GTTATTTTACTATTCTAGGTTTAATGATAACAGGTTGCTATGTCTAAGCT

CEEEETEEr e e e e et e et e e e e rer e re e el
GTTATTTTACTATT CTAGGTTTAATGATAACAGGTTGCTATGTC TAAGCT

TTGATATTT TGCAGATTTCTAAATGCATT TTATTGCATT TAGAAGGAATT

FEEEEEETE e e e e e e e e e e e e e e e e el
TTGATATTT TGCAGATTTC TAAAT GCATT TTATT GCATT TAGAAGGAATT

TTGTAGTATTGAGAAAATGCAATGCAAAAATGAGTAGAGATACAATGTCC

FEEEETEEr e e ee et e e e re e e e e e e e e e e e el
TTGTAGTAT TGAGAAAATGCAATGCAAAAATGAGTAGAGATACAATGT CC

ATTTAACTCAGAACAAAACAACCTTATTTCCCCATAGTTGAAATGGAGGG

Frerrererrererrererrerre e e e rer e e e e el
ATTTAACTCAGAACAAAACAACCT TATTTCCCCATAGTTGAAATGGAGGG

CGGGGAAGT CAGGCAGTGGTTTCTGAAAGCCAAGAACTTAGTAGCACTGT

FEEEEEETE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
CGGGGAAGT CAGGCAGTGGTTTCT GAAAGCCAAGAACTTAGTAGCACTGT

GCCATTCTCTTGCCTGATCCAGTGCCATTCCCTTCACTTGATATCTGTTT

FEEEETEEr e e e e e e et e e e e e e e e e e e e eere
GCCATTCTCTTGCC TGATC CAGTGCCATTCCCTTCACTTGATAT CTGT TT

ACTT TAGAGGAGGCAGTTT TTGAGAAAGGATCATAAATATCCTGGCCCAG
FEEEEEETE et e e e e e e e e e e e e e e e e et

ACTTTAGAGGAGGCAGTTT TTGAGAAAGGATCATAAATATCCTGGCCCAG

Sekil 3.16: (devam).
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-449

71158448

-399

71158398

-349

71158348

-299

71158298

-249

71158248

-199

71158198

-149

71158148

-99

71158098

-49

71158047

+2

71157998



TSPANS +3 TGCCCCAGGAGCTA TGACAAGCAAAGGAACATACTTGCC +41

CEEEEErrrrrrrerererrerrerrrrererreeenny
GRCh38 71157997 TGCCCCAGGAGCTATGACAAGCAAAGGAACATACTTGCC 71157959

Sekil 3.16: (devam).

3.4.2 438 [-398 /+41] b¢ Uzunlugunda Promotor Parcasi Olusturulmasi

1581 [-1540 /+ 41] bg insan TSPAN8 promotor dizisini i¢eren rekombinant
PGEMT-Easy plazmiti transforme edilmis olan E. coli XL1-Blue hiicrelerinden tek
koloni ekim yapilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi. izole edilen plazmitler 1581
b¢ uzunlugundaki promotoru -397. bazdan kesen ve yapiskan ug¢ olusturan EcoRI ve
BamHI restriksiyon enzimleriyle kesilerek agaroz jelde yurutildu. EcoRI enziminin
ayn1 zamanda vektor lizerinde de tanima bolgesi bulundugundan kesim sonucunda
agaroz jelde sekilde goriildiigii gibi yaklasik 1200 bg ve 438 bg olmak tzere iki parca
gbzlemlendi (Sekil 3.17). Kesim sonucu olusan 438 b¢ uzunlugundaki promotor
parcasi jelden geri kazanilarak, EcoRI ve BamHI enzimleri ile kesilmis olan pMet-Luc
haberci vektorii ile bir gece ligasyona birakildi. Ligasyon Grini E. coli XL1-Blue
hiicrelerine transforme edildi. Kanamisin igeren LB agarli petrilere transformasyon
yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37 °C’ de inkiibasyona birakildi. Olusan
kolonilerden iki tanesi LB sivi besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hiicreler
cogaltildi. Plazmit DNA izolasyonu ve ardindan plazmitler EcoRI ve BamHI
enzimleriyle kesilerek kontrol yapildi. Sekil 3.18” de goriildiigii gibi ekilen iki

koloninin her ikisi de rekombinanttir ve insan TSPANS promotorunu i¢germektedir.
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Sekil 3.17: 1581 b¢ TSPANS promotoru iceren pGEMT-Easy vektorinin kesim sonucu jel
gorlntiisi. M: 1 kb marker 1: 438 bgparca.
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Sekil 3.18: 438 [-398 /+41] b¢ uzunlugunda promotor pargasini igeren pMet-Luc haberci vektdrinin
kesim sonucun jel géruntlst. M: 1 kb marker 1: 1. koloni 2: 2. koloni.
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3.4.2.1 Otomatik Dizi Analizi

Klonlanan 438 bg¢ insan TSPANS8 promotor pargasinin dizisinin kontrol
edilmesi amaciyla Triogene, Istanbul’a dizilemeye gonderildi. Elde edilen dizileme
sonuglar1 biyoinformatik olarak NCBI’ da analiz edildi ve NC_000012.12 erisim
numaralt DNA veri bankasindaki TSPANS8 genini ve promotor bdlgesini igeren
kromozom 12 ile karsilastirildi. Sekilde gosterildigi gibi dizileme sonucu ve NCBI veri
bankasindaki dizi karsilastrildiginda her bir niikleotit eslesmistir (Sekil 3.19). Dizi

analizi ile TSPANS genine ait promotorun dogru bir sekilde klonlandig1 gosterilmistir.
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TSPAN8 -399 GAATTCTTT TGAAATAAAT TTAGATGTTT TGGAGGGCAGATACATGTAAT -350

PEEEEEREErr e erree e e e e e e e e e e er e e et
GRCh38 71158398 GAATTCTTTTGAAATAAATTTAGATGTTTTGGAGGGCAGATACATGTAAT 71158349

TSPAN8 -349 GGTTATTTTACTATTCTAGGTTTAATGATAACAGGTTGCTATGT CTAAGC -300
PELEREEEE Rt e e e e e e e e e v e e e e e e e et
GRCh38 71158348 GGTTATTTTACTATTCTAGGTTTAATGATAACAGGTTGCTATGTCTAAGC 71158299

TSPAN8 -299 TTTGATATT TTGCAGATTTCTAAATGCAT TTTAT TGCAT TTAGAAGGAAT -250

FEEERREEE e e e e e e e e e e e e e e
GRCh38 71158298 TTTGATATTTTGCAGATTTCTAAATGCATTTTATTGCATTTAGAAGGAAT 71158249

TSPANS8 -249 TTTGTAGTATTGAGAARAT GCAAT GCAARAATGAGTAGAGATACAATGTC -200

PEEerrrerrerrer e ee e reee e e e e e e e e e e e
GRCh38 71158248 TTTGTAGTATTGAGAAAATGCAATGCAAAAATGAGTAGAGATACAATGTC 71158199

TSPAN8 -199 CATTTAACTCAGAACAAAACAACCTTATT TCCCCATAGT TGAAATGGAGG -150

PEREEEEEE e r e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GRCh38 71158198 CATTTAACTCAGAACAAAACAACCTTATTTCCCCATAGTTGAAATGGAGG 71158149

TSPAN8 -149 GCGGGGAAGTCAGGCAGTGGTTTC TGAAAGCCAAGAACT TAGTAGCACTG -100

PEEEEEREErr e errer e e e e e e e e e e e rer e e e et
GRCh38 71158148 GCGGGGAAGTCAGGCAGTGGTTTCTGAAAGCCAAGAACTTAGTAGCACTG 71158099

TSPANS -99 TGCCATTCTCTTGCCTGAT CCAGTGCCATTCCCT TCACT TGATATCTGTT -50
FEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e
GRCh38 71158098 TGCCATTCTCTTGCCTGATCCAGTGCCATTCCCTTCACTTGATATCTGTT 71158049

TSPAN8 -49 TACTTTAGAGGAGGCAGTT TTTGAGAAAGGATCATAAATATCCTGGCCCA +1

PELEREEEE R e e e e e e e e e v e e e e e e e eeee
GRCh38 71158048 TACTTTAGAGGAGGCAGTTTTTGAGAAAGGATCATAAATATCCTGGCCCA 71157999

TSPANS +2 GTGCCCCAGGAGCT ATGACAAGCAAAGGAACATACTTGCC +41

FEREEEErEr e e e re e e e e e rerereenend
GRCh38 71157998 GTGCCCCAGGAGCTATGACAAGCAAAGGAACATACTTGCC 71157959

Sekil 3.19: Klonlanan 438 bg¢ promotor bolgesinin dizi analizi. Transkripsiyonun baglangi¢ bolgesi +1
(A) kirmuzi, translasyonel baslangi¢ kodonu ATG ise yesil renk ile yazilarak belirtilmistir.
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3.4.3 186 [-145 /+41] b¢ Uzunlugunda Promotor Parcasi Olusturulmasi

186 [-145 /+41] b¢ uzunlugunda promotor pargasinin olusturulmasi i¢in PZR
teknigi kullanildi. Daha 6nce 186 b¢ uzunlugundaki promotorun elde edilmesinde
kullanilan reverse primer 186 [-145 /+41] b¢ uzunlugunda promotor pargasinin
cogaltilmasinda kullanildi. Yalniz forward primer i¢in yeniden primer tasarimi yapildi.
Buna gore tasarlanan primerde pMET-Luc vektoriine klonlama igin Xhol restriksiyon
tanima bdolgesi kullanildi (Tablo 3.5).

Tablo 3.5: Tasarlanan 186 [-145 /+41] b¢ TSPANS8 promotor bdlgesine spesifik primerin dizisi, Tm

degeri ve uzunlugu.

Primer Uzunluk T™m Dizi
(bg) (°C)
186 [-145 CTCGAGGGAAGTCAGGCAGTGGTTTC
[+41] 28 bg 68,7 °C | Xhol Kesim Bolgesi
Forward
TSPANS- 27 bg 68,3°C | GGATCCGGCAAGTATGTTCCTTTGCTT
Reverse BamHI Kesim Bolgesi
/ ' Ny
s ' e X
- ~ A P ™~ .
4 ... rd 5 ~
£ \ P kY

Sekil 3.20: 186 [-145 /+41] b¢ TSPANS promotor bdlgesine ait spesifik forward primerin sag tokasi
olusturma potansiyeli.

71



PZR reaksiyonlart bolim 2.2.2.3” de belirtildigi gibi 50 pl hacimde yapildi.
Kalip olarak genomik DNA kullanildi. Tablo 3.2° deki PZR kosullar1 kullanilarak dizi
cogaltildi. PZR sonucu olusan liriinler agaroz jelde yuritiildii ve 186 [-145 /+41] b¢’
lik TSPAN8 promotoruna ait bant UVP gorintileme sistemi ile goruntilenerek
fotograflar ¢ekildi. Sekil 3.21° de goriildiigii gibi biitiin tiiplerde tek bir bant elde
edildi.

10000
/ 6000 —

5000

4000 -
/. 3500

3000
— 2500 —
- 2000 -
- 1500

1000
—~ 750

- 500

— 250

Sekil 3.21: 186 [-145 /+41] bg uzunlugunda TSPANS promotor par¢asinin PZR sonu jel gérintist M:
1 kb marker 1: 186 b¢ 2: 186 b¢ 3: 186 bg.

PZR ile ¢ogaltilan 186 [-145 /+41] b¢ uzunlugundaki promotor bélge T:A
klonlanma stratejisi ile pPGEM-T Easy vektoriine klonlandi. Bu amagla elde edilen
transformasyon Urtini mavi-beyaz koloni secilebilmesi icin X-Gal ve IPTG yayilmis
ampisilin igeren LB Agarli petriye ekildi. 37 °C’ de bir gece inkiibasyon sonrasinda
olusan beyaz kolonilerden 2 tek koloni secilerek LB siv1 besiyerine ekimi yapildi. Bu
petrilere transformasyon yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak birakildi ve hiicreler
cogaltildi. Plazmit DNA izolasyonu ve ardindan plazmitlerin kontrol kesimi yapildi.
Sekil 3.22° de goriildiigi gibi segilen 2 koloniden her ikisi de rekombinant vektorii

icermektedir.
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Sekil 3.22: pGEM-T Easy vektdriine klonlanan 186 b¢ TSPANS8 promotorunun kontol kesim sonucu
jel goruntlsti M: 1 kb marker 1: 186 bg 2:186 bg.

pPGEM-T Easy vektoriine klonlanan insan TSPAN8 promotoru fonksiyonel
aktivvitesinin belirlenecegi pMet-Luc Lusiferaz haberci vektorine alt klonlama
yapildi. Bu amagcla oncelikle Sekil 3.22” de goriilen kesim sonucu olusan bantlar jelden
geri kazanildi. Daha sonra ayni sekilde Xhol ve BamHI enzimleriyle kesilen pMet-
Luc vektor ile jelden geri kazanilan insan TSPANS8 promotoru bir gece +4 °C’ de
ligasyona birakildi. Ligasyon iriiniiniin E. coli XL1-Blue hiicrelerine transformasyonu
gerceklestirildi. Kanamisin iceren LB agarli petrilere transformasyon yapimis
bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37 °C’ de inkiibasyona birakildi. Olusan
kolonilerden 4 tanesi LB s1v1 besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hiicreler ¢ogaltildi.
Plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi ve Xhol ve
BamHI restriksiyon enzimleriyle kontrol kesimi gergeklestirildi. Kesim sonucu agaroz
jelde yuriitildii. Sekil 3.23° de goriildiigii gibi dort koloniden dordiinde de bulunan

vektor rekombinantir ve insan TSPANS promotorunu icermektedir.
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Sekil 3.23: pMet-Luc vektdriine klonlanan 186 [-145 /+41] b¢ uzunlugundaki promotorun kontrol
kesimi sonucu jel gorintiisit M: 1 kb marker 1: 186 b¢ 2: 186 b¢ 3: 186 bg 4: 186 b.

3.4.3.1 Otomatik Dizi Analizi

Klonlanan 186 bg¢ insan TSPANS8 promotor pargasinin dizisinin kontrol
edilmesi amaciyla Triogene, istanbul’ a dizilemeye gonderildi. Elde edilen dizileme
sonuclart biyoinformatik olarak NCBI’da analiz edildi ve NC_000012.12 erigim
numaralt DNA veri bankasindaki TSPANS8 genini ve promotor bdolgesini igeren
kromozom 12 ile karsilastirildi. Sekilde gosterildigi gibi dizileme sonucu ve NCBI veri
bankasindaki dizi karsilastrildiginda her bir niikleotit eslesmistir (Sekil 3.24). Dizi

analizi ile TSPANS genine ait promotorun dogru bir sekilde klonlandig1 gosterilmistir.
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TSPAN8 -145 GGAAGTCAGGCAGTGGTTTCTGAAAGCCAAGAACTTAGTAGCACTGTGCC -96

NN RN RN RN AR RN RRRRRRRRRRN
GRCh38.p7 71158144 GGAAGTCAGGCAGTGGTTTCTGAAAGCCAAGAACTTAGTAGCACTGTGCC 71158095

TSPANS -95 ATTCTCTTGCCTGATCCAGTGCCATTCCCTTCACTTGATATCTGTTTACT -46

FEEEEEEETT 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
GRCh38.p7 71158094 ATTCTCTTGCCTGATCCAGTGCCATTCCCTTCACTTGATATCTGTTTACT 71158045

TSPANS -45 TTAGAGGAGGCAGTTTTTGAGAAAGGATCATAAATATCCTGGCCCAGTGC +5

RN RN RN AR RN AR RRRRRRR RN
GRCh38.p7 71158039 TTAGAGGAGGCAGTTTTTGAGAAAGGATCATAAATATCCTGGCCCAGTGC 71157990

TSPAN8 +6 CCCAGGAGCTATGACAAGCAAAGGAACATACTTGCC +41

FEEEEEEEE e e e e e e e e e e el
GRCh38.p7 71157989 CCCAGGAGCTATGACAAGCAAAGGAACATACTTGCC 71157959

Sekil 3.24: Klonlanan 186 b¢ promotor bélgesinin dizi analizi. Transkripsiyonun baglangic bolgesi +1
(A) kirmuzi, translasyonel baslangic kodonu ATG ise yesil renk ile yazilarak belirtilmistir.

3.5  Insan TSPANS Geni Promotor Bélgesinin Fonksiyonel Analizi

Insan TSPANS8 promotor parcalarinin fonksiyonel aktivitelerinin belirlenmesi
icin pankreas kanseri hicrelerine (MIA-PaCa-2) kalsiyum fosfat presipitasyon
yontemi kullanilarak gegici transfeksiyon yapildi. Kalsiyum fosfat presipitasyon
yontemi, DNA’nin kalsiyum kloriir ile karistirilmas1 ve bu karisimin fosfat igeren
tampona kontrollii sekilde ilave ederek oda sicakliginda inkiibasyonunu igerir.
Boylece olusan prespitasyonlar hiicreler {izerine yayilarak fagositoz ya da endositoz
yoluyla hiicrelerin DNA molekiillerini almalarin1 saglar. Yontem 6zellikle kullanilan
materyallerin ucuz olmasi ve kolaylikla elde edilebilmesi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Promotor aktivitesini belirlemek i¢in haberci gen olarak Metridia
longa (marin copepod) lisiferaz geni iceren pMet-Luc vektor sistemi kullanilmistir.
Liisiferaz proteini medyuma salindigindan dolay: liisiferaz aktivitesini belirlemek
hassas, giivenilir ve hizlidir. Ayrica bu enzim hiicre i¢inde stabil oldugundan (uzun
yar1 Omirlii), lisiferaz haberci geni promotor aktivitesinin belirlenmesinde yaygin

olarak kullanilir.

Transfeksiyon ¢alismalarindan dnce bolim 3.1.3 ve boliim 3.2° de belirtildigi

gibi insan TSPANS geni promotor parcalar1 pMet-Luc vektorl icerisindeki lUsiferaz
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haberci geninin iist kismina klonlandi. Promotor pargalarmin dizi analizi ile
kontrollerinin yapilmasinin ardindan endo-free maxi prep ve midi prep Kiti

kullanilarak saflastirild1 ve transfeksiyonlar1 yapildi.

3.5.1 Bazal Promotor Aktivitesinin Belirlenmesi

Ilk olarak dort farkli uzunlukta, kisaltilarak hazirlanmis insan TSPANS
promotor pargalarinin bazal transkripsiyonel aktiviteleri belirlendi. Pankreas kanseri
hiicre hatt1 olan MIA-PaCa-2 hiicrelerine gen aktarimi igin kalsiyum fosfat
transfeksiyon yontemi kullanildi ve liisiferaz vektor sistemi ile her bir parganin
aktivitesi belirlendi. Ilk olarak transfekte edilecek genin konsantrasyonunun
optimizasyonu amaciyla hiicreler (zerinde 0,5 pg ve 1 pg promotor pargalari
kullanildi. Lisiferaz dl¢iimlerinin ve transfeksiyon etkinliginin kontrolii i¢cin pMet-
Luc kontrol plazmiti transfekte edildi. Pozitif kontrol olarak kullanilan pMet-Luc
vektoru yiksek lusiferaz aktivitesi gosterir ¢linkii bu vektorde lusiferaz geninin 6n
kisminda giiclii bir promotor olan insan sitomegaloviriis (CMV) promotoru
bulunmaktadir. Negatif kontrol olarak ise promotor parcasi i¢germeyen pMet-Luc

vektorl hiicrelere transfekte edildi.

Sekil 3.25° de goriildiigii gibi TSPANS promotoruna ait analiz edilen tiim
promotor pargalar1 transkripsiyonel aktivite gostermistir. En yiiksek transkripsiyonel
aktivite en uzun promotor parcasinda (1581 [-1540/+ 41] bg) gorilirken, diger
promotor parcalarinin bazal transkripsiyonel aktiviteleri birbirine yakin oldugu
belirlenmistir. Transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesi i¢in kullanilacak DNA
miktari, en yiiksek lusiferaz aktivite gosteren 1 pg olarak belirlenmis ve bu nedenle

diger tiim transfeksiyon uygulamalarinda 1 ug DNA kullanilmistir.
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Lusiferaz Aktivitesi

DNA - = P P
Miktan = P & w

-1540 /+ 40 (1581 bg) 0,5 ug ——<

1 Mg : —

S0
90

05 ug [

-1048 /+ 40 I1089 bﬁt

1ug N —

_—
-398 I+ 40 (438 bo) 0,5 1g

1ug ——
—_—
445+ 40 (186 bg ) > M9
I
1ug - —

Negatif Kontrol 1ug ——‘

Sekil 3.25: Farkli uzunluklardaki TSPANS promotor parcalarinin bazal transkripsiyonel aktivitesinin
belirlenmesi. DNA miktar1 0,5 pg ve 1 pg olarak kullanilmistir.

3.6 IL-6 Sitokininin TSPANS8 Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

TSPANS8 ekspresyon seviyesinin pankreas kanserinde yiiksek oldugu
bilinmektedir. 1L-6 sitokininin TSPANS8 ekspresyon seviyesine etkilerinin
belirlenmesi amaciyla pankreas kanseri hiicresi olan MIA-PaCa-2 hicreleri
kullanilmistir.  Calisgmamizda TSPANS’in gosterilen ifadesine ek olarak IL-6
sitokininin ekspresyon seviyesindeki etkilerinin belirlenmesi amaclanmustir. Ilk olarak
IL-6 sitokininin normal oksijen kosullarinda ve hipoksik kosullarda mRNA diizeyinde
etkili olup olmadig1 belirlenmistir. Calismanin sonucunda yapilan analizlerin verdigi
bilgiler dogrultusunda, IL-6 sitokininin transkripsiyonel aktiviteye etkilerinin

belirlenecegi transfeksiyon ¢aligmalari da yapilacaktir.
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3.6.1 IL-6 Sitokininin TSPANS8 Ekspresyonu Uzerindeki Etkilerinin
MRNA Seviyesinde Belirlenmesi

MIA-PaCa-2 hucreleri 6 kuyulu plakalara her kuyuda yaklasik 500.000 hiicre
olacak sekilde ilave edildi. Bir gece hiicrelerin plakanin yiizeyine tutunmalari igin
beklendi. Normal oksijen kosullarinda ve hipoksik kosullarda ¢alismalar ekspresyon
seviyesi belirleneceginden, hiicreler CoCl; ile uyarilarak olusturulan hipoksik kosullar
olusturuldu. Hicrelerin ekilmesinden 24 saat sonra 500 U/ml olacak sekilde 1L-6
sitokini eklendi. Sonuglar 24, 48 ve 72 saat sonrasinda alinarak pelletler -80 °C’ ye
kaldirildi. RNA izolasyonlart boliim 2.2.5.1° de belirtildigi gibi yapildi. Bolim
2.2.5.2° de belirtildigi gibi RNA’nin miktar1 ve saflig1 belirlendi. cDNA eldesi igin
bolim 2.2.5.3” de belirtildigi gibi revers transkriptaz enzimi ile CDNA sentez
reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Boliim 2.2.5.5” de belirtildigi gibi TSPANS8 ve insan
beta 2 mikroglobilin primerleri kullanilarak Ger¢ek Zamanli PZR yapildi. Primer
bilgileri tablo 2.8 ve PZR’nin déngii kosullar1 tablo 2.9° da gosterilmistir. Insan beta 2
mikroglobilin primerleri analizleri normalize etmek amaciyla kullanilmistir. Sonuglar

CT degerine gore bolim 2.2.5.5” de belirtildigi sekilde degerlendirilmistir.

Normoksiya
1,8
1,6
1,4

1,2

0,8
0,6

TSPANS Kat mRNA

0,4

0,2 T
: L

Kontrol 24s 48 s 725

Sekil 3.26: Normal oksijen kosullarinda 500 U/ml IL-6 uygulanmigs MIA-PaCa-2 hucrelerinde 24, 48
ve 72 saat sonunda TSPAN8 mRNA seviyesinin belirlenmesi.
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Hipoksiya

3,5

2,5

1,5

TSPAN8 Kat mRNA

T

0,5
O T

Kontrol 245 48 s 72s

Sekil 3.27: Hipoksik kosullarda 500 U/ml IL-6 uygulanmis MIA-PaCa-2 hiicrelerinde 24, 48 ve 72
saat sonunda TSPAN8 mRNA seviyesinin belirlenmesi.

Buna gore sekil 3.26 ve sekil 3.27° de goriildiigi gibi 500 U/ml IL-6
uygulamas1 MIA-PaCa-2 hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda ve hipoksik
kosullarda 24 saatte TSPANS mRNA seviyesini artirmaktadir.

3.6.2 IL-6 Sitokininin TSPAN8 Ekspresyonu Uzerindeki Etkilerinin

Protein Seviyesinde Belirlenmesi

Hicreler bolum 2.2.4.4 ve 2.2.4.4.1° de belirtildigi gibi hazirland1 ve
eppendorflara ¢oktiiriilerek, protein i¢in ayrilmis olarak -80 °C’ ye kaldirilidi. Deney
gruplart normal oksijen kosullarinda ve hipoksik kosullarda olusturuldu ve IL-6
sitokini uygulandi. Alinan drnekler boliim 2.1.5.1° de belirtildigi gibi hazirlanan ripa
tamponu ile total protein elde edilidi ve bolim 2.2.6.2” de agiklandigi gibi miktar
belirlendi. Proteinler bolim 2.2.6.3* de belirtildigi gibi SDS jel elektroforezinde
yurutilerek buyukliklerine gore ayrilidi. BOlim 2.2.6.4” de belirtildigi gibi western
blot islemleri gerceklestirildi. Proteinlerin transfer edildigi membrana TSPANS
spesifik primer antikoru ve normalizasyonun gerceklestirilmesi icinde beta aktin
antikoru ile muamele edildi. Sekonder antikor olarakta TSPANS antikoruna spesifik

Rabbit Anti-Goat HRP uygulandi. Antikorlar ile muamele isleminin ardindan
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membranlar 1-2 dakika arasinda ECL sistemi Pierce ECL substratla muamele edildi.
Otoradyografi ile belirlenen bantlar dansitometrik olarak Image J programu ile analiz
edildi (Sekil 3.28).

Normoksiya Hipoksiya

Kontrol 24s 485 Kontrol 24s 8s
- o T - _—

Sekil 3.28: Normal oksijen kosullarinda ve hipoksik kosullarda IL-6 sitokininin TSPANS protein
ekspresyon seviyesine etkilerini gdsteren western blot goriintiisd.

Normoksiya
1,8
16
1,4

1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2
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Dansitometrik Oran

Sekil 3.29: Normal oksijen kosullarinda 500 U/ml IL-6 uygulanmig MIA-PaCa-2 hiicrelerinde 24 ve
48 saat sonunda TSPANS protein seviyesinin belirlenmesi.
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Hipoksiya
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Sekil 3.30: Hipoksik kosullarda 500 U/ml IL-6 uygulanmig MIA-PaCa-2 hiicrelerinde 24 ve 48 saat
sonunda TSPANS protein seviyesinin belirlenmesi.

Degerlendirmeler sonucunda sekil 3.29 ve sekil 3.30” da goriildiigli gibi 500
U/ml IL-6 uygulamasi MIA-PaCa-2 hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda 24
saatte, hipoksik kosullarda ise 48 saatte TSPANS protein seviyesini arttirmistir.
Normal oksijen kosullarinda 24 saatteki protein seviyesindeki artis mRNA seviyesinde

24 saatteki artis ile korelasyon gosterdigi gozlemlenmistir.

3.6.3 IL-6 Sitokininin TSPANS Promotor Parcalari Uzerindeki

Etkisinin Belirlenmesi

TSPANS promotorunun dort farkli pargast gecici transfeksiyon
gergeklestirmek amaciyla kalsiyum-fosfat presipitasyon metodu kullanilarak MIA-
PaCa-2 hiicrelerine aktarildi. Uygulama 6 kuyulu plakalarda yapildi. Transfeksiyon
uygulamasindan 24 saat once hiicreler yaklasik 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
plakalara konuldu. Transfekte edilecek DNA ve 2M CaCl; ayr1 bir ependorf icinde
hazirland1. Uzerine 2X HEPES ortamda hava kabarciklar1 olusturarak damla damla
ilave edildi. Olusan karisimin prespitasyon olusturmasi ig¢in yarim saat boyunca oda
sicakliginda bekletildi. DNA:Kalsiyum-fosfat prespitasyonu olusumu gergeklestikten
sonra karisim pipetaj yapilmadan yavas bir sekilde damlatilarak kuyucuklara ilave

edildi. Plaka hafif bir sekilde sallanarak karigimin tum hiicrelere ulagsmasi saglandi.
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Uygulamadan 6 saat sonra igerisinde transfeksiyon soliisyonu olan medyum %10’ luk
BSA iceren medyum ile degistirildi ve 1 saat sonrasinda her kuyuda 500 U/ml olacak
sekilde IL-6 sitokini uygulandi. Uygulamanin ardindan 24, 48 ve 72 saatlerde medyum

alinarak liisiferaz ve SEAP aktiviteleri i¢in 6l¢iim yapildi.

LUC/SEAP

-1540 /+ 40 (1581 bg) -
1 + n

-398 /+ 40 (438 bg)

-1048 + 40 (1089 bg) N F
I

145/+40 (186 bg) -
Msboussie) - F

Sekil 3.31: Normal oksijen kosullarinda 500 U/ml IL-6 sitokininin farkli uzunluklardaki TSPAN8
promotor aktivitesine etkileri.
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Sekil 3.32: Hipoksik kosullarda 500 U/ml IL-6 sitokininin farkli uzunluklardaki TSPANS8 promotor
aktivitesine etkileri.

Buna gore hucrelere sekil 3.31 ve sekil 3.32” de goriildiigi gibi 500 U/ml IL-6
sitokininin uygulanmasinin normal oksijen kosullarinda ve hipoksik kosullarda her bir

promotor pargasinin transkripsiyonel aktivitesini diisiirdiigli goriilmiistiir.
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4. SONUC VE ONERILER

Integral membran proteinlerinin biiyiik bir kismmi olusturan tetraspanin
proteinleri bir¢ok dokuda yaygin ve bol miktarda ifade edilmesine ragmen biyolojik

fonksiyonlar1 kapsamli olarak ¢alisiimamustir.

Tetraspaninler migrasyon, hiicre baglantisi, hiicre birlesmesi ve iligkili
strecleri diizenlemek icin integrinler, EpCaM ve heterotrimerik G proteinlerini
kapsayan transmembran ve sitozolik proteinler ve diger tetraspaninler ile etkileserek
tetraspanin-zenginlestirilmis mikrodomainler (TEMs) olarak ifade edilen kompleksler
olusturmaktadir. Tetraspanin ailesi iiyelerinden olan TSPANS’ in tiimdr metastazinda
onemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. Ozellikle gastrointestinal kanserlerde
yiiksek ekspresyon seviyesi gostermektedir. TSPANS ekspresyonu, tiimoriin tanisi ve
prognozu hakkinda bilgi vermesi nedeniyle bu kanserlerde biyobelirte¢ olarak
gosterilmektedir. Literatiirde TSPANS’ in tiimor metastazinda belirte¢ olmasi ve
potansiyel timor terapotik hedef olmasi ile ilgili calismalar olmasina ragmen

transkripsiyonel regiilasyonu ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Bircok kanser tipinde tiimor ilerlemesi ve metastaza tesvik ettigi bilinen
TSPANS®’in regiilasyonu aydinlatilmamis durumdadir. Timor iligkili TSPANS
geninin ekspresyonunun regiilasyonu ile ilgili ilk ¢aligma 2016 yilinda Sarkar ve
arkadaglar1 tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada TSPANS’ in metastaz ve invazyona
neden oldugu bilinen AEG-1 gen ekspresyonu iizerinde 6nemli bir role sahip oldugu
savunulmus ve bu mekanizmayi aydinlatmak amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
AEG-1’ in TSPANS transkripsiyonunu regiile edip etmedigini kontrol etmek igin,
insan TSPANS geninin transkripsiyonel baslangi¢c noktasindan yukariya dogru
yaklasik 2000 baz ¢ifti promotoru bulunmayan pGL4.10[luc2] lusiferaz haberci
vektoriine klonlanmis ve TSPANS-luc liisiferaz haberci plazmiti olusturulmustur.
TSPANS-luc aktivitesinin AEG-1" in siRNAlar ile knokdown edildigi HCC
hiicrelerine karst AEG-1" in overekspre edildigi HCC hiicrelerinde 6nemli derecede
daha fazla oldugu goézlemlenmistir. QGY-7703, AEG-1’ in yiiksek ekspresyon
seviyesine sahip oldugu agresif bir HCC hiicre hattidir. QGY-7703 hicrelerinde
siRNAlar ile AEG-1 gegici olarak knockdown edilmis ve bu durumda TSPANS-luc
aktivitesinin kontrol siRNA uygulanmis hiicreler ile karsilastirildiginda belirgin bir

sekilde azaldig1 goriilmistiir. Yine AEG-1 araciligiyla TSPANS’ in transkripsiyonel
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regilasyonunu kontrol etmek igin, HEK-293 (Insan Emriyonik Bobrek Hiicre Hatti)
hicreleri icerisine TSPANS-luc plazmiti ve artan dozlarda AEG-1 ekspresyon plazmiti
ko-transfekte edilmistir. TSPANS-luc aktivitesinin AEG-1" in overekspresyonu ile
iliskili olarak doza bagli bir artis gosterdigi goriilmiistiir. Son olarak sinyal yolaklari
tizerinde bir aragtirma gergeklestirilmistir. AEG-1" in overekspresyonu PI3K-AKT ve
RAS-Raf-MAPK gibi ¢esitli sinyal yolaklarini aktive etmektedir. AEG-1° in
overekspre edildigi HCC ve HEK-293 hiicrelerine MEK/ERK inhibitor U0126 ile
muamale edildiginde TSPANS-luc aktivitesinin belirgin sekilde inhibe edildigi
goriilmiistiir. AEG-1 tarafindan MEK/ERK yolaginin aktivasyonunun TSPANS
transkripsiyonunu promote eden blylk bir mekanizma oldugunu isaret ettigi
belirtilmistir [44]. Buna ragmen TSPANS promotorunun daha genis bélgelerinin

detayl1 analizinin eksikligi géze ¢arpmaktadir.

Bu yilizden bu calismanin amaci, TSPANS promotorunun klonlanmasi ve
promotor bolgesinin detayli analizi ile sitokinler gibi farkl hiicresel belirteglere karsi
cevabinin belirlenmesi ve hem mRNA hem protein diizeyinde ifadelerinin
saptanmasidir. TSPANS8 geninin transkripsiyonel regiilasyonunun aydinlatilmasi
amacia yonelik calismamizda TSPANS8 promotorunun biyoinformatik analizi
yapilmigtir. NCBI referans numarast NC_000012.12 olan kromozom 12 (zerinde
TSPANS genin translasyon baslangi¢c bolgesi ve transkripsiyonel baslangi¢ noktasi
(+1) belirlendikten sonra kromozom iizerinde +1 noktasindan yukariya dogru yaklagik
1600 bg [-1540 /+ 41] promotor bdlgesi olarak belirlendi. NCBI Blast ve IDTDNA
internet siteleri kullanilarak -1540 /+ 41 bolgesine spesifik primerler tasarlandi. Ayn
zaman farkli promotor pargalar1 olusturmak amaciyla -145 /+41, -1048/+41
bolgelerine spesifik primerler tasarlandi ve -398 /+41 bolgesini klonlamak icin kesim
bolgesi belirlendi. Promotor bdlgesinin klonlanmast igin kalip olarak kullanilacak olan
genomik DNA, kandan izole edildi. -1540 /+ 41,-1048/+41,-145 /+41 baz giftlik
TSPANS8 promotor bdlgeleri PZR ile ¢ogaltilarak, pMet-Luc lusiferaz haberci
vektoriine klonlandi. -398 /+41 baz ciftlik bolge restriksiyon enzimleri ile kesilerek
pMet-Luc liisiferaz haberci vektoriine klonlandi. Klonlanan boélgelerin dizileme
sonuglar1 TSPANS genini igeren kromozom 12 ile karsilastirildiginda en biiyiik
promotor parcast olan -1540 /4 41’in veri bankasindaki dizi ile tamamen eslestigi ve
ayn1 dizilimi gdsterdigi goriilmiistiir. Diger olusturulan promotor pargalari -1048/+41,

-398 /+41 ve -145 /+41 bolgelerini igeren plazmitler dizi analizine gonderildi ve elde
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edilen diziler analiz edildiginde rekombinant plazmitlerin TSPANS promotor

pargalarini igerdigi ve veri bankasindaki dizi ile eslestigi goriilmiistiir.

Sitokinler hiicresel olaylarin diizenlenmesinde rol almaktadirlar [45]. Timor
mikrogevresinde tiretilen sitokinlerin birlesimi kanser patogenezinde énemli bir role
sahiptir. Enfeksiyon, inflamasyon ve bagisiklik sisteminde salinan sitokinler tiimoriin
gelisimini ve ilerlemesini engelleyebilmektedirler. Bundan farkli olarak, kanser
hiicreleri biliylimeye tesvik eden, apoptozu azaltan ve invazyon ve metastazi
kolaylastiran sitokinlere yanit verebilir. Sitokin ve timdr hiicre etkilesimlerini daha
detayli bir sekilde anlamak kanser immunoterapiyi gelistirmek i¢in yeni firsatlar

saglamaktadir [46].

Interlkin-6 (IL-6) kanser hiicreleri de dahil olmak iizere farkli hiicre tiplerinde
bir¢ok biyolojik aktivite icin 6nemli olan multifonksiyonel bir sitokindir. IL-6 g¢esitli
timorlerde biiylime ve farklilasmanin diizenlenmesinin yani sira immun savunma
mekanizmasinda yer almaktadir. Bu etkiler, basta STAT3 (Signal Transducer and
Transcription Activator 3) olmak {izere cesitli sinyal yolaklari ile ortaya ¢ikmaktadir.
IL-6' nin yeniden diizenlenmis asirt ekspresyonunun kanser hiicresi apoptozunun
inhibisyonu, anjiyogenezin uyarilmasi ve ilag direnci saglayarak timor ilerlemesiyle
iligkili oldugunu gosteren bol miktarda kanit bulunmaktadir. Klinik caligmalar
hastalarda artan IL-6 seviyesinin ¢esitli kanserlerde (kolorektal kanser, renal hiicreli
karsinom, prostat kanseri, meme kanseri ve yumurtalik kanseri) tiimoriin ileri
evreleriyle ve kisa siireli sagkalim ile iliskili oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bundan
dolay1, IL-6 sinyal iletiminin engellenmesi (Ornegin, anti-IL-6 terapi) IL-6’nin
patolojik olarak asir1 {iretiminin karakterize edildigi kanserler i¢in potansiyel bir

terapotik strateji olmaktadir [47].

MIA-PaCa-2 hiicrelerinde normal oksijen kosullar1 ve CoClz uygulanarak
olusturulan hipoksi kosullarinda 24, 48, 72 saat zaman araliklarinda IL-6 sitokininin
mMRNA ve protein seviyesinde ekspresyonlart arastirilmistir.  MIA-PaCa-2
hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda hem mRNA hem protein seviyesinde 1L-6

sitokininin TSPANS ekspresyonunu artirdig1 gézlemlenmistir.

MIA-PaCa-2 hucreleri IL-6 sitokini ile uyarildiginda normal oksijen

kosullarinda 24 saatte, hipoksik kosullarda ise 48 saatte TSPANS protein seviyesini

86



arttirmistir. Normal oksijen kosullarinda 24 saatteki protein seviyesindeki artis mRNA

seviyesinde 24 saatteki artis ile korelasyon gosterdigi gézlemlenmistir.

TSPANS promotor pargalarinin gegici transfeksiyonunun yapildigi hiicreler
IL-6 sitokini ile uyarildiktan sonra liisiferaz ve SEAP aktiviteleri 6l¢ililmiistiir. 500
U/ml IL-6 uygulamasinin hem normal oksijen kosullarinda hem hipoksik kosullarda

her bir promotor parcasinin transkripsiyonel aktivitesini azalttig1 belirlenmistir.

Pankreas kanseri hastalarindaki sag kalim oranlarinin ¢ok diisiik olmasi,
hastaligin teshis edilmesindeki giicliikler ve teshis edildikten sonra sag kalim oraninin
cok diisiik olmasi gibi nedenlerle pankreas kanserininin hem tanisi hem de tedavisine
yonelik caligmalar giin gegtikge artmaktadir. Tezimiz kapsaminda TSPANS8 geninin
promotor parcalar1 klonlanmis ve bazal transkripsiyonel aktiviteleri belirlenmistir.
Ayrica IL-6 sitokini uygulamasimnin TSPANS gen ekspresyonu ve transkripsiyonel
regiilasyonuna etkileri belirlenmistir. Bu anlamda tezimiz kapsaminda elde edilen

verilerin daha sonra yapilacak ¢aligmalara 151k tutacagini diisiintiyoruz.
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6. EKLER

EK A DNA Calismalarinda Kullanilan Biiyiikliik Belirtecleri

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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500 200 130
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0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7V/iem, 45 min

Sekil 6.1: Fermentas 1 kb DNA buyukluk belirteci.

94



EK B Protein Calismalarinda Kullanilan Biiytikliik Belirtegleri

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder
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4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil 6.2: PageRuler Prestained Protein biiyukltk belirteci.
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