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OZET

INSAN URG-4 (UP-REGULATED GENE 4) GENININ TRANSKRIiPSiYONEL
REGULASYONU
DOKTORA TEZI
ESRA TOKAY
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU

BIYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2014

Up-regulated gene 4 (URG-4) geni, ilk olarak HBXAG proteinin dogal
regiilatérii olarak bulunmustur. Sitokinlerle regiilasyonu ve transkripsiyonel
aktivitesi ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

URG-4 geninin transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesi i¢in, yaklasik 530
be¢’lik (-482/+63) ve minumum transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesi igin,
kisaltilarak yapilmis promotor pargalar (-109/463, -261/+63, -344/+63) PCR’a dayal:
GC zengin stratejiler uygulanarak ¢ogaltildi ve pMetLuc lusiferaz haberci vektor
icerisine klonlandi. 530 bg lik promotor bélgesi NCBI gen bankasina kayit edildi.
Promotor boélgesinin TATA kutusu igermedigi ve % 80 GC zengin bir bslge oldugu
belirlendi. Transkripsiyon faktorii (TF) baglanma motifleri incelendiginde ozellikle
SP1 gibi ¢cok sayida TF baglanma bolgesi igerdigi tespit edilmistir.

Transkripsiyonel aktivite igcin, URG-4 promotor pargalari, kalsiyum fosfat
teknigi ile insan Karaciger Kanser Hiicre hattina (Hep3B) gegici transfeksiyon
metodu kullanilarak aktarildi. -109/4+63 promotor par¢asinin bazal aktivitesinin en
yiksek oldugu bulundu. Ayrica kotransfeksiyon ¢alismalari, hSP1 ve hUSF
transkripsiyon faktorlerinin URG-4 promotorunun transkripsiyonel aktivitesini
arttirdig1 tespit edildi. DNA-protein etkilesim (EMSA) deneyleri, SP1 TF’niin -121/-
159 bolgesine baglandigini gostermistir ve spesifik yarisma ve antikor siipershift
deneyleri SP1’in baglanmasini dogrulanmistir. RT- PCR deneyleri SP1 agsir
ifadesinin URG4 mRNA’sim1 arttirdigi da tespit edilmistir.

URG-4 geni ve sitokinlerle iligkisini aydinlatmak i¢in, TGF-p ve TNF-a
secildi. Sitokinlerin etkisi hem mRNA hem de protein seviyesinde gosterildi. TGF-$
sitokinin erken saatlerde URG-4 geninin ekspresyonunu mRNA ve protein
seviyesinde arttirdig1 ve TNF-a. sitokininin ise 200U/mL doz uygulandiginda arttirict
etkisi oldugu goriildi. Ayni arttiric: etki hepatoma olmayan yan model olarak se¢ilen
prostat kanseri (PC3) hiicrelerinde de tespit edildi. Yolak calismalari sonucunda
TGF-B sitokinin MAPK/ERK yolag: iizerinden URG-4 genini etkiledigi, TNF-a
sitokininin ise JNK yolagiyla baglantili oldugu bulundu.

URG-4 Varyant-1 cDNA’s1 pCDNA3.2 vektoriine PCR’a dayali bir teknikle
klonlandi. Bos ve URG-4 genini igeren pCDNA3.2 vektorleri gegici olarak Hep3B,
kalic1 olarak da Saos-2 hiicrelerine transfeksiyonu yapildi. Genin ektopik ifadesi
RT-PCR, qPCR ve western metodlar ile dogrulandi. Ayrica, MTT deneyi ile, genin
asint ifadesinin hiicre proliferasyonuna arttirdigi belirlendi. Koloni formasyon
deneyleri sonucunda, hiicrelerin koloni olusturma yetenegini arttirdig1 tespit edildi.

ANAHTAR KELIMELER: URG-4, TGF-B, TNF-q, sitokin, promotor
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ABSTRACT

TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF HUMAN URG-4 (UP REGULATED
GENE 4) GENE
PH.D THESIS
ESRA TOKAY
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )

BALIKESIR, JUNE 2014

URG-4 gene was firstly found as a natural effector of HBXAG protein. There
is no information about regulation by cytokines or promoter activity of URG-4 gene.

To determine transcriptional activity of URG-4 gene, 530 bp (-482/+63)
promotor site of URG-4 gene and truncated deletion constructs were amplified using
PCR methods with GC-rich strategies. Then cloned into pMetLuc Lusiferase reporter
vector. -482/+63 promoter construct of URG-4 gene was submitted to NCBI data
bank. URG-4 promoter is TATAless promoter and contains 80% GC rich seqeunce.
Transcription factor binding motifs analysis show the promoter contains many
putative SP1 binding sites.

For the basal promoter activity, URG-4 promoter constructs were transient
transfected by Ca phosphate transfection methods into the Hep3B (Human
Hepatoma) cells. -109/+63 URG-4 promotor construct showed the highest
transcriptional activity. In addition, cotransfection analysis showed that hSP1 and
hUSF upregulate URG-4 promoter constructs. DNA-protein interaction assay
(EMSA) shows that SP1 transcription Factor is able to bind to URG-4 promoter sites,
-121/-159. Spesific competition assays and antibody supershift assays confirmes the
binding of SP1 in to the promoter. RT- PCR also indicates over expression of SP1
upregulates URG4 mRNA expression level in Hep3B cells.

To elucidate the effect of cytokines on URG-4 gene expression, cancer
related TGF-B and inflamation related TNF-o were chosen. The effects of cytokines
on mRNA and protein levels of URG-4 gene were studied. Our results indicated that
TGF-B cyctokine effected URG-4 gene and 200 U/mL dose TNF-a showed
upregulation of URG-4 gene expression both mRNA and protein level. The same
increasing effect was determined in another cell type model, PC-3, prostate cancer
cells. According to Pathway inhibitory assay, it was found that TGF-B upregulates
URG-4 gene through MAPK/ERK pathway and TNF-a effected by using INK
pathway.

Full lenght of URG-4 Variant-1 cDNA was cloned by PCR based approach
into pCDNA3.2 eucaryotic expression vector. Expression plasmid that contains
URG-4 gene were transient transfected to Hep3B and stable transfected into Saos-2
cells URG-4 expression level was confirmed by using RT-PCR, qPCR and western
method. In addition, MTT and colony Forming assays, it was determined that the
ectopic expression of URG-4 gene induces proliferative effects of cells.

KEYWORDS: URG-4, TNF-a, TGF-B, cyctokine, promoter
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1. GIRIS

1.1 Genetik ve Kanser

Kanser, hiicre seviyesinde genetik bir bozukluk, mutasyonlarla gen ifadesinin
degisiminden dolayr hiicrelerin kontrolsiiz béliinmesi olarak ifade edilebilir.
Kontrolsiiz olarak béliinen bu hiicreler farkl: sekil ve anormal biiyiikliikleriyle kendi
ozgurliiklerini ilan ederek komsu hiicreleri 61diirmeye ve hizlica yayillmaya baslarlar.
Bgylece viicudun savunma sistemini ele gegirirler ve kisiyi diger hastaliklara kars:

gii¢siiz hale getirirler [1].

'Kanser hiicreleri normal hiicrelerden morfolojik olarak oldukca farklidirlar.
Cok fazla mitoz gegirmelerinden dolayr biiyiik ve hiperkromatik niikleuslari
bulunmaktadir. Normal diizenli siralamgtan yoksundurlar ve dediferansiasyon
(anaplazi) egilimleri vardir [2]. Kanser hiicrelerinde, kaynaklandiklari normal
hiicrelerin biyokimyasindan, embriyonal hiicrelerin biyokimyasina dogru déniis olur.
Dokulara farklilasma sirasinda o dokuya gerekli genler ekspre olurken, diger bazi
genler represyona ugrarlar. Ancak kanserli hiicrelerde bu genlerin yeniden ekspre
oldugu gozlenmistir. Metastaz 6zelligi ile kanser hiicreleri bir dokudan bagka bir
dokuya lenf veya kan yoluyla yayilabilirler. Metastaz tiimérleri primer tiimorlerden
daha ¢ok oliimlere sebebiyet verirler. Kanser tipine gére metastaz yapacaklari organ

degisir. Ornegin gogiis ve prostat kanserleri genellikle kemige metastaz yaparlar [2].

Her yil milyonlarca insan1 vaktinden 6nce oldiiren kanser, kalp hastaliklarin
ardindan gelen ikinci biiyiik hastaliktir. Diinya Saglk Orgiitii (WHO) her yil yarim
milyon insanin kanserden 6ldiigiinii bildirmektedir. Erkeklerde kanserden oliimlerin
baginda akciger kanseri, kadinlarda kanserden &liimlerin basinda meme kanseri
gelmektedir. Her iki cins i¢in de ikinci sirada kalin bagirsak kanseri vardir. Bundan
sonra sirasiyla tehlikeli organlar erkekte prostat, mide; kadinda uterus, akciger ve

overdir [2].




Kanser hastalig1 olustugu yere gére tiplendirilir ve her tipinin kendine 6zgii

semptomlari, sinyalleri, hastalik seyri ve tedavi yontemleri bulunmaktadir [1].

Kanser, DNA seviyesinde tek niikleotid degisimi gibi kiiciik 6lgekli veya
kromozom kazamimi ya da kaybi, viral genomun hiicre genomuna entegre olmast,
kromozomun yeniden diizenlenmesi gibi biiyiik 6lgekli genomik degisikliklerden;
RNA seviyesinde transkripsiyonal regiilasyonun bozulmasi, mRNAnm islenmesi
hasar1 sonucu mRNA yar1 6mriiniin degismesi; protein seviyesinde ise DNA ve
mRNA’da meydana gelen degisimler sonucu protein yapisinin bozulmasi ya da
proteinlerin inaktivasyonu gibi etkenlerden dogar. Ailesel kanser formlarinda mutant
allelin bireyde homozigot halde bulunmasiyla yani kalitsal yol ile kansere yatkin
olma durumu bulunurken; sporadik formda ise kiside bireysel olarak ortaya ¢ikmasi
s0z konusudur. Mutasyonlar kanser riskini arttirdigi gibi; iyonize radyasyon,

kimyasallar ve virlisler gibi ¢evresel ajanlar mutasyon oranim arttirirlar [3].

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi kanser genetigi ile yakindan iliskilidir.
Hiicre dongiisiiniin kontrolii, protein kinaz ve siklinler, timér baskilayic1 genler ve
protoonkogenler ile saglanmaktadir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar
kontrolstiz hiicre boliinmesine neden olurlar. Protein kinaz ve siklinler birbiriyle
etkileserek CDK (Siklin Bagimli Kinaz) molekiiliinii olusturur ve hiicre déngiisiinii
belli noktalarda diizenlerler. Tiimor supresor genler ise hiicre bolinmesini baskilarlar
yani gerektifinde hiicre boliinmesini durdururlar. Timér supressér genlerden biri
olan p53 geni neredeyse insan kanser tiplerinin %50’sinde mutant formdadir [4].
Bununla beraber RB1 (Retinoblastoma) timér supresdr geninin sentezledigi pRb
proteini hiicre dongiisiiniin  biitiin  evrelerinde gorev almaktadir. Ornegin
osteosarkoma hiicrelerinin RB mutasyonundan dolay: pRb iiretemedigi ve bu sayede

farelerde tiimor olusumuna sebep oldugu gozlenmistir [5].

Protoonkogenler mutasyonlar ile onkogenlere doniiserek kontrolsiiz hiicre
bolinmesini uyarirlar. Normal hiicrelerde protoonkogenler hiicre dongiisii
regiilasyonunu biiytime faktorii, biiyime faktorleri reseptorleri, DNA sentezini
diizenleyiciler ve transkripsiyon diizenleyici proteinler olarak saglarlar [6].
Protoonkogenler mutasyona ugrayarak siirekli ¢alisir hale gelirlerse hiicre durmadan

boliinmeye uyarilir.




Onkogenler, nokta mutasyonlari, translokasyonlar ve asir1 gen ifadesi gibi
mekanizmalar sebebiyle degiserek protoonkogenlerden koéken alirlar. Hiicre
proliferasyonunu  arttirarak timér olusumuna sebebiyet verirler. Onkogenler
triinlerinin fonksiyonlarma gore siniflandirilmiglardir. Biiyiime faktérii olanlar,
reseptdr ve non-reseptdr protein-tirozin kinazlar, (Epidermal Growth Faktor reseptor,
ber/abl onkogen), kinaz aktivitesinden yoksun reseptdrler (anjiotensin reseptdr) ve
sitoplazmik protein serin kinazlar (raf/mil ailesi), G proteini ile baglantili membran
proteinleri (ras ailesi) , sitoplazmik diizenleyiciler (crk onkogeni) ve transkripsiyon
faktorleri (Myc, Fos, Jun ) gibi [7]. Yapilan bir ¢aligmada kemiZe metastaz yapmus
prostat kanserli hastalarda primer kanserde p21 gézlenmezken, metastaz hiicrelerinin

%20’sinde bu protein gézlenmistir [7].

Kromozomal bozukluklar gesitli kanser tipleriyle iliskilidir. Kromozomal
bozukluklardan olan andploidi kanser hiicrelerinde siklikla karsilasilan
bozukluklardan birisidir. Biitiin kromozom takiminin kazanimi yada kaybi, kardes

kromatitlerin diizgiin ayrilamamasi gibi hatali mitoz béliinmeden kaynaklanirlar.

Translokasyonlar kanser {iizerinde etkili olan diger bir kromozomal
mutasyonlardandir. En iyi ¢alisilan 6rneklerden biri kronik miyelogenoz 1dsemi
(KML) ile iligkili olan kromozom 9 ve 22 arasindaki translokasyondur. Janet Rawley
bu translokasyonun sadece KML ile iligkili beyaz kan hiicrelerinde bulundugunu
gostermistir. Bununla beraber lenfoma hastaligi, kromozom 8’de bulunan c-myc
geninin kirilarak diger kromozomlarda immiinglobulin genlerinin yanina gog

etmesiyle lenfoit hiicrelerin 16semik hiicrelere doniismesi sonucu olugmaktadir [3,8].

Kromozomlarin iizerinde yetmisden fazla kirilgan bolgeler tespit edilmis ve
bu bolgeler her bireyde degiskenlik gostererek spesifik pozisyonlarda lokalize
olmustur. Bu kirilgan boélgelerin ¢esitli kanser tipleriyle iliskili oldugu
distiniilmektedir. FRA3B siklikla bulunan kinlgan bélgedir ve bunu
FRA16D>FRA6E>FRA7G>FRAXB>digerleri takip eder. FRA3B’de lokalize olan
FHIT geninin ve FRA16D’de yerlesmis WWOX geninin inhibisyonu meme,
ovaryum, mide, akciger, prostat gibi kanserlerin gelisimine katkisi oldugu yapilan
¢aligmalar sonucunda analiz edilmistir [7]. AT tekrarlarinca zengin olan bu kirilgan
bolgeler gesitli trans-acting proteinler ile diizenlenirler. Kinaz ATR proteini, BRCA1
ve RADS1 gibi proteinlerin inhibe olmalar1 DNA hasarlarina ve kirilgan bélgelerde




kiriklar olusmasina neden olmaktadir. Bunlara ek olarak alkol ve kafeini fazla
tiketilmesi ve sigara kullanilmasi gibi g¢evresel faktorlerde kirilgan bélgelerin

kararsizligin etkilemektedir [7].

1.2  Hiicre Dongiisiiniin Kontrolii

Hiicre dongiisii, hiicre boliinmesine onciilik eden ardi ardina tekrarlanmis
basamaklardan olugur. Hiicre dongiisiinde bir basamak baslar biter ve onu takiben
diger basamak baglar. Hiicre dongiisii igerisinde bulunan kontrol noktalari,
replikasyonun ve hiicre boliinmesinin en dogru sekilde gerceklesmesini saglayan

mekanizmalari igerir [9].

Hiicre dongiisti G1, S, G2 ve M fazlarini igermektedir. Hiicre dongiisii ¢esitli
noktalarda siklin ve CDK kompleksleri ile diizenlenirler. CDK (Siklin Bagimh
Kinazlar) iki alt tiniteden olusan heterodimerik serin treonin kinaz sinifina ait
proteinlerdir [10]. Katalitik alt tinite ve diizenleyici alt {initelerden olusur. CDK ’lar
hiicrede stirekli olarak ekspre olurlar ve siklin proteinleri ile regiile edilirler. Siklin
bagli kinaz proteinleri hiicre dongiisii gecis noktalarinda gorev yaparlar. CDK
aktiviteleri siklin proteininin miktariyla kontrol edilir. E3 ubikitin ligazlar hiicre

durgun halde kalacaksa siklinleri yikarlar [10-11].

Hiicre dongiisii kontrol noktalar1 G1/S, G2/M ve M Kkontrol noktasi olmak
tizere 3 tanedir. Replikasyon (G1/S) kontrol noktasinda replikasyonun baslamasi,
replikasyon catalinin kararliligin ve DNA lezyonlar1 kontrol edilir. G2/M kontrol
noktasinda replikasyonun basarili bir sekilde gergeklesmesi ve Mitoz kontrol
noktasinda ise, kromozomlarin ve Kkardes hiicrelerin olusmasi kontrol
edilmektedir.[13]. Hiicre dongiisti kontrol noktalar1 ve burada gorev alan proteinler
Sekil 1.1°de gosterildigi gibidir. Hiicre dongiisiiniin hangi yonde ilerleyecegine
sinyal sistemleri karar vermektedir. Hiicre gelen sinyale gére 4 farkli yol {izerinden
ilerleyebilir. Bunlar apoptoz, farklilagsma, senesans ve hiicre biiyiimesidir. Bu
islemler, protoonkogen ve baskilayicilar olarak bilinen sistemlerle dinamik olarak

kontrol altindadir [14-15].
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Sekil 1.1: Hiicre dongiisii kontrol noktalarmnin sema iizerinde gosterilmesi [15].

1.3 URG-4 Geni

Up Regulated Gene 4 (URG-4) 7. kromozomun kisa kolunda (7p13) bulunan
ilk olarak hepatoselliller karsinoma hiicrelerinde tespit edilen bir gendir. Hepatit B
viriisii hepatoselliller karsinomada etiyolojik bir ajandir. Molekiiler mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle birlikte tiimor gelisiminde olduk¢a 6nemli bir risk olan bu viriis,
HbxAg adinda bir protein sentezlemektedir. Bu genin ekspresyonunun hepatoselliiler
karsinoma hiicreleri ve viris ile enfekte olmug karaciger dokusunda arttig1 buna tezat
olarakta enfekte olmayan karaciger dokusunda diigiikk oldugu analiz edilmis ve

dolayisiyla bu genin HbxAg’nin dogal bir efektorii olabilecegi diisiiniilmiistiir [16].

Bir diger adi URGCP (Upregulted gene cell proliferation) olarak bilinen bu
genin insanlarda ii¢ tane varyanti bulunmaktadir. Varyant 1 mRNA’si 3609 bg
(NM_017920), varyant 2 mRNA’st 3831 b¢ (NM_001077664) ve varyant 3
mRNA’s1 (NM_001077663) 3636 b¢ uzunlugunda olup her iigii de yaklasik 104 kda
agirhginda mitokondriyal protein sentezlemektedir. URG-4 geninin farelerde (Mus
muculus) iki varyant1 bulunmustur. Varyantlar sirasiyla 5115bp ve 5531bp mRNA

uzunluguna sahiptirler. Bununla beraber sigirlarda (Bos faurus) 3523 bp




uzunlugunda, kurbagalarda (Xenopus leavis) 5463 bg¢ ve siganlarda (Rattus
novegicus) 3492 b¢ uzunlugunda mRNA’lar tespit edilmistir.

URG-4’lin hiicresel yerlesimi ve fonksiyonu konusunda ¢ok fazla bir sey
bilinmemektedir. URG-4 geninin osteosarkoma dokularinda ekspre oldugu
gosterilmistir. Hiicre dongiisiiniin Geg G1 faz1 ve S evrelerinde maksimum ekspre
olan ve DNA polimeraz 8 enzimine yardimci PCNA proteini, neoplazma
hiicrelerinde biiylime markiri olarak kullanilmaktadir. Osteosarkomlu dokularda
URG-4 ekspresyonu ile birlikte bu proteinin arttigi bulunmustur. Buradan yola
¢ikarak hiicrelerde biiylimeyi arttiric1 etki yaptigi tespit edilen URG-4 geninin

osteosarkomlu hastalarda 6nemli bir markir olabilecegi diisiintilmiigtiir [17].

Bu genin mide kanseri hiicrelerinin biiylimesini arttirdigi ve bunu siklin D1
(Hiicre dongiisii Diizenleyici Protein) geninin ekspresyonunu arttirarak basardigi
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda normal mide epitelyum hiicreleri ve mide kanseri
hiicrelerindeki ekspresyonunun karsilastirilmasi sonucu kanser hiicrelerinde daha
fazla ekspre oldugu tespit edilen genin, onkojenik karakterde olabilecegi
varsayllmaktadir. Bununla beraber PCNA ile iliskisi bu kanser tipi iginde

Onerilmektedir [18].

Siklin D1 ve URG-4 ile yapilan bagka bir ¢alismada, HepG2 ve Ges-1 hiicre
hatlar1 kullanilmis ve genin bu hiicre hatlarindaki ekspresyonunun siklin D1 ile
iligkili oldugu tespit edilmistir. URG-4 siRNA’larla susturuldugunda HepG2
hiicrelerinin biiylimesinin azaldigi aym zamanda siklinD1 ekspresyonunda azaldig:
bulunmustur. Doku kiiltiiri ve deney fareleri ile yapilan deneylerde bu genin hiicre
bliylimesini ve yagayabilirligini kontrol ettigi ve bu yiizdende tiimér olusumuyla

baglantili olmasi tizerinde durulmustur [19].

Yapilan bir analizde URG-4 polipeptidinin 690-697 aminoasitleri araliginda
ATP/GTP baglanma motifi bulundurdugu ifade edilmis ve yapilan fonksiyon
deneyleriyle URG-4 proteininin baglanma yada hidroliz etme gibi iglevleri olmadig
gosterilmigtir [16].Bunun disginda URG-4 proteinin yapist ve isleyisi hakkinda

herhangi bir bilgiye rastlanmamaktadir.

Hepatokarsinomlu hiicrelerle yapilan bagka bir ¢alisgmada, URG-4 geninin

over ekspresyonu saglandiginda proliferasyonu tetikledigi ve susturuldugunda ise
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kargit bir etki yaptig1 bulunmustur. Ayn1 zamanda asin ifade oldugunda hiicrelerin
Gl fazindan S fazina gegis yapmasm p21 ve p27 proteinlerini ekspresyonunu
azaltarak, siklin D1°i ise arttirarak saglamakta oldugu tespit edilmistir. FOXO3a
transkripsiyon faktoriinii ifadesini azaltarak Akt yolag: iizerinden hiicre déngiisiinti

etkiledigi vurgulanmaktadir [20]

miRNA’lar ve URG-4 geni iligkisini inceleyen baska bir makalede miR-
1274b, miR-4286, miR-3926, miR-4271,miR-320d, miR-3134, miR-3663-5p ve

miR-3664 seviyelerinin URG-4 geni varliginda ve yoklugunda degistigi saptanmistir
[21].

1.4 Sitokinler

Sitokinler, hiicre biiytimesi ve farklilagmasim diizenleyici salgilanan
glikoproteinlerdir. Embriyonik gelisim, yara iyilesmesi, hematopoez ve bagisiklik
sistemi gibi 6nemli biyolojik siireglerde gorev alirlar. Sitokinler hedef hiicrelere
sinyallerini hiicre yiizeyinde bulunan reseptérlere baglanarak iletirler. Hiicresel cevap

sitokinin tipi ve hiicreye bagimlidir [22-23].

14.1 Transforme Edici Biiyiime Faktorii (TGF-B) Sitokini ve Kanser
ile Tliskisi

14.1.1 TGF-f ve Reseptorleri

Transforme edici biiytime faktorii (TGF-B) bir sitokindir. TGF-B ailesinin
insan, fare, kurbaga ve diger omurgalilarda yaklasik 30 iiyesi bulunmaktadir. Aile
BMP/GDF ve TGF-p/Activin/Nodal olarak iki genel dala ayrilmistir. Ailenin
tyelerinin bazilar hiicre tipine gore az veya kisa zaman dilimlerinde ekspre
olmaktadir. TBF-B sitokini adim soft agarda fibroblast biiyiimesini stimule ettigi i¢in
almistir [24,25].

TGF-f sitokini salgilanan bir polipeptittir. TGF-B1 TGF-B siiper ailesinin

prototipidir. Ilk olarak sifir bobregi, insan plasentas: ve insan trombositlerinden
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saflagtirilmustir. Biyolojik olarak aktif olan formu 25 kDa polipeptit, iki alt iinitenin
(12.5 kDa) disiilfit baglanmasiyla olusmustur. Sitokinin biitiin tiirlerdeki aktif
formunun aminoasit dizisi oldukg¢a korunmustur. TGF-B2 ilk olarak insan
glioblastoma hiicrelerinden saflastirilmistir. TGF-B2’nin olgun formu TGF-p1
proteinine %74 dizi benzerligi gostermektedir. Ailenin 3. iiyesi olan TGF-B3
dokulardan ya da hiicrelerden izole edilememistir ancak rekombinant formlardan
saflagtinlmugstir. Her iki tiyesine de yiiksek benzerlik gostermektedir [26]. Kanser
hiicrelerinde TGF-B1 proteini, TGF-B2 ve B3’den daha yogun olarak bulunur. TGF-
B1’in ilk olarak inaktif latent disiilfit bagli homodimerik formu salgilanir. Bu form
diger ekstraselliiler proteinlere bagh bulunur. Olgun biyoaktif ligandin olusabilmesi
i¢in latent kompleksten C-terminal homodimerik polipeptidin yikilmas: gerekir.
Trombospondin veya integrin reseptorlerinin bunun yani sira kalpain, katepsin D,
simaz, elastaz, endoglikozit F, kallikrein, MMP-9, nétrominidaz ve plazmin
proteinleri olgun TGF-B olusumunda direkt olarak etkili oldugu varsayilmaktadir
[27].

Olgun TGF-f sitokini membrana bagli proteinlerle interaksiyona girer.
Bunlar TGF- Tip I, Tip II ve Tip III reseptérler olarak bilinirler. Molekiiler agirlig
en kiigiik olan Reseptor I 65 kDa’dur. Reseptor IT 85-95 kDa ve Reseptor 111 280-330
kDa agirligindadir. Birgok hiicre tipi Tip I ve Tip II reseptorleri igerir ancak Tip III
reseptoriinii ekspre etmez. Epitelyal karaciger hiicrelerinin bazirlar1 mutant formlarda
Tip I ve Tip II reseptorlerini bulundurabilir [28-30].

5 farkl Tip I reseptorii bulunur. Bu reseptorler TBRI (ALKS), TSR-1 (ALK-
1), ActRIB (ALK-4), ActRI (ALK-2), BMPRIA (ALK-3), BMPRIB (ALK-6) ve
ALK-7 isimleriyle bilinirler. Biitiin bu reseptorler 53 kDa agithgindadir. Sisteince
zengin ekstraselliiler bolge igeren transmembran glikoprotein olan bu reseptorler
glisin serin agisindan zengin GS motiflerini ve C terminal ucunda serin treonin kinaz
domainlerini igerirler [31].

Tip II reseptorleri 7 farklidir [31]. Bunlar TBRII, ActRIIA, ActRIIB, BMPRII
ve AMHR olarak adlandirilmislardir. 60 kDa agirliginda olan bu reseptérler Tip I
reseptdrlere benzerlik gostermektedirler. Bu reseptorlerde de sisteince zengin bir
bolge ve serin treonin kinaz domainleri bulunur. Tip I ve Tip II reseptorleri hiicre
ylizeyinde homodimer olarak bulunurlar. TGF-B siiper ailesinde genellikle sinyal
iletimi bu sekilde gerceklesir [32].

Tip III reseptorleri betaglikan ve endoglin igerir [32].




1.4.1.2 TGF-B’nin Gérevleri ve Sinyal Iletim Mekanizmasi

Hemen hemen biitiin hiicre tiplerinde TGF-f sitokininin hiicre biiyiimesi,
farklilasma ve adhezyon gibi biyolojik aktiviteleri rapor edilmistir. TGF-B sitokini
hiicre tipi ve biiyiime kosullarina bagh olarak ikili olarak etki gosterebilir. Hiicre
¢ogalmasim stimule edebilir yada inhibe edebilir. Hiicre biiyiimesinin yani sira ECM
(Extracellular matrix; ekstraselliiler matriks) iretimini arttirmak gibi 6nemli bir
gorevi daha bulunmaktadir. TGF-f sitokini kollojeni fibronektin, laminin ve
proteoglikanlar gibi birgok ECM komponentlerinin salgilanmasini arttirabilir. Hiicre
fenotipinin belirlenmesinde dnemli olan bu sitokin, keratinositler, bronsial hiicreler
ve kolon karsinoma hiicreler gibi epitelyum hiicrelerinin farklilasmasinda pozitif etki
gosterir [26]. Hem parakrin hem de otokrin etki gosteren TGF-B sitokini tiimor
olusturma ve aym zamanda anti-tiimér aktivitesinden dolayr TGF-B paradoksu olarak
literatiire ge¢mistir [33].

Olgun ligand, proteoglikan, B glikan ve Tip III reseptériiyle baglant: kurar.
Dimerik TGF- Tip II ve Tip I reseptorlerinin olusturdugu homodimerik komplekse
baglanir. Reseptorlerin alt tiniteleri transmembran domainleri igerir. TGFRII kinaz
stirekli olarak fosforillenmis sekildedir ve TGFRI’in katalitik bélgesini serin treonin
rezidiilerinden fosforilize eder. TGFRI’de meydana gelen konformasyonel degisim
ile katalitik merkez aktive olur [31-35].

TGF-B sinyal iletimi SMAD-bagimli ve Smad-bagimsiz olarak iki sekilde
gerceklesmektedir. Smadlar N-terminal Mad homoloji (MH1), orta linker ve C-
terminal (MH2) domainlerini igeren hareketli proteinlerdir. MH1 domaini niikleer
lokalizasyon, DNA baglanma ve protein-protein interaksiyon islemlerini
gergeklestirir. Linker (baglanma) domaini ise diger diizenleyici fosforilizasyon sinyal
kinazlarin baglanma yeridir. (MAPKs, Ubikitin ligazlar). MH2 domaini ise fosfo
serin baglanma gibi biiyiik protein protein interaksiyonlarimi icerir. Smad 2 ve 3
SARA (Smad anchor for receptor activation) proteinine baglanir. SARA’nin iig
onemli gorevi bulunmaktadir. Birincisi SMAD’lan sitoplazmada tutmak, ikincisi
MH2 domaininde olusana niikleus iletim sinyalini kapatmak, iiinciisii ise aktif olan
reseptorlerle SMAD’lan birlestirmektir [37]. Tip I reseptorii Smad 2 veya 3’iin C
terminal domainindeki serin rezidiilerini fosforiller. Co-smad olarak bilinen Smad 4
ile birleserek trimerik protein kompleksi olustururlar. Ancak R-Smad-CoSmad

kompleksleri niikleusa gelip DNA’ya direk olarak baglanabilirler. Ayni zamanda




smad yolaginin negatif regiilatérleri olan 3 protein bulunmaktadir Bunlar, I-smad
olarak bilinen Smad-7, Smurf ve fosfotazlardir. TGF-§ sitokini SMAD proteinleri
aracigiyla hiicre biiylimesinde gorev alan siklin bagiml kinazlar1 inhide eden p15 ve
p21 proteinlerini aktiflestirerek tiimoér baskilayici gérevini tistlenir [38].

Smad yolaginin yam sira TGF- diger inraselliilar yolaklar olan MAPK ’lar,
PI3K ve Ras siiper ailesinin iiyelerini de aktive edebilirler. Genellikle epitel
hiicrelerde TGF-B sinyali RAS araciligiyla iletilir. Map kinaz yolaklarinin TGF-B
tarafindan nasil aktive oldugu bilinmemektedir. Yeni kesfedilmis olan TAKI (TGF-B
aktive edici kinaz) ve TABI (TGF-B baglanma proteini) MAP kinaz kinaz kinaz
proteinlerinin MAP kinaz {izerinden sinyal iletimini sagladigi ve TGF-B
uygulandiginda aktif forma geldigi bilinmektedir. TGF-B sinyal iletim sistemi ve
komponentleri Sekil 1.2°de verildigi gibidir [26].

P TGF-B'nin olgunlagmasi
A = o, B, integrin, Calpain, Cathepsin D,

Chymase, Elastase, Eridoglymsidas:e F,
Kallikrein, MMP-9, Neuraminidase,
Plasmin, Thrombospondin 1

] SMAD?7, STRAP, YAP6S,
] SMURF1/2, GADD34, PP1
i ‘/ SMAD aktivasyonu
| [p&——> | SMADZ, SMAD3,
L] SMAD1, SMADS
@ N i
Non-SMAD Signaling {SMA[}-MIE etkilesim }
ShcA, RHO, ;
RAC/CDCAZ, RAS, \
TRAF6, TAKL, PI3K, | c-Ski, SnoN —] | |
PAR6, MAP3K1,
DAXX, PP2A { Transkripsivonun
// | diizenlenmesi

Sekil 1.2: TGF- sinyal iletim sistemi [35].
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14.1.1 TGF- ve Kanser

TGF-B sinyali kanserli hiicrelerde tiimérijeniteyi regiile eder. Timor
icerisinde matriks ve stromal sinyaller kanserin regiilasyonu ig¢in gereklidir. Bu
sinyaller TGF-f sitokinini de igerir. TGF-f sitokini kanserli hiicrelerde erken evrede
tiimorijeniteyi baskilarken, gec evrede tiimdrijeniteyi arttirir [27].

TGF-B baz1 hiicre tiplerinde epitelyal, endotelyal ve lenfositlerde hiicre
proliferasyonunu inhibe eder ve tiimér baskilayici olarak gérev yapar. TGF-B’nin
timor baskilayici etkisi c-Myc ifadesini baskilayarak olur. Ayrica apoptozis ile ilgili
bazi1 genleri aktive eder. Or: p21, DAPK, GAD45 [27].

Bazi kanser tiplerinde TGFBR1, TGFBRII, SMAD-2 ve SMAD-4
komponentleri aktif olmayabilir. Tip II reseptorii, sitoplazmik bélgedeki kinazi
kodlayan bolgede karakteristik kisa adenin bazi tekrarlar1 igermektedir. Kanser
hiicrelerinde reseptoriin bu bélgesi mutant reseptérlerin olusmasina neden olur. Pek
cok kanser tipinde bu bolgede mutasyon tespit edildigi igin bu bolge sicak nokta
olarak bilinmektedir. Adenomadan karsinomaya ge¢iste meydana gelen bir mutasyon
tipidir. Birgok TGF-B diengli neoplastik hiicreler R1 ve R2 ekspresyonunu azaltirlar.
Prostat kanseri hiicrelerinde Tip II reseptdriiniin mutant olmasindan dolay:
reseptoriin bu hiicrelerde asir1 ekspresyonu saglanmig ve bu durumda hiicreler kaspaz
1 yolagi izerinden apoptoza yonelmistir [28]

Tip II reseptorii gibi Tip I reseptoriiniin kinaz domaininde de mutasyonlar
meydana gelebilir. Meydana gelen bu pseudoreseptor BAMBI olarak adlandirilir.
Xenopus embriyosunda tanimlanmistir. Memelilerdeki ortologu ‘NMA’ diye
isimlendirilmistir. Metastatik portansiyeli artan hiicrelerde TGF-B sinyalinin
azalmasiyla birlikte NMA’da azalir. Baz1 kanser tiplerinde ise TGF-B’nin hiicre
biiylimesini inhibe edici aktivitesi olmayip invazyon ve metastazi kolaylastiran etkisi
bulunur [39,40]

Tiimér stromasinda indiiklenen Hepatosit Growth Factor: Hepatosit biiyiime
faktorii (HGF), Platelet Derived Factor: Trombosit kaynakli Faktor (PDGF) gibi
mitojenik faktérler bulunur ve TGF-f indirekt olarak bu faktorlerle baglantilidir
Kanserli hiicrelerde TGF-, MEKKI, TAKI, MAPK, PI3K, Ras, RhoA, PP2A ve
SMAD’lar gibi diger sinyal yolaklarini harekete gegirebilir [41].

Timér olusumunda TGF-$ sitokinini ile yapilan bazi ¢alismalar 1s13inda

Onerilen bazi bilgiler bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, TGF-f enjekte edilmis
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farelerin tiimor formasyonunun arttig1 gézlenmesi, ikincisi TGF-B’y1 asir1 ifade eden
hiicrelerin ECM komponentlerini ve adhezyon reseptorlerini yiiksek seviyede
sentezlemesi ve {liglinciisii ise deri tiimorlerinde malignant ilerlemenin arttirmasidir.
TGF-B sitokini epitelden mezensimal karaktere gegisi indiikler [42-44].
Epitelden mezensime gecis onkojenik Ras veya reseptor tirozin kinazlar tarafindan
indiiklenmektedir. Son zamanlarda buna ek olarak RTK/Ras ve TGFB/BMP

sinyalleri ile de kontrol edildigi bulunmustur [31].

1.4.1.2 TGF-p ve Karaciger Kanseri

Kanser cesitlerinden karaciger karsinomasi kadin ve erkeklerde 5. yaygin
olan kanser tipidir. Diinyada 6liimlere sebebiyet vermesi agisindan 3. sirada yer alan
bu hastalikta tiimériin baglangici ve ilerlemesi hala tam olarak bilinmemektedir.
Ancak tumér olusumunun TGF-B yolaklariyla arasinda bir baglanti oldugu
diistiniilmektedir. Normal karaciger hiicrelerinde de TGF sitokini salgilanir. Ancak
karsinomada ekspresyonunda bir artis oldugu rapor edilmistir [44].

Drazen ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada Tip II reseptorii agisindan mutant
olmayan duyarli ve tipll reseptorii agisindan mutant olan direngli Hep3B hiicreleriyle
calismislardir. Yaptiklar1 analiz sonucunda duyarli olan formda tumor formasyonu
yavaslarken, direngli olan formda daha hizli gerg¢eklesmektedir. Yaptiklar
microarray analizi sonucunda direngli formlarda duyarli formlara gére 6 farkli gen

ekspre ettikleri ve bu genlerin stimulatériintin TNF-o oldugu kesfedilmistir [46].

1.4.2 TNF-a (Tiimér Nekroz Faktorii) Sitokini

1.4.2.1 TNF-a Sitokini ve Reseptorleri

TNF-a sitokini 3 monomer i¢eren Tip II transmembran glikoproteindir [47].
Membranda 6nciil polipeptid dizisi saglayan 76 aa oldukea iyi korunmus hidrofobik
bolgedir. Olgun olmayan formu 26 kDa agirliginda Pro TNF-a olarak bilinir. Bu
protein MMP7, MMP10, ADAM10 ve TACE ( Matelloprotease TNF-a converting

enzyme: Matelloproteaz TNF-a doniistiiren enzim) gibi enzimler tarafindan kesilerek
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olgun forma doniistiiriiliir. Suda ¢oziinebilir olan TNF homotrimer yapida ve 52 kD
agirhigindadir [48].

TNF sitokini yiiksek afinite ile transmembran reseptor I (TNFRI, p55 ve
TNFSF1A), transmembran TNF (TmTNF) ve transmembran reseptor 11 (TNFRII,
p75, TNFSF1B)’ye baglamir. TNF sitokini bir ¢ok biyolojik aktivitesini TNFRI’e
baglanarak gosterir [49].

TNFRI 454 aa uzunlugunda, 21 aa sinyal peptit dizisi, bunu takip eden
ekstraselliiler dolmain (ECD) 191 aa, transmebran domain (TMD) 23 aa ve
intrasiillier domain (ICD) 219 aa kisimlarindan olusur. TNFRI ve TNFRII
reseptorlerinin ekstraselliiler kisimlar1 birbirlerine oldukc¢a benzerdir. Ancak ICD
kisimlar1 birbirlerine 6nemli derecede benzerlik gostermezler. Bu ayrinti, bu iki
reseptoriin uzak sinyal iletimi mekanizmalarinda gérev aldigimin kanitidir. TNFRI
intraslliiler domaininde homofilik protein- protein interaksiyonu icin gerekli olan
sitoplazmik 6liim domaini ad1 verilen bir kisim daha igerir. Bu kistm TNF tarafindan
indiiklenen apoptozis i¢in gereklidir. TNFRII ise 235 aa eksraselliiler domain, 30 aa
transmembran domaini, 174 aa sitoplazmik domain igerir [50]

TNFRI reseptorii lenfoma sisteminde ve nerdeyse viicuttaki biitiin hiicrelerde
bulunur. TNFRII reseptérii ise oldukga spesifiktir. T diizenleyici hiicreler, endotel
hiicreler, langerhans adaciklar1 ve insan mezengimal kok hiicreleri gibi kisimlarda
ekspre olur. Bu hiicreler ayn1 zamanda TNFRI de sentezlerler. Bu sayede hiicrenin
6liim ve yasam mekanizmalarini dengelerler [50,51].

Bu reseptorler proliferasyon, migrasyon, enflamasyon ve hiicre 6liimii gibi
hiicrede &nemli etkileri baslatabilirler. Proenflamasyon ve patojen 6ldiirme gibi
faaliyetler TNFRI tizerinden NFKp transkripsiyon faktorii ile iliskili olarak
gerceklesirken TNFRII ise daha ¢ok enflamasyonun baskilanmasi seklinde sinyal
iletimi gerceklestirir [51].

1.4.2.2 TNF-a Sitokini Gorevleri ve Sinyal iletim Mekanizmasi

Hiicre biiylimesi, tiim6r olusumu, tiimorijenite, enflamasyon, viral
replikasyon, septik sok ve otoimmun gibi fonksiyonlarin diizenlenmesinde gérev

alan pleiotropik bir sitokindir [52].
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TNF-a sitokini enflamasyona cevap ve bagigikligin baslamasi gibi islevleri
olan 6nemli bir sitokindir. Kaspazlar, NFKB ve MAP kinazlar gibi degisik sinyal
iletim yolaklarm igerir[53-55]. Sitokinin sinyal iletim mekanizmas: Sekil 1.3’de
verildigi gibidir.

TNF-a  sitokini TNFRI reseptériine baglandiginda TRADD (TNFRI
Baglantihh Olim domaini: TNFRI-assosciated Death Domain) ve FADD (FAS
baglantili 6liim Domaini: FAS-associated death domain) adaptér proteinleri aktive
olur. TRADD ve FAD adaptér proteinleri TNFRI’de bulunan 6lim domainlerine
baglanir ve kaspaz yolagi aktive olur. Ikinci apoptotik yolak TRADD’m RIP
(Receptor interacting protein: Reseptér iliskili protein) adi verilen proteini aktive
etmesiyle baglar [47].

TNFRII TNRI’den farkli olarak 6lim domainini igermez. Sitoplazmik
domaininde bulunan baglanma domainini TRAF-2 baglanir. TRAF-2, TRAF 1,
TRAF-3, cIAPI ve cIAP2’yi aktive eder. Bu proteinler hiicre yasayabilirliginde
gorev alan diger sinyalleri de aktive edebilirler. Ayn1 zamanda NFK inhibitorii olan
IKBa tarafindan serbest birakildiginda gekirdek igerisine girer ve hiicre yasabilirlik
mekanizmalar1 agilir [47] (Sekil 1.3).

TNF-a TNFRII reseptoriine baglandiginda ise oncii yasayabilirligi kontrol
eden transkripsiyon faktorii olan NFKB aktive eder [47].
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Sekil 1.3: TNF-a sitokinin sinyal iletim mekanizmasi [47].

1.5 Cahsmanin Amaci

URG-4 geni hepatokarsinomlu hicrelerde HbxAg proteininin dogal efektorii
olarak bulunmustur. Yapilan diger c¢aligmalarda ise kemik ve mide kanseri
hiicrelerinde ekspresyonunun arttig1 tespit edilmis ve prolifere edici ajan hatta bir
onkogen olabilecegi vurgulanmistir. Hiicre dongiist ile yakindan iligkili oldugu
dusiinilen bu genin siklin D1 gen ifadesini arttirdig1 ve bunu AKT yolagi iizerinden
etkiledigi de bulgular arasindadir. Kanserli hiicrelerde ekspresyonu artan bu genin
hakkinda oldukga kisith bilgi bulunmaktadir.

(1) Genin regilasyonu aydinlatilmamig olup promotor bolgesi ve buraya
baglanan transkripsiyon faktorleri bilinmemektedir.
(i) Bununla beraber sitokinlerden ekspresyonunun nasil etkilendigi konusunda

da herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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Bu tezde planlanan ¢aligmalar 3 kategoride incelenebilir. Kapsamla ilgili akis
diyagrami Sekil 1.4°de sunuldugu gibidir.

Tezin ilk kapsaminda URG-4 geninin promotor bdolgesi biyoinformatik
yontemle belirlenerek, promotor bolgesi PCR’a dayali bir teknikle ¢ogaltilip,
transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesi i¢in lusiferaz haberci vektoriine klonlandi.
Ayrica fonksiyonel olan promotor bolgesi, kisaltilarak yapilan promotor parg¢alarinin
olusturulmasiyla belirlendi. Bu promotor pargalarinin olusturulmasi i¢in PCR’a
dayali strateji kullanildi. URG-4 promotor bdlgesi biyoinformatik olarak analiz
edilerek potansiyel transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgeleri tespit edildi.
Fonksiyonel promotor pargalarina hangi transkripsiyon faktorlerinin etkili oldugunun
anlasilmasi amaciyla promotor bolgesinde potansiyel baglanma bolgesi olan
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon plazmitleri ve promotor parcalarim tasiyan
haberci vektorler ile beraber transfekte edildi ve promotor aktivitesine olan etkileri
incelendi. EMSA analizi ile promotor bélgelerinde DNA protein etkilesimleri analiz
edildi. Baglanmalarin spesifikligi yarisma deneyleri ve antikor siipershift analizleri
ile dogrulandi. Ayrica transkripsiyonel aktivitede fark olusturan transkripsiyon
faktorlerinin agir1 ifadesi olan (over ekspre) hiicrelerde URG-4 geni ekspresyonu
mRNA diizeyinde RT-PCR analizi ile tespit edildi.

Tezin ikinci kapsaminda, ise segilen bazi sitokinlerin (TGF-f ve TNF-a)
URG-4 geni ilizerine etkisi mRNA ve protein diizeyinde belirlendi. Kullanilan ana
model olarak insan Hepatoma (Hep3B) hiicreleridir. Kullamilan sitokinlerin Hep3B
hiicreleri tizerinde etkileri MTT deneyi ile belirlendi. Ayrica uygulanan sitokinlerin
URG-4 mRNA iizerine etkileri farkli zaman dilimlerinde qRT-PCR teknigi ile
belirlenip, protein seviyelerinde etkileri de immunflorasan ve western blot teknigi ile
gosterildi. Uygulanan TGF-f ve TNF-a sitokinlerinin transkripsiyonel diizeyde
etkileri promotor pargalar ile transfekte edilmis hiicreler tizerinde tespit edildi. Elde
edilen etkinin sadece karaciger hiicrelerine spesifik olup olmadigi belirlenebilmesi
icin prostat kanser modelinde de (PC-3) mRNA ve protein diizeyinde ¢alismalar
yapildi. Tespit edilen etkinin hiicre i¢i hangi yollar1 kullandigimin belirlenmesi
amaciyla, JNK, PI3K, MAPK yolak inhibitorleri ve TGF-p yada TNF-a sitokinleri
uygulanmasinin ardindan URG-4 ekspresyonunda ki degisimler mRNA ve protein

diizeyinde belirlendi.
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Tezin 3. kapsaminda, URG-4 geninin ¢cDNA’sinin fonksiyonel analizi igin
cDNA’nin farkli hiicre hatlarinda ifadeleri RT-PCR ve western blot teknigi ile
belirlendi. cDNA larinin biyoinformatik analizi ile karsilastirilmas: ve farkli olan
varyant- 2 ve Varyant- 4’lin ekspresyon seviyesinin farkli hiicrelerde tespiti RT-PCR
teknigi ile belirlendi. URG-4 proteininin hiicrede lokalizasyonu immun florasans
teknigi ile gosterildi. URG-4 proteinin 3 boyutlu yapisi biyoinformatik olarak I-
TASSER analizi ile tespit edilerek, olas1 fonksiyonel domainleri tespit edildi. Ayrica
URG-4 Varyant-1 cDNA s1 PCR’a dayali teknikle okaryot ekspresyon vektdriine
klonland: ve hiicrelere gegici ve stable (kalici) olarak transfeksiyonu yapildi. URG-4
geninin agir1 ifadesi gegici transfeksiyonu Hep3B hiicrelerine uygulandi. Genin asir1
ifadesi RT-PCR, qRT-PCR ve western blot ile dogrulanmasi yapildi. MTT analizi ile
hiicre proliferasyonu test edildi. Koloni formasyon deneyleri ile URG-4 genini
ektopik olarak ifade eden hiicreler, koloni olusturma yetenekleri belirlendi. Kalici
(stable transfeksiyon) transfeksiyon deneyleri Saos-2 hiicrelerinde gergeklestirildi.
Kalic1 transfekte edilen URG-4 qRT-PCR, RT-PCR analizi ile dogrulandi. URG-4
geni ektopik ifadesinin hiicre proliferasyonuna etkileri MTT analizi ile belirlendi.
TNF-a ve TGF-B sitokinlerinin etkileri URG-4 genini ektopik ifade eden hiicrelerde
de RT-PCR stratejisi ile arastirildu.
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Sekil 1.4: Tez kapsaminda yapilan ¢alisma basamaklarini 6zetleyen akis diyagrami
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2. MATERYAL-METOD

2.1 Kullanilan Makine Techizat

Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan arag-geregler ve Markalar1 Tablo 2.1°de

gosterildigi gibidir.

Tablo 2.1: Kullanilan arag-geregler ve Markalari

Cihazin Adi

Markasi

Elektroforez tanki

Apelex, Ingiltere

Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi

Consort/Ingiltere

Elektronik tart1

Sartorious, Almanya

Isitmali manyetik karigtirici

Velp Scientifica/ Ispanya

pH metre

WTW/Almanya

Isitic1 blok

FALC/Italya

Thermo cycler

Techne progene, Ingiltere

Mikro santrifiij

Sigma laborzentrifiigen,
Almanya

Sicak Su banyosu

Elektromag/Tiirkiye

Vorteks

Elektromag/Tiirkiye

Buz makinesi

Fiocchetti, italya

Buzdolabi(-20) ve( +4)

Profilo/Tiirkiye

Is1 kontrollii calkalamal1 etiiv

GFL,Almanya

Santrifij Hettich Zentrifiigen, Almanya
Luminometre Thermo

Light cycler 485 Roche Diagnostic

Qubit florimetre Invitrogen

Saf su cihaz1

Destilasyon 3.1/(Comecta Sa)

Lo




Tablo 2.1: (Devam) Kullanilan arag-gerecler ve Markalari

Otoklav Hirayama/Japonya
Jel goriintiileme sistemi Bioimaging system
Sogutmal1 Santrifijj Sigma

-80 derin dondurucu Thermo

CO2’1i inkiibator Nuair

Horizantal ¢alkalayici GFL, Almanya
Laminar air flow TelstarBIOII/ Ispanya
Mikroskop Nikon eclipse

2.2  Materyal

Klonlama asamasinda kullanilan kitler ve kimyasallar Tablo 2.2’de verildigi
gibidir. Tablo 2.3°de bu asamada kullanilan vektorler ve temin edildikleri firmalarin
adlar1 bulunmaktadir. Transformasyon asamasinda kullanilan bakteri soylar1 Tablo

2.4°de verildigi gibidir.

Tablo 2.2: Klonlama agamasinda Kullanilan Kitler ve Kimyasallar

Malzemenin Adi Firmanin Adi
T4 DNA ligaz NEB, Fermentas
Ligaz buffer NEB, Fermentas
Restriksiyon endoniikleazlar Fermentas
(xhol, HindIII, Xbal, Apal)

Amfisilin antibiyotigi Sigma
Kanamisin antibiyotigi Sigma

LB broth Pronadisa

Agar Pronadisa
10mm petri plakalari isolab

50 ve 15mL falkonlar isolab

Mini prep kiigiik 6lgekli plazmit Fermentas
izolasyon kiti
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Tablo 2.2: (Devam) Klonlama asamasinda Kullanilan Kitler

ve Kimyasallar

Maxi prepbiiyiik 6l¢ekli plazmit Fermentas
izolasyon kiti

Jelden geri purifikasyon kiti Fermantas
Proteinaz K Sigma
Sature Amonyum asetat (NaAc) Sigma
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma
EDTA Sigma
Tris base Sigma
Kuvartz 96well plate Sigma
Etidyum bromiir Sigma
Agaroz Fluka
Borik asit Merck
dATP, dTTP, dGTP, dCTP Fermentas
MgClI2 (25mM) Fermentas
Tag+KCl Tamponu Fermentas
Taq polimeraz Fermentas
Betain Sigma
7-deaza GTP Invitrogen
DMSO (Dimetil siilfoksit) Sigma
Kalsiyum Kloriir Merck
Gliserol Merck

6X yiikleme boyasi Fermentas

Tablo 2.3: Klonlama agsamasinda kullanilan Vektérler ve Temin edildikleri

firmalarin adlar

Vektoriin adi Temin edilen Firmanin adx
pGEMT®easy Promega

pMetLuc Reporter Clontech Laboratories
pMetLuc Kontrol Clontech Laboratories

Seap-2 kontrol

Clontech Laboratories

pcDNAT™3 2/V5 Gateway

Life Technologies
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Sekil 2.1: pGEM-T Easy vektoriiniin sematik gésterimi

Sekil 2.2: pcDNA3.2 Topo Gateway vektoriin sematik gosterimi
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Sekil 2.5: pSEAP2-kontrol vector sisteminin sematik gosterimi

Tablo 2.4: Transformasyon agamasinda kullanilan Bakteri Soylari

Bakteri Genotip
suslari
XIL-1 Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F" proAB laclq
ZAM15 Tnl0 (Tetr)]

DH5-a dlacZ Delta M15 Delta(lacZY A-argF) U169 recAl
endA1 hsdR17(rK-mK+) supE44 thi-1 gyrA96
relAl
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Tablo 2.5: Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kullanilan kitler ve kimyasallar

Malzemenin Adi Firmanin Adx
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Highclone/Gibco
Medium)

FCS (Fetal Si1gir Serum) Sigma
L-Glutamin Sigma

PBS (Phosphate Buffered Saline) Sigma

Tripan blue Sigma

75 ve 25cm?’lik flasklar Corning
10-25mL Serolojik pipetler Corning

0,22 mikron filtre Sartorius

0,45 mikron Biiyiik filtre Sartorius
50-15mL falkon Corning

Bovin serum albumin Sigma

Tripan mavisi Sigma

Tablo 2.6: Kullanilan hiic

re hatlar1 ve Temin edilen kaynaklar

Hiicre Adx

Temin edilen Kaynak

Hep3B (Human Hepatoma Cell
line)

Dr. Dipak Ramji, Cardiff Universitesi,
INGILTERE

MCF-7(Human breast
adenocarcinoma cell line)

Ege Universitesi Biyomjihendislikfakiiltesi
dgretim iiyesi Prof. Dr. Ismet D.GURHAN

Isckawa Capa Tip Fakiiltesi 6gretim iiyesi Ayhan Bilir

HL60 Ege Universitesi Biyomiihendislik Fakiiltesi
Ogretim iiyesi Prof. Dr. [smet D.GURHAN

Hela Dr. Dipak Ramyji, Cardiff Universitesi,
INGILTERE

Huvec Dr. Ayse Begiim Tekinay , Bilkent Universitesi

Mg-63(Human Osteosarcoma Cell
line)

Cardiff Universitesi (Ingiltere) Dr. Kenneth
Brown

Saos-2 (Human Osteosarcoma Cell
line)

Cardiff Universitesi (Ingiltere) Dr. Kenneth
Brown

PC3 (Human prostate cancer cell
line)

Ege Universitesi Biyomiihendislik Fakiiltesi
dgretim iiyesi Dog Dr. Kemal KORKMAZ

DU-145 (Human prostate cancer
cell line)

Ege Universitesi Biyomithendislik Fakiiltesi
Ogretim tiyesi Dog Dr. Kemal KORKMAZ

HT-29 (Human Colon Carcinoma)

Ege Universitesi Biyom}'ihendislik Fakiiltesi
ogretim tiyesi Prof. Dr. Ismet D.GURHAN
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firmalarin adlarn

Tablo 2.7: RNA ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri

Malzemenin Adi

Firmanin Adx

RNA izolasyon kiti Fermentas

MOPS Merc
DEPC Sigma
Formaldehit Sigma

Reaksiyon tamponu | Fermentas

oligodT Fermentas

Ribolock inhibit6rii Fermentas

enzimi

Geri Transkriptaz Fermentas

Firmalarin Adlar1

Tablo 2.8: Protein ¢alismalarinda kullanilan Kimyasallar ve Temin Edildikleri

Malzemenin Adi Firmanin Ad1
Trizma Base Sigma Aldrich
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Merck

Glisin Merck
Metanol Merck
Akrilamit- Bisakrilamit Fisher Scientific
Yagsiz Siit tozu Chem Cruz
Tween -20 Sigma Aldrich
Tetramethylethylenediamine(TEMED) | Sigma
Gliserol Merck
2-Merkaptoetanol Sigma

ECL Pierce

PVDF membran Milipore

Page ruler plus prestained Ladder Fermentas
Amonyum persiilfat Merc

Nuklear fraksiyon kiti

Thermo scientific
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Tablo 2.9: Kullanilan Antikorlarin Isimleri ve Temin Edildikleri Firmalarin Adlar

Antikor ad1 Antikor tipi Temin edilen firma ve
katalog no

Human URG-4 Rabbit poliklonal Primer Sigma/ SAB2104235

antikoru

Human anti-URG-4 Rabbit poliklonal | Primer Abcam / ab103323

antikoru _

Human anti-Beta aktin Rabbit Primer Abcam / ab8227

poliklonal antikoru

Smad 2-3 mouse monoklonal antikoru | Primer Santa cruz/ sc-133098

Spl Antikoru rabbit polyklonal Primer Santa cruz/ sc-59

Goat pAB to Rb IgG antikoru Sekonder Abcam / ab97069

Goat Antimouse IgG/HRP Sekonder Santa cruz

Alexa flour 488 anti rabbit antikoru Sekonder Life Technologies

2.3  Klonlama ile ilgili teknikler

2.3.1 Hep3B Hiicrelerinden Genomik DNA izolasyonu

Tablo 2.10: Hep3B hiicrelerinden DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler ve

kimyasallar

Proteinaz K 0,01 g Proteinaz K 1 mL dH,0’da ¢oziiliir. -20°C’de

i saklanir.

Sature 74 g NHsAc, dH,O ile 100 mL’ye tamamlanir. Manyetik
i:;):tyum karistiricida yaklasik 40°C°de ¢oziiliir. Filtrasyon ile steril
(NH,Ac) edilir. +4 °C’de saklanir.

Buffer

Niiklei Lizis 10 mM Tris Base, 400 mM NaCl, 2mM Na,EDTA
(pH:8.2). 121°C°de 20 dk (1,02 atm basingta) otoklavda

steril edilir. +4°C’de saklanir.

75 cm’® flasklarda yetistirilmis olan Hep3B hiicreleri Tripsin-EDTA (TE)
cozeltisi kullanilarak flask yiizeyinden kaldirildiktan sonra iizerine % 10 FCS’li
medyum eklenerek 3.500 rpm’de 5 dk boyunca ¢oktiiriildii. Ustteki medyum
dikkatlice uzaklastirilarak ¢okelti tizerine 250 pL niiklei lizis tamponu, 20 pL %10
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SDS ve 20 pL proteinaz K eklendi ve tiip alt iist edilerek karigmasi saglandi. 1.5 mL
ependorf tiip 72°C su banyosunda 10 dk inkiibe edildi ve ardindan 175 pl. amonyum
asetat ¢ozeltisi eklenerek 30 sn siiresince ¢alkalandi. Oda 1s1sinda 15 dk bekletilen
omekler 4.500 rpm’de 20 dk santrifiijlendi. Siipernatant temiz bir ependorf tiipiine
aktarildiktan sonra tizerine 2 kati oraninda % 96°lik etanol eklendi. Ependorf yavasca
alt ist edilerek DNA’nin belirdigi go6zlendi. 3.000 rpm’de 10 dk santrifiij
basamagindan sonra ¢okelti tizerine 250 uL % 75°lik etanol eklenerek DNA yikandi.
13.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra ¢oken pelet (DNA) acik havada
kurumasi i¢in bekletildi. Bu asamadan sonra 100 pL steril dH,O’da ¢oziilerek -
20°C’de sakland1 [56]. Basamaklarda kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanisi Tablo
2.10°da belirtildigi gibidir.

2.3.2 DNA Miktarmin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

[zole edilen DNA 1:40 oraninda steril dH,O ile sulandirildi. Kuvartz 96
kuyucuklu plaka kullanilarak A,qy ve Ajg dalga boylarinda absorbans alindi.
Aoeo/Azgo oram hesaplanarak DNA ’nin saflifi belirlendi. DNA konsantrasyonu
asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi [57].

DNA miktar1 = 50pg/ml x ODygo x Seyreltme Faktorii= pg/mL DNA

2.3.3  Agaroz Jel Elektroforezinde DNA’nin goriintiilenmesi

Tablo 2.11: Agaroz jel elektroforezi sirasinda kullanilan ¢ézeltiler ve kimyasallar

Cozeltinin Adi Hazirlanisi

5X/L TBE tamponu 54 g Tris Base, 27,5 g Borik Asit, 20 mL 0,5 M EDTA

pH:8.0 (pH:8.0) tartilir. Uzeri dH,O ile 1 L’e tamamlanur.

DNA ladder 500pL 100 pL DNA ladder (50 pg)(1 hacim), 200 pL yiikleme

DNA ladder boyasi (2 hacim) 200 pL steril dH,O’da (2 hacim)

(0.5 pg/uL) ¢Oziiliir.

% 0.8’lik agaroz jel 0,4 g agaroz tartilarak 50 mL 0,5 X TBE’de ¢6ziiliir. 40 —
45°C’ye soguduktan sonra 2,5 pL etidyum bromiir
eklenerek tanka dokiiliir.

Et-Br Stok Soliisyonu: | 10 mg/mL olacak sekilde steril dH,O ile hazirlanir. Koyu

(10 mg/mL) renkli 151k gecirmeyen bir sisede muhafaza edilir.
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DNA’nin jelde goriintiilenmesi amaciyla % 0,8’lik agaroz jel hazirlandi. Bu
amagla jel elektroforezi aparatina uygun miktarda 0,4 g agaroz tartilarak TBE
tamponunda (0,5X) ¢oziildiikkten sonra kaynatildi. 45-50°C ’ye kadar sogutulduktan
sonra son konsantrasyon 0,5 pg/mL olacak sekilde Et-Br eklendi. Et-Br *iin iyice
karismasi saglandi. Taraklarin 6nceden yerlestirilmis oldugu agaroz jel elektroforezi
aparatina jel dokiildii. Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikarilip aparat elektroforez
tankina yerlestirildi. 0,5 X TBE tamponu ile elektroforez tanki dolduruldu. Ornekler
ylikleme boyasi ile karistirilarak jele yiiklendi. 80 V’ta yiiriitiilerek transilluminator
jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi ve degerlendirildi. Yapilan PCR denemeleri
de aym sekilde jel elektroforezi kullanilarak yiiriitiildii [58]. Bu asamada kullanilan
cozeltiler ve hazirlaniglar: Tablo 2.11°de gosterildigi gibidir.

2.3.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Tablo 2.12: PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)’da kullanilan dNTP karisiminin

hazirlanisi

Malzemenin Adi | Hazirlanisi

dNTP karisinu | Her bir niikleotitten (dATP, dCTP,

(10mM) dGTP, dTTP) 10 pL almur ve steril
dH,O eklenerek 100 pL’ye
tamamlanur.

Cogaltilan bolgeye spesifik olarak tasarlanmig ve 100 ng/pL sulandirilmig
olan primerlerden 1 pL olacak sekilde kullamldi. 1 ve 2 mM olacak sekilde MgCl,
konsantrasyonlar1 denendi. Son hacim 50 pL; 10 X Taq+KCl tamponundan 5 pL, 5
U/uL Taq polimeraz enziminden 1 pL, 10 mM dNTP stogundan (Tablo 2.12) 1 pL
koyularak karisim hazirlandi. Ayni1 zamanda URG-4 promotor bélgesi olduk¢a GC
zengin oldugundan bu materyallere ek olarak ¢esitli PCR kitleri ve PCR
gliclendiricileri kullanildi. 7-deazaGTP 0,5 puL (50 uM), Betain 13 pL, DMSO 2.5
uL (%S3) eklenerek 21.5 pL. dH,O ile tamamlandi. Kullanilan PCR déngii kosullari
Tablo 2.13’de verildigi gibidir [59,60].
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Tablo 2.13: Promotor PCR dongii kosullari

Segment | Dongii | Sicaklik | Siire
sayisi (°O)
1 1 94 3dk
2 o 94 1 dk
58-60 45 sn
72 1 dk
3 1 72 10 dk

2.3.5 Jelden DNA’y1 geri saflastirma

Bu asamada Fermentas™ marka jelden geri purifikasyon kiti kullamldi. PCR
sonucunda elde edilen ve jel elektroforezinde goriintiilenen DNA pargalar fazla UV
15181ina maruz birakmamak kosuluyla kesilerek gramaji belli olan 2 mL ependorf
tlipleri igerisine alind1. Kitin igeriginde bulunan baglama tampon igerisinde dnerdigi
miktarda (Orn: 100 mg jel 100 puL baglama Tamponu) 50°C-65°C arasi sicaklikta
inkiibe edilerek jelin tamamen erimesi saglandi. Tamamen erimesi gerceklestiginde
soliisyonun 700 pL’si kolona yiiklendi. 1 dk 13.500 rpm’de santrifiij yapildi. Bu
islem sollisyonun tamami bitinceye kadar tekrarlandi. Kolonun altinda biriken
sliztintii at1ldi. Ay kolon igerisine 500 pL yikama tampon koyuldu ve 1 dk 13.500
rpm’de santriifiij gergeklestirildi. Siiziintii atildi. Aymi islem bir kere daha tekrar
edildi. Kalan etanol kirliliginden kurtulmak igin kolon bos olacak sekilde 1 dk
13.500 rpm’de santriifiij edildi. Eliisyon amaciyla kolon yeni bir ependorf tiipii

igerisine alind1. [litilmug olan 40 puL. dH,O igerisinde eliient alindi.
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2.3.6 Ligasyon

Jelden geri saflastirdigimiz promotor pargalarinin 3’ ucunda taq polimeraz
enziminin ekledigi poli A kuyrugu bulunmasindan dolay:r lineer vektdr olan ve
3’ucunda poliT kuyrugu igeren pGEM-T Easy (Promega) vektoriine klonlama islemi
ligasyon ile gergeklestirildi. PCR fiiriinlerinin pGEM-T Easy vektor sistemi’ne
ligasyonu 20 puL son hacme 10X ligasyon tamponundan 2 uL (1X), 50 ng\uL’lik
pGEM T Easy vektorden 1pL, ~100 ng/uL jelden kazanilmis DNA (16 pL) ve
3U/ul’lik T4 DNA ligaz enziminden 1 pL eklenerek yapildi. Alt klonlama icin
pMetluc (CLONTECH) vektoriine ligasyon iglemi spesifik enzimlerle kesilmis ve
jelden geri saflagtirilmis promotor DNA’s1 miktar1 degistirilerek, 20 pL son hacimde
10 X ligasyon tamponundan 2 pL(1X), 50 ng\uL’lik pMetLuc vektérden 3 pL, ve 3
U/uL’lik T4 DNA ligaz enziminden 2pL eklenerek yapildi. Ligasyon reaksiyonlari
+4°C ’de 16 saat inkiibasyona birakildi [58].

2.3.7 Kanamisinli veya Ampisilinli Luria Broth ve Agar Petrilerinin

Hazirlanmasi

LB agar tretici firma tarafindan belirtilen miktarda dH,O ’da g¢oziilerek
hazirlandi. 121 °C ’de 20 dk otoklavlanarak steril edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar
sogumasi beklendikten sonra 50 mg/mL kanamisin stogundan, son konsantrasyonu
30 pg/mL veya 100 mg/mL ampisilin stogundan 100 mg/mL olacak sekilde eklendi.
Képirmeyecek sekilde karstirldiktan sonra bek alevi yaninda petri kaplarina
dokiilerek polimerlesmesi beklendi. Petrilerin etrafi parafilmlenerek +4 °C
buzdolabina ters ¢evrilerek ve 151k almayacak sekilde muhafaza edildi.

Luria broth firmanin 6nerdigi sekilde tartilarak 1000 mL dH,O’da ¢6ziildii ve
121 °C *de 20 dk otoklavlanarak steril edildi.
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2.3.8 DH5aHiicrelerinin Kompetant(Alic1) Hale Getirilmesi

Klonlamada kullanilacak DH5a hiicreleri bir gece 6nceden 10 mL LB sivi
besiyerine tek koloni ekim yapilarak 37°C ’de 16 saat inkiibasyona birakildi. 100 mL
taze LB siv1 besiyeri igerisine onkiiltiirden 5 mL inokiile edildi. ODgoo = 0.5- 0.6
degerleri arasina ulaginca bakteri stispansiyonu 4°C °de, 3000 rpm’de 5 dk
santrifiijlendi ve stipernatant uzaklastirildi. Bakteri siispansiyonu ile esit hacimde 0,1
M CaCl, soliisyonundan eklendi ve mikro pipet yardimiyla dikkatlice karistirilarak
pelet ¢oziildii. 25 dk buz iizerinde beklemeye birakildi. 3000 rpm’de 5 dk, 4°C *de
santrifiijlendi ve slipernatant uzaklastirildi. Hiicre peleti baslangi¢ hacminin 1/10°i
kadar hacimde 0,1 M CaCl, ile tekrar ¢oziildii ve 1-4 saat buz lizerinde bekletildi.
Esit hacimde %40°lik gliserol eklenerek dikkatlice karistirildi. Buz iizerinde
bekleyen ependorflara paylastirilarak -80°C de derin dondurucuda saklandi [58].

2.3.9 Transformasyon

Her ligasyon reaksiyonu i¢in 2 adet kanamisinli LB Agar petri hazirlandi.
Kompetant hiicreler -80 °C ’den ¢ikarilarak buza kondu ve 5 dk ¢dziinmesi beklendi.
Transformasyon tiiptine 5 pL ligasyon reaksiyonu ve 50 pL kompetant hiicre eklendi.
Buzda 40 dk inkiibasyona birakilan hiicreler daha sonra 42°C ’ye ayarlanmis su
banyosunda 90 sn calkalanmadan tutularak 1s1 sokuna tabi tutuldu ve takiben 2 dk
buzda bekletildi. Bu siirenin bitiminde, 6nceden 37°C ’ye ilitilmus olan LB
medyumdan 950 pL eklenerek 1,5 saat 37 °C ’de ¢alkalamali inkiibatérde birakildi.
Bu siirenin sonunda transformasyon kiiltiiriiniin 150 pL’si petrilere yayildi. Artan
transformasyon kiiltiirti 3.000 rpm °de 5 dk santrifiijlenip 100 uL. LB medyumda
¢oziilmek suretiyle tekrar petriye yayildi. 15-20 dk petrilerin yayilan transformasyon
kultiirtini emmesi beklendi. Daha sonra petriler ters ¢evrilerek 37°C’deki
inkiibatorde hiicrelerin biiylimesi i¢in 16-24 saat inkiibasyona birakildi. Olusan
kolonilerin rekombinant olup olmadigi, bu kolonilerden izole edilen plazmitin

restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesimi sonrasinda belirlendi [61].
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2.3.10 Gliserol Stok Hazirlanmasi

30 pg/mL kanamisin igeren LB medyuma tek koloniden ekim yapilarak
onkiiltiir hazirland1. %30’luk steril gliserol ¢ozeltisi hazirlandi. Bek alevi yaninda
ependorflara onkiiltiir ile esit hacimde gliserol ¢ozeltisi eklenerek -80°C’ye kaldirild:
[62].

2.3.11 Restriksiyon Endoniikleaz Kesimi

Son hacmi 20 pL olacak sekilde 4 pg plazmit, NEB Xhol ve HindIII
enzimleri 1U/uL, 1X NEB tampon veya fermentas 1X R tamponu, % 10 BSA
(Egerki NEB stratejisi kullanilmigsa) ve dH,O ile tamamlanarak kesim islemi

37°C’de bir gece boyunca bekletilerek yapildi [62].

2.3.12 Kiiciik Olgekli Plazmit Izolasyonu

Bir gece 37°C’de ¢alkalayici etiivde inkiibe edilmis onkiiltir 2 mL’lik
ependorflara paylastirilarak 8000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlendi. Total olarak 6
mL Onkiiltiirden elde edilmis ¢okiintii GeneJet Plazmit minprep™ kitinin 6nerdigi
sekilde 250 pL restispansiyon tamponunda ¢oziildii. 250 uL lizis tamponu eklenerek
vizkoz ve stimiiksii yapimn olusmasi saglandi. Bunu takiben 350 uL nétralizasyon
tamponu eklenerek beklemeden en yiiksek devirde (13.500 rpm) 5 dk siiresinde
santrifijjlendi. Stipernatant dikkatlice Genejet kolona yiiklendi ve 13.500 rpm’de
santriflij yapildi. Bu islem siipernatant bitinceye kadar tekrar edildi. Kolona 500 pL
yikama tamponu yiiklendi. 1 dk santrifiij yapildi. Yikama islemi bir kez daha
tekrarland1 ve etanol kalintilarindan kurtulmak amaciyla kolon bir kez daha bos
olarak santrifiijlendi. Son olarak kolon yeni bir ependorf tiipiine alindi ve 40 pL

dH,O igerisine eliisyon alindi [63].




2.3.13 Biiyiik Ol¢ekli Plazmit izolasyonu

Transfeksiyon caligmalarinda kullanilan endotoksinlerden arindirilmis, temiz
ve yiiksek konsantrasyonda plazmit DNA’simin saflastirilmasinda biiyiik o6lgekli
plazmit izolasyonu stratejisi uygulandi. Genejet Fermentas maxiprep Kkitinin™

onerdigi sekilde yapildi [64].

2.3.14 Fenol-kloroform ve Etanol Presipitasyonu

Kesim reaksiyonundan sonra DNA’y1 saflastirabilmek i¢in kullandigimiz bu
prosediirde son hacmin 1/10 kadar sodyum asetat ¢ozeltisi (Tablo 2.10) eklendi ve
iyice karistirildi. 2 veya 2,5 kat1 soguk % 96°lik etanol eklenerek tekrar karigtirild. -
20°C buzdolabinda 2 saat beklettikten sonra 15 dk 14.000 rpm’de santrifiij yapildi.
Stipernatant dikkatlice uzaklastirildiktan sonra pelet 1 mL % 70°lik etanolde ¢oziildii.
En yiiksek devirde 15 dk santrifilj asamasindan sonra pelet a¢ik havada kurumasi i¢in

bekletildi. Kuruduktan sonra 50-30 pL. dH,O’da iyice ¢oziildii [58].

2.4 Hiicre Kiiltiirii ile ilgili Teknikler

Hiicre kiiltliri ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri
firmalarin adlar1 Tablo 2.5’de belirtildigi gibidir. Hiicrelerin biiyiitiilmesi ve

pasajlanmasi iglemleri sirasinda Tablo 2.14°de verilen ¢ozeltiler kullanilmaktadir.

Tablo 2.14: Hiicre Kiiltiirii caligmalarinda Kullanilan Cozeltiler

Cozeltinin Ad1 | Hazirlanisi

Tripsin-EDTA | 0,25 g tripsin

0,2 g EDTA

100 mL dH,0/1XPBS igerisinde ¢oziiliir ve
0,22 pum filtreler yardimiyla siiziiliir. -
20°C’de saklanir.

1X PBS Onerilen miktarda PBS tableti dH,0
igerisinde ¢oziilerek hazirlanir. 121°C’de 20
dk otoklavlanarak steril edilir.
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2.4.1 Hiicre kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicre Kiiltiirti deneylerinde kullanilan hiicre hatlari i¢in ticari olarak temin
edilen DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) kullanildi. Glutamin igeren
besiyeri igerisine FCS %10 olacak sekilde eklenerek kullanilda.

242  FCS veya FBS (Fetal Sigir Serumu)’nin hazirlanmasi

Stok serum ilk kullanimdan énce 56 °C ’de 1 saat 1s1 ile inaktive edildi. 0,22
um ’luk filtreden gecirilerek steril edildikten sonra kullamildi. -20 °C ‘de muhafaza
edildi.

Gibco firmasindan temin ettigimiz FCS +4°C’de bir gece bekletilip tamamen

eridikten sonra 56 °C’de 1 saat 1s1 ile inaktive edildi.

2.4.3 -80 °C Derin Dondurucuda Stoklanan Hiicrelerin Acilmasi

Su banyosu onceden 37°C’ye ayarlanarak calismada kullanilacak olan
DMEM ve FCS su banyosunda 1lit1ld1. Hiicre soyu ile ¢aligmaya baslanilmadan en az
yarim saat dnce steril kabin calistirildi. % 70°lik teknik alkol ile steril kabinin i¢
ylizeyi temizlendikten sonra ilitilan FCS ve medyumun dis yiizeyleri % 70°1ik alkol
ile temizlenerek steril kabin igine alindi. Kullanilacak olan medyuma % 10 oraninda
FCS, filtreden gegirilerek eklendi. -80°C derin dondurucudan ¢ikarilan hiicre hatlari
su banyosunda ¢6ziindiikten sonra pastdr pipeti yardimiyla falkon igindeki medyuma
aktarildi. 1000 rpm’de 5 dk santrifijjlendikten sonra {istte kalan medyum
uzaklastirildi. Dipte kalan hiicre pelleti belli bir miktar taze medyumda ¢oziilerek esit
oranda flasklara paylastirildi. Daha sonra gerekli miktarda medyum hiicrelerin
paylastinildig: flasklarin igine eklendi. (75 cm? flasklar igin 15 mL ve 25 cm? flasklar
icin 5 mL). Hiicreler % 5 igeren 37°C sicakliktaki inkiibatériin iginde biiyiimeye
birakildu.
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2.4.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flask i¢inde %80 siklikta olan hiicreler pasajlandi. Bu amagla flask igindeki
slispansiyon hiicre kiiltiiri falkona aktarilarak 1000 rpm *de 5 dk santrifiij edildikten
sonra listte kalan medyum uzaklastirildi. Dipte kalan hiicre pelleti belirli miktarda
taze medyumda (%10 FCS iceren) ¢6ziildii. Hiicre siispansiyonu flasklara esit olarak

paylastirildiktan sonra gerekli miktarda medyum flasklarin igerisine eklendi.

2.4.5 Hiicre Sayiminin Yapilmasi

RNA izolasyonu i¢in yeterli miktarda hiicreyi alabilmek igin Tripan Mavisi
ve Toma Lami yardimiyla hiicre sayimi yapildi. Bu islem igin ilk olarak flaskin
icerigi falkona aktarildiktan sonra 1000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Ustte kalan
pelet uzaklastirildikan sonra dipte kalan hiicre peleti 6 mL medyumda ¢oziildii.
Hiicreler falkonda homojen bir sekilde ¢6ziildiikten sonra hiicre siispansiyonundan
30 pL alinarak bir ependorfa koyuldu. Ayni ependorfa 30 pL. Tripan Mavisi
eklendikten sonra 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Pipetaj yapilarak
hiicrelerin ependorfta homojen bir sekilde karismasi saglandiktan sonra Bu
karisimdan 10 pl alinarak Sekil 2.6°da gosterilen Toma lamina aktarildi. Mavi renge
boyanan hiicreler 6li olduklarindan sayima dahil edilmedi. Goriintii alanindaki canli
hiicrelerin sayimi yapildi. Sayim sonucu 1 mL’deki hiicre miktar1 asagidaki formiile
gore hesaplandi.

1 mL’deki hiicre sayis1 = Alanda sayilan hiicre miktari x 10*x Seyreltme faktorii
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Sekil 2.6: Toma Lamu

2.4.6  Belirli Sitokinlerin Ekspresyon Deneylerinde Kullanilmak Uzere
Hep3B ve PC3 Hiicreleri Uzerine Uygulanmasi

Tablo 2.15: Kullanlan Sitokinlerin Adlar1 ve Katalog Numaralar

Sitokinin Adx Temin edildigi firma Katalog
numarasi

TGF-p Invitrogen/Gibco 48318485

TNF-a Invitrogen/Gibco 300/01A

mL’deki hiicre sayis1 hesaplandiktan sonra 25 m?>lik flasklara 2.000.000
hiicre olacak sekilde % 0,1 BSA igeren DMEM ile paylagtirma islemi yapild1 ve 24
saat sonra hiicreler % 0,1 BSA igeren medyum ile tazelendi. Daha sonra her bir
flaska 10 U/mL 100 U/mL, 200 U/mL ve 500 U/mL TGF-B ve TNF-a sitokinleri ayri
ayn uygulandi. 1, 3, 6, 24, 48 ve 72. saatler sonunda hiicreler tripsinizasyonla
kaldirild1 ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Peletler -80°C’de daha sonra RNA
izolasyonunda kullanmak tizere saklandi. Hepatoma olmayan hiicre modeli olarak
secilen PC3 (Prostat kanseri) hiicreleri ise BSA’li medyuma kargi dayaniksiz olup

oldiikleri i¢in serum agligi FCS miktar1 %3’e diisiiriilerek saglandi.
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2.4.7 Transfeksiyon Calismalari

Tablo 2.16: Transfeksiyon asamasinda kullanilan ¢ozeltiler ve kimyasallar

Adi Icerigi Marka
14,7 g tartilir, 50 mL’ye dH,O | J.T Baker
2 mM CaCl, ile tamamanir. Otoklav yapilir,

filtre edilir. +4 °Cde saklanir.

1,6 g NaCl, 0,04 g Na,HPOy4, Sigma
2X Hepes 1,3 g Hepes tartilarak 100
(pH:7,05-17,12) mL’ye dH,0 ile tamamlanir.
olmalidir. Otoklav yapilir,
filtre edilir.-20 °C de saklanir
Ready to glow Dual 10X Substrat stok soliisyonu, | Clontech
Secreted Reaksiyon tampon, 5X Laboratories
ReporterAssay kiti ™ | diliisyon Tamponu, Seap
substrat soliisyonu
Fugene HD™ FuGENE® HD Transfeksiyon | Promega
ajant

2.4.7.1 Kalsiyum-fosfat Gecici Transfeksiyon Deneyleri

Bu calisma i¢in 6ncelikle Hep3B hiicreleri 12 kuyucuklu plakalara 250,000
sayida olacak sekilde paylastirildi ve bir gece boyunca inkiibatorde bekletildi.
Transfekte edilecek DNA ve 2 M CaCl, ayn bir tiip i¢cinde hazirlandi. Uzerine 2X
Hepes eklenerek yarim saat presipitasyon i¢in oda sicakliginda bekletildi.
DNA:Kalsiyum fosfat presipitasyonu olustuktan sonra karisim damla damla
kuyucuklara eklendi. Plaka hafif¢e sallanarak karigimin dagilmasi saglandi. 6 saat
sonra transfeksiyon medyumu degistirilerek, PBS ile kuyular yikandi ve taze % 10
FCS’li medyum eklendi. 48 saat sonra hiicreler medyumu alinarak promotor
aktivitesi lusiferaz ve seap aktivitesine bakilarak belirlendi [58]. Bu asamada

kullanilan ¢ozeltiler Tablo 2.16°da verildigi gibidir.
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2.4.7.2 Lusiferaz ve Seap Aktivitesinin Belirlenmesi

Insan URG-4 genine ait 5° wucu kisaltilarak olusturulmus promotor
pargalarimin bazal aktivitesini belirlemek amaciyla Dual-core lusiferaz reporter assay
kiti™ (Clontech) igerisinde bulunan 10 X substrat tamponu, Reaksiyon tamponu ile
1/10 oraninda sulandirilarak kullamildi. 96 kuyucuklu plakalara transfeksiyon
medyumundan 50 pL alindi ve 5 pLL 1X Substrat/Reaction tamponundan eklendi ve
sonuglar luminometrede okundu. Seap aktivitesi igin ise oncelikle 96 kuyucuklu
plaklara 25 pL hiicre kiiltiiri medyumu eklendi. 5 X dilusyon tampon 1X’e ddH,0
ile diliie edildi ve 75 pL 1Xdiliisyon tampon 6rneklere eklendi ve plaka alimiinyum
folya ile sarilarak 65°C°de 30 dk bekletildi. 2-3 dk buzda bekletildikten sonra oda
sicakligina getirildi. Oda sicakligina getirilmis olan SEAP substrat solusyonundan
100 pL eklendi ve 6rnekler oda sicakliginda 10-60 dk (ortalama 30 dk) bekletildi.
Islem sonunda plaka luminometrede okutuldu. Elde edilen degerler Microsoft excel
programi kullanilarak degerlendirildi [65]. Calisma 384’likk plakalarda okuma
gergeklestirmek i¢in 10 kat seyreltilerek okuma gergeklestirilecek sekilde optimize
edildi.

2.4.7.3 Kala transfeksiyon Calismalar:

2.4.7.3.1 Vektoriin Linerizasyonu

Son hacim 120 pL olacak sekilde, 12,5 pL (50 pg) pCDNA3.2 bos vektorii
™, B tamponu 12 pL (1X), Xbal enzimi (10 U/ pL) 10 pL ve Apa I enzimi (10
U/uL) 5 pL koyularak reaksiyon dH,O ile tamamlandi. URG-pCDNA3 vektorii ise
50 pg plazmit DNA igerecek sekilde Xbal enzimi kullanilarak tango tampon
igerisinde son hacim 100 pL olarak gergeklestirildi. Bolim 2.3.14°de anlatildig:
sekilde etanol presipitasyonu yontemiyle DNA saflagtirildi.
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2.4.7.3.2 Fugene HD™ ile Transfeksiyon

Saos-2 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara kuyu basina 500.000 hiicre olacak
sekilde paylastirildi. Bir gece 37°C’de hiicreler inkiibe edildikten sonra kuyu basina
2 pg plazmit DNA’s1 (pCDNA3 ve URG-pCDNA3), 6 pul. Fugene-HD ™reagent
iceren 200 pL. DMEM karigimi hazirlandi ve kuyucuklara uygulandi. Genetisin
(G418) antibiyotigi ile transfekte olan hiicreler se¢ildi. Genetisin™ konsantrasyonu
transfeksiyon ertesi giiniinde ilk 6nce, 800 pg/mL uygulandi. 2 hafta boyunca 3
giinde bir ayni1 doz uygulamaya devam edildi. Bunu uygularken transfeksiyon
yapilmamis hiicreler de kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Plazmit igermeyen
hiicreleri dldiiren bir doz uygulanarak, tastyan hiicreler se¢ilmistir. Sonra, 600 pg/mL
Genetisin™ antibiyotigi iceren medyumla hiicreler yetistirilmeye devam edildi. Bu

antibiyotik konsantrasyonu her hiicre i¢in optimize edilmelidir.

2.4.8 Sitotoksisite Deneyleri (MTT)

Tablo 2.17: Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi

Cozeltinin Adi Hazirlanisi
MTT soliisyonu 5 mg/mL olacak
sekilde steril PBS

icerisinde ¢oziilerek
hazirlanir. +4 °C’de
mubhafaza edilir.
0,004 M HCl igeren 500 mL izopropanol
izopropanol (2- Propanol) son
hacim igerisine 210
puL HCI eklenir. Oda
sicakliginda saklanir.

Hiicre proliferasyonu, canliligi ve sitotoksisite 6l¢timii i¢in kullamilan ve
kantitatif kolorometrik bir yéntem olan MTT metodu canli hiicrelerin tetrazolium

tuzu olan MTT 'yi formazan kristallerine doniistiirmesi esasina dayanir.
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Sekil 2.7: MTT metodunda gergeklesen kimyasal degisim

Oncelikle hiicreler 24 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 250.000 hiicre
olacak paylastirildi. Bir gece inkiibatdrde inkiibe edilip hiicreler tutunduktan sonra 10
U/mL, 100 U/mL, 200 U/mL, 500 U/mL olacak sekilde TNF-a ve TGF-B sitokini
uygulandi. Uygulamadan 24, 48 ve 72 saat sonrasinda hiicrelerin bulundugu ortama,
optimizasyon sonucu belirlenen son konsantrasyonu 0,5 mg/mL olacak sekilde stok
MTT soliisyonu eklendi ve 4 saat 37°C, % 5 CO, iceren ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda medyum uzaklastirildi. 0,004 M HCI igeren izopropanol ile
kristaller ¢o6ziildii ve UV spektro okuyucu ile 550 nm dalga boyunda absorbans
alindi. Sonuglar Microsoft excel programi kullanilarak grafiklendirildi [66,67].

2.49 Koloni Formasyon Deneyi

Hep3B hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara kuyu basina 2,000 ve 3,000 hiicre
olacak sekilde paylastirildi. Bu plakalara 1 pg URG-pCDNA vektorii ve 1 pug bos
pCDNA vektorii gegici kalsiyum fosfat transfeksiyon metodu uygulanarak transfekte
edildi. Transfeksiyon asamasindan iki hafta sonra hiicreleri igeren kuyular PBS ile
yikand1 ve metilen mavisi boyas: kullanilarak boyandi. Saf su ile yikanarak boya
uzaklastirildi.  Plakalar invert mikroskop kullanilarak (20 X’lik biiyiitme)
goriintlilendi. Sonuglar IMAGE J programi kullanilarak analiz edildi.
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2.4.10 Inhibisyon Deneyleri

Tablo 2.18: Kullanilan inhibitérlerin Adlari, Hazirlanisi ve Temin edilen firmalarin

adlar
Ad1 Stok hazirlanisi Temin edilen Firma ;
I
Wortmanin 1 mg Wortmanin 1160 | Cell Signalling ;(

L
pL DMSO igerisinde ’
¢oziildi. Daha sonra |
ependorflara boliinerek ‘
-20°C’de doku kiltiirii |
buz dolabma konuldu. |
Ana stok 2mM olarak {‘
hazirlanmis oldu. |

Siklohekzimid 1 g olarak satin alinan | Santa Cruz
cycloheksimid’den 0,01
g tartildi ve 1 mL suda
¢oziildii. Daha sonra
ependorflara boliinerek
-20°C’de doku kiiltiirii
buz dolabma konuldu.
Ana stok 1 mg/mL |

olarak hazirlanmig
oldu.
Sp600125 (JNK Ana stok 20 mM | Sigma
inhibitorii) olacak sekilde
DMSO’da  ¢bziilerek
hazirlandu.
MekI (Mek 1,5 mg olarak satin | Sigma
inhibitorii) alman MEKI1 280 pL
DMSO icerisinde

¢oziildii. Daha sonra
ependorflara boliinerek
20°C’de doku kiiltiirii
buz dolabma konuldu.
Ana stok 20mM olarak
hazirlanmis oldu.

PI3K yolagimin inhibitérii wortmannin, MAPK/ERK yolag inhibitériit MEKI |
ve JNK yolak inhibitérii SP600125 kullamldi. Hep3B hiicreleri 6 kuyucuklu
plakalara paylastirildi ve plakalarin yiizeyine tutunmalari igin bir gece 37°C ‘]
inkiibatorde bekletildi. 2 mM wortmannin stogundan 1 pM, 20 mM MEKI stogundan
10 pM ve 20 mM SP600125 inhibitoriinden 20 uM olacak sekilde kuyucuklara

uygulandi. Uygulamadan 6 saat sonra protein lizat1 i¢in hiicreler Laemli tamponu
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icerisinde kazindi. RNA peleti igin ise Tripsin/EDTA (TE) ile hiicreler kaldirildiktan

sonra santrifiijlendi. Daha sonra kullanilmak iizere -80°C’de sakland.

2.5 RNA ile ilgili Teknikler

2.51 RNA izolasyonu

-80°de pellet olarak bekletilen Hep3B hiicre hattindan Fermentas Gene jet
RNA izolasyon kitinin™ 6nerdigi sekilde RNA izolasyonu yapildi.

Baglamadan once lizis tampon igerisine B-merkaptoetanol veya DTT
eklenmesi gerekmektedir. 1mL lizis tamponu igin 20 pL 14,3 M B-merkaptoetanol
veya 2 M DTT eklendi. Pelet halindeki hiicrelere, her bir 6rnek igin 600 pL Lizis
tampon eklendi. 10 sn vorteks yapildi. Daha sonra 360 pL etanol (% 96-100)
eklenerek pipetaj yapildi. Kolonlar hazirlandi. Maksimum 700 pL lizat kolona
aktarildi. 13.500 rpm’de 1 dk ¢oktiiriildii. Cokelti atildi. Biitiin lizat bitene kadar aym
kolonda 6rnekler ¢oktiiriildii. Kolon, 2 mL’lik yeni ependorfa yerlestirildi.700 pL
yikama tampon 1 eklendi. 13.500 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Cokelti atildi. 600
uL yikama tamponu 2 eklendi. 13.500 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi ve ¢okelti atild.
250 pL yikama tampon 2 eklendi. 13.500 rpm’de 2 dk santrifiij yapilidi. Kalan
etanoliin uzaklastirilmas i¢in ependorflar ilave 1 dk 13.500 rpm’de santriifiijlendi.
Kolon yeni bir ependorfa igerisine alindi. 35-40 pL steril dH,O eklenerek 2 dk
inkiibasyona birakildi. 13.500 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. RNA’lar eliisyon
alindiktan sonra beklemeden buza alindi. RNA’lar -80°C dolapta muhafaza edildi.

2.5.2 RNA Miktarmin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

[zole edilen RNA 1:40 oraninda RNaz icermeyen dH,0 ile sulandirildu.
Kuvartz 96 kuyucuklu plaka kullanilarak A,g ve Asgo dalga boylarinda absorbans
alind1. Apeo/Azgo oram hesaplanarak RNA’nin saflig1 belirlendi. RNA konsantrasyonu
asagidaki formiile gore hesaplandi. Aym1 zamanda bazi RNA’larin miktarlar1 qubit

cihaz1 ve standartlar1 kullanilarak belirlendi.
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RNA miktar1 = 40pg/mL x ODyg x Seyreltme Faktorii= pg/mL RNA

2.5.3 RNA Jel elektroforezi

Tablo 2.19: RNA jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanis:

Tamponun Adi Hazirlanisi

FA jel tamponu 0,2 M MOPS pH:7.,0

0,05 M EDTA pH:8,0

0,01 M NaAc pH: 7,0 DEPC’Ii su ile
1 L’ye tamamlanir.

FA tank tamponu 10 X FA jel tamponu 100 mL (1X)

% 37°1ik 12,3M Formaldehit 900 pL
koyularak

DEPC’li su ile 11.°ye tamamlanir.

Izole edilen RNA 6rekleri RNaz enziminin etkilerine kars1 acik oldugundan
kullanilan cam malzemeler, elektroforez tanki ve su RNaz enziminden arindirildi.
Cam malzemeler % 0,1 DEPC igeren suda 12 saat bekletildikten sonra otoklavlandi.
Elektroforez tanki % 0,5°lik SDS (Sodyum dodesil siilfat) ¢6zeltisi ile yikandi.
RNaz igermeyen su ile durulandi. Saf etanolden gecirildikten sonra kurumaya
birakildi.

Jelin yapimu i¢in 0,5 g agaroz tartilip 10 X’lik jel tamponunda ¢6ziildii. RNaz
icermeyen steril dH,O ile 50 mL ’ye tamamlandi. Jel kaynatildiktan sonra 50°C’ye
kadar sogumasi beklendi. % 37’lik (12,3 M) formaldehitten 0,9 mL eklendi ve
homojen bir sekilde karigsmasi saglandi. 10 mg/mL Et-Br stok soliisyonundan 1 pL
eklendi. Jel elektroforezinin kasetine uygun biiyiikliikteki taraklar yerlestirildikten
sonra hazirlanan jel kasete dokiildii ve jelin polimerlesmesi beklendi. RNA 6rnekleri
once 70°C’de 10 dk 1s1 ile denatiire edilip daha sonra 10 dk buzda bekletildi.
Ornekler jele yiiklenerek 1X FA Jel tamponu icerisinde 80 V’ta 40 dk yiiriitiildii.

2.5.4 Revers Transkriptaz (RT)-Reaksiyonu

Fermentas reaksiyon tamponu, oligodT, ribolock inhibitérii, ANTP ve reverse

transkriptaz  bilesenleri Onerildigi miktarlarda kullanilarak ¢DNA sentezi
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gergeklestirildi. RT reaksiyonunun birinci basama@i son hacim 12,5 pL olacak
sekilde; 1uL Oligo dT primer (200 pmol), 1 pg/mL olacak sekilde RNA kalibi ve
dH,O ile tamamlanarak gergeklestirildi. 70°C *de 5 dk &n inkiibasyona birakildi. Bu
stirenin sonunda reaksiyon tiiptine 4 pL (1X) 5X Reaksiyon tamponundan, 25 U/uL
ribolock inhibitor stoktan 5 pL (20 U/mL), 10 mM dNTP karisimi stogundan 2 pL
(ImM), 1 pL reverse transkriptaz eklenerek RT’nin ikinci basamag gerceklestirildi.
Bu bilesenler ilave edildikten sonra 25°C’de 5 dk, 42°C’de 60 dk ve 70°C’de 5 dk
inkiibasyona birakildi. Hazirlanan ¢cDNA’lar daha sonra kullamilmak iizere -80°C

buzdolabinda muhafaza edildi.

2.5.5 Semi quantitative (Sq) RT-PCR

cDNA’lar kalip olarak kullanilarak URG-4 genine spesifik ekspresyon
primerleri ile PCR reaksiyonu gergeklestirildi. 50 pL’lik total hacimde 1 pL cDNA,
2,5 mM MgCl,, 1X KCl reaksiyon tamponu, 5 U/mL taq polimeraz ve 100 ng/pL
URG-4 spesifik primerler eklenerek gergeklestirildi. Baslangic denatiirasyon
basamagi1 94°C 2 dk; 28-30-32 dongii 94°C 30 sn, 55°C 30 sn, 72°C 30 sn; uzama
basamag1 72°C 5 dk programda olacak sekilde PCR gergeklestirildi.

Normalizasyon amagli aymi reaksiyon bazi ¢aligmalarda insan -
mikroglobulin, B-aktin ve GAPDH primerleri kullanildi.

B-mikroglobulin geni i¢in program 94°C 2dk; 19 déngii 94°C 60 sn, 60°C 30
sn, 72°C 45 sn; uzama basama@ 72°C 5 dk olacak sekilde ¢ahistirildi. B-aktin
primerleri i¢in PCR programi 94°C 2 dk; 19 déngii 94°C 30 sn, 55°C 30 sn, 72°C 30
sn; uzama basamagi 72°C 5 dk uygulandi.

GAPDH primerlerinin kullanildigs PCR programi B-aktin primerleriyle ayni
olup Tm derecesi degistirilerek uygulandi. 20 pl sabit hacimde % 2’ lik agaroz jel
elektroforezinde yriitiildii. Kullanilan normalizatér primerleri Tablo 2.20°de

verildigi gibidir.
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Tablo 2.20: Normalizatér Amagl Kullanilan Primerlere Ait Bilgiler

Normalizatér | Dizisi (5°-3) Uriin

primerler (bg)

URG-4 E CTTCATCCTGAGTCCCTACCG 472
R GCCGTTCTGCTGCATTCG

URG-4 var2 E CAGAGTTAAGAACCACTATTCTCAGGAGTT | 179
R CTTCGACCACTAGTCAGCAAGGCC

B-aktin F TCC CTG GAG AAG AGC TAC GA 461
R CAA GAA AGG GTG TAA CGC AAC

Insan B- | E TTT CTG GCC TGG AGG CTA TC 315

mikroglobulin | R CAT GTC TCG ATC CCA CTT AAC T

GAPDH F CCC TTC ATT GAC CTC AAC TAC ATG G 455

(Gliseraldehit | R AGT CTT CTG GGT GGC AGT GAT GG

3 fosfat

dehidrogenaz)

2.5.6 qRT-PCR (Quantitative Real Time PCR)

Real-time PCR ¢aligmalar1 10 pL. son hacimde 5 pL. SYBR® Green PCR
Master Mix, 1 pL ¢cDNA, 100 ng/pL “lik ileri ve geri primerleri stogundan 0,5’er pL
ve 3 pL dH,O kullanilarak yapildi. Sonuglar Livak metoduna gére degerlendirildi
[56]. Buna gore her bir cDNA en az ii¢ tekrarli olarak ilgili gen ve internal kontrol
insan B-mikroglobulin primerleri ile ¢aligildi. Elde edilen Ct degerlerinin ortalamasi
alindi. Internal kontrol genin Ct ortalamasindan ilgili genin Ct ortalamasi ¢ikarildi.
Daha sonra elde edilen degerin 2’nin iissii olacak sekilde kuvveti alindi. Elde edilen
kontrol grubu kendine boliindii ve 1 sayist elde edildi. Daha sonra ilgili saatte
calisilan deney sonucu kontrol degerine boliindii ve 1°in kati seklinde sonuglar elde

edildi ve siitun grafigi ¢izildi.
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2.6  Protein ile ilgili Teknikler

Western blotlama tekniginde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler Tablo

2.21°de gosterildigi gibidir.

Tablo 2.21: Protein Calismalarinda Kullanilan Tamponlar ve Cozeltiler

Tampon ve ¢ozeltinin Adi

Hazirlanisi

Laemli Tamponu

0,125 M Tris-HCI (pH:6,8), % 4 (w/v) SDS,
% 10 (v/v) Gliserol, % 10 (v/v) B-2-
Merkaptoetanol

%10 ayirma jeli tamponu

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

Ust y1gma jeli Tamponu

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

Yiikleme boyasi

1,4 g Tris, 4 g SDS, 20 g Siikroz, 4 mg
Bromfenol mavisi, pH:6,8’e ayarlanarak 100
mL’ye tamamlanir.

Jel Yiirtitme Tamponu

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

10X TBS( Tris Buffered Saline)
Tamponu

10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH: 7,4

Transfer Tamponu

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

Boyama ¢ozletisi

0,25 g Coomassie Brillant Blue 250, 100 mL
% 95’lik Etanol, %10 Asetik Asit

Stripping Tamponu

1 M Glisin, % 1 SDS, pH: 2,5

2.6.1 Western Blotting Metodu ile protein tayini

2.6.1.1 Hiicre proteinlerinin Laemli protokolii ile Ekstraksiyonu

Iki tip lizat hazirlama islemi gerceklestirdik. Bunlardan birincisi, sitokin
uygulanmig ve -80°C’de muhafaza edilen hiicre peletleri ilk olarak soguk PBS’de
¢oziilerek 4.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra
pelet Laemli tamponunda iyice pipetaj ile lizis edildi ve sonra buz iizerinde 30 dk
inkiibe edildi. Son asamada ise 13.000 rpm +4°C’de 30 dk santrifiij yapildi.

Ikincisinde ise 6°I1 plakalara paylastirdigimiz hiicrelerle yaptigimiz deneylerde direk
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olarak hiicreleri PBS ile iki kez yikadiktan sonra 500 pL Laemli tamponu koyarak
kaziyic1 yardimiyla kazidik. Kazidigimiz stimiiksii hale gelen hiicreleri 1,5 mL’lik
ependorflara alarak 15.000 rpm’de 5 dk santrifiijledik. Stipernatanti western blotting
deneylerinde kullandik.

2.6.1.2 Proteinlerin NE-PER kiti kullanilarak Ekstraksiyonu

75 em” flask igerisinde % 95 dolu halde olan hiicreler Niiklear ve sitoplazmik
ekstraksiyon kitinin (NE-PER)™ o&nerdigi sekilde tripsinizasyon teknigi ile kaldirild:
ve 5.000 rpm’de 5 dk c¢oktirtldi. 2.000.000 hiicre igin 200 pL soguk CERI
soliisyonundan eklendi ve 15 sn vortekslendi. 10 dk buzda bekletildikten sonra 11 pL
soguk CERII eklendi. 5 sn vorteks asamasindan sonra 1 dk buzda bekletildi. 5 sn
tekrar vortekslendi ve 5 dk 16.000 g’de santrifiijlendi. Siipernatant yani sitoplazmik
ekstrakt soguk yeni bir tiipe dikkatlice alindi. -80°C’de muhafaza edildi. Elde edilen
pelet soguk NER soliisyonundan 100 pL eklenerek 15 sn vortekslendi. 10 dk buzda
bekletildi. 3 defada daha aymi islem tekrar edildi. En son asamada 15 sn
vortekslenerek 10 dk 16.000 g’de santrifiijlendi. Siipernatant yeni bir tiipe dikkatlice
alindi. Niiklear ekstrakt olan siipernatant daha sonra EMSA ya da protein
deneylerinde kullanilmak tizere -80°C’de 10 pL alikot edilerek muhafaza edildi.

2.6.1.3 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu Qubit (Invitrogen)™ protein deteksiyon kiti ile
florimetrik olarak belirlendi. Bu amagla kitin igeriginde bulunan protein tamponu
(199 pL) ve protein reagent (1 pL) birlestirilerek reaksiyon tamponu olusturuldu. Ilk
olarak cihaza protein standartlar1 okutularak standart egri olusturulmasi saglandi.
Daha sonra reaksiyon tamponu ile protein 6rnegimiz 40 kat sulandirilarak son hacim
200 pL olacak sekilde hazirlandi ve 15 dk oda sicakliginda bekletildi. Son
konsantrasyon 30-50 pg olacak sekilde jele yiiklendi.
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2.6.1.4 SDS-PAGE Jelinin Hazirlanisi ve Orneklerin Yiiriitiilmesi

Tablo 2.21°de belirtildigi sekilde % 10 ayirma jeli malzemeleri karistirilarak ' J
hazirlandi. Camlar roche jel yiikleme aparatlarina sikigtirilarak jel dskmek igin hazir
hale getirildi. % 10 ayirma jeli 1000 pL pipet kullanilarak camlarin arasindan
yukaridan 1 mL kadar bos kalacak sekilde dokiildii. Donmasi i¢in 10-15 dk
bekletildi. Sonrasinda hazirlanan Ust yigma jeli ayirma jelinin iizerine dokiilerek
taraklar yerlestirildi ve sogumaya birakildi. Son hacim 30 pL’de 5 pL 2X yiikleme
boyas1 ve 30-50 pg protein lizat1 koyularak 6rmek 100°C’de 5 dk kaynatildi. Jel
kuyucuklarina son hacim 30 uL olacak sekilde yiiklendi. Ilk 15 dk 90 V akimda daha
sonra yaklagik 1,5 saat 120 V akimda yiirtitiildi.

Tablo 2.22: SDS-PAGE Jelinin Hazilanig1

Malzemeler %10 ayirma Jeli Ust y1gma jeli
%10 ayirma jeli | 2,5 mL -

tamponu

Ust  yigma jeli| - 2,5mL
Tamponu

Akrilamit 2.5 mL 1,25 ml,
Bisakrilamit (37:1)

ddH,O 5mL 6,14 mL

%10 APS 100 pL 50 ul.
TEMED 10 pLb 5uL

2.6.1.5 PVDF Membrana Transfer ve Antikorlarla Muamele Islemi

Transfer sandvi¢i malzemeleri ve membran ise metanolde bir dk aktive
edildikten sonra transfer tamponunda islatilarak stinger-kurutma kagidi-jel-membran-
kurutma kagidi- siinger olacak sekilde siralandi ve transfer tanki igerisine
yerlestirildi. Tank transfer tamponu ile dolduruldu ve bir gece boyunca +4°C’de 15V
akimda ytiriitiildii. Daha sonra membran % 5 siit tozu igeren 1 X TBST tamponunda
bloklandi. Bloklama isleminden sonra 3’er kez 10’ar dk arayla 1 X TBST tamponu
ile yikand1. 5 pg/mL olacak sekilde URG-4 antikoru ve normalizasyon amagh 1/5000
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diliisyonda beta aktin antikoru membranlara uygulandi. Primer antikor ile 1 saat oda
sicakliinda membran muamele edildikten sonra URG-4 i¢in sekonder antikor
1/5000 Antirabbit olacak sekilde, beta aktin i¢in ise 1/5000 Antimouse olacak sekilde
yine 1 saat oda sicakliginda uyguland: ve ayni sekilde membran 3’er kez 10°ar dk

arayla 1 X TBST tamponu ile yikanda.

2.6.1.6 Membranlarin Oto Radyografi ile Goriintiilenmesi

Membranlar ilk olarak ECL substrati ile bir dk siiresince muamele edildi ve
kasetlere yerlestirildi. Karanlik odada film membran {izerine basildi ve manual olarak
once develop tamponunda 2 dk, fixer tamponunda 1 dk ve su igerinde 30 sn

bekletildikten sonra kurumasi i¢in bekletildi.

2.6.2 Immunflorasan Metodu ile URG-4 Geninin Hiicre Icerisindeki

Lokalizasyonunun Belirlenmesi

24 kuyucuklu plakalara (250.000/kuyucuk) PC3 hiicreleri esit olacak sekilde
paylastirildi. Ayn1 zamanda bu kuyucuklara yuvarlak lameller yerlestirildi. Sitokin
uygulamasi yapilacaksa bir giin sonrasinda belirlenen konsantrasyonlarda yapildi.
Sitokin uygulamasindan 24 saat sonra kuyucuklar 2 kere PBS ile yikandi. % 4’lik
paraformaldehit ile hiicreler fiske edildi. Membranlarin zayiflatilmas: amaciyla % 0,2
Triton X100 i¢eren PBS ile 15 dk boyunca muamele edildi. 2 kere PBS ile yikandi.
% 10 BSA igeren PBS ile spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in 60 dk
bloklama islemi gergeklestirildi. PBS ile yikama islemi yapildiktan sonra 1/50
diliisyon oraninda URG-4 antikoruyla hiicreler bir gece boyunca humidity chamber
denilen nemlendirilmis kutu igerisinde +4°C’de inkiibe edildi. Daha sonra PBS ile
yikanarak primer antikor uzaklastirildi. Son konsantrasyon 3 pg/mL 488 Alexa flour
antirabbit sekonder antikoru 30 dk uygulandi. PBS ile yikama isleminden sonra
yuvarlak lameller lamlar tizerine damlatilmis olan mounting medyum {izerine
hiicreler arada kalacak sekilde kapatildi. Goriintiiler florasan mikroskobu kullanilarak

elde edildi [68].
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2.7  DNA-Protein Etkilesim Teknigi (EMSA)

2.7.1 Niikleer Ekstrakt Hazirlanmasi

EMSA teknigi uygulamasinda ilk asama niiklear ekstrakt hazirlama islemidir.

Bu agsamada kullanilan ¢zeltiler Tablo 2.23’de verildigi gibidir.

Tablo 2.23: Niikleer ekstrakt hazirlanirken kullanilan ¢6zeltiler

TEN soliisyonu 40 mM Tris-HCI (pH:7,5)
1 mM EDTA
150 mM NaCl
A Tamponu 10 mM HEPES (pH: 7.9), 10 mM KCl,

1.5 mM MgCl,, 0.5 mM PMSF, 0,5 mM
DTT, Proteaz Inhibitor Kokteyli
(Roche)

C Tamponu

20 mM HEPES (pH: 7,9), 420 mM
NaCl, 1,5mM MgCl,, 0,2 mM EDTA,
% 25 gliserol 0,5 mM DTT, 0,5 mM
PMSF Proteaz Inhibitor Kokteyli
(Roche).

75 cm® flask icerisinde % 95 doluluga erismis olan Hep3B ve Saos-2
hiicreleri 10 mL soguk PBS ile iki kere yikandi. 3 mL TEN ¢6zeltisi ile hiicreler
kaplandi ve 5 dk buz iizerinde bekletildi. Hiicreler kaziyici yardimiyla siispanse
edildi ve 2 ependorfa esit olarak paylastirildi. 14.000 rpm’de 20 sn +4 soguk
santrifiijlendi. Pelet 1,5 mL soguk PBS ile yikandi ve 5 dk +4 soguk olarak
santrifiijlendi. Pelet 50 pL. A tamponu igeirsinde insiilin ignesi kullanilarak lizis
edildi. 14.000 rpm’de 20 sn +4°C soguk santrifiijlendi. Pelet 60 uL. C tamponu
icerisinde siispanse edildi. 30 dk buzda bekletildi. 14.000 rpm’de 5 dk soguk

santrifiijlendi ve stipernatant 10 pL olarak alikot edilerek daha sonra kullanilmak

izere -80°C’de muhafaza edildi [58].
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2.7.2 EMSA Reaksiyonu

Oligolarin etiketlenmesi, birbirine baglanmasi, baglanma reaksiyonlarinin

kurulmas: gibi agsamalarda Tablo 2.24°de gosterildigi gibidir.

Tablo 2.24. EMFSA calismalarinda kullanilan ¢ozeltiler ve kimyasallar

Malzemenin adi | Icerigi Markasi
Kemiluminesans | 10X Baglanma tamponu, Poli dIdC Thermo
EMSA kit (dIdC), % 50 Gliserol, ,1 M KCI, 100 mM | Scientific
(LightShift® MgCl,, 200 mM EDTA (pH: 8.0), 5X
Chemiluminescent | Yiikkleme Tamponu

EMSA Kit) ™

Pierce Biotin 3' 5X TdT Reaksiyon Tamponu, Terminal Pierce
Ucu DNA Deoksintikleotidil Transferase (TdT),

Etiketleme Kiti ™ | Biotin-11-UTP

Kemiluminesans | Stabilized Streptavidin-Horseradish Thermo
Niikleik asit Peroksidaz Konjugat, kemiluminesans Scientific
tanima kiti Substrat, Luminol/Enhancer Soliisyon,
(Chemiluminecent | Stable Peroksit Soliisyonu, Bloklama

Niikleic acid Tamponu, 4X Yikama tamponu, Substrat

Detection Dengeleme Tamponu

module)™

2.7.2.1 Oligolarin Etiketlenmesi

Kitin igeriginde bulunan TdT enzimi ilk olarak 2 U/mL olacak sekilde
reaksiyon tamponuyla sulandirildi. Reaksiyon son hacmi 50 pL; 5X Reaksiyon
tamponundan son konsantrasyonlar1 1 X, 1 pM oligo 100 nM, 5 uM Biotin 11-UTP
0,5 uM, 2 U/uL dilie edilmis TdT enzimi 0,2 U/pL olacak sekilde kuruldu.
Reaksiyon 37°C 30 dk inkiibe edildi. Sonraki agamada 0,2 M EDTA (pH:8.0)
ekleyerek reaksiyon durduruldu. 50 pL kloroform-izoamil alkol (24:1) tamponu
reaksiyondan TdT enzimini uzaklastirmak i¢in eklendi. 2 dk santrifiij basamagindan
sonra ayrilmis olan fazlardan iist faz kullanmak {izere temiz bir ependorfa alindi.

Etiketlenmis prob daha sonra kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.
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2.7.2.2 Oligolarin Baglanmasi

Cift zincirli oligo pargalar1 olusturmak iizere, oligolarin baglanmas: islemi
yapildi. 1 pmol/pL olacak sekilde sulandirilmig olan ileri ve geri oligolardan esit
miktarda alimp reaksiyon 95°C’de 5 dk inkiibe edildi. Primerler oda sicakligma

geldiginde daha sonra kullamilmak iizere -20°C’de saklandi.

2.7.2.3 Poliakrilamit Jel Hazirlanmasi

Son hacim 6 mL olacak sekilde 600 uL. 5X TBE [0,5 X final], 0,9 mL 40%
poliakrilamit soliisyonu [%6 final], 30 uL % 50 gliserol, 0,6 uL. TEMED, 60 pL %
10 APS [% 0,25 final] ddH,O su ile tamamlanarak jel hazirland1 ve dokiildii.

2.7.2.4 Baglanma Reaksiyonlarinin Kurulmasi

Tablo 2.23de belirtildigi sekilde Saos-2 veya Hep3B niiklear ekstrakt1 iceren
baglanma reaksiyonlar1 kuruldu. Reaksiyon spesifikligini belirlemek icin bazen
yarisma bazende supershift deneyleri gerceklestirildi. Supershift deneylerinde bu
bolgeye baglandigi diisiiniilen SP1 antikoru kullamldi. Reaksiyon 20 dk oda
sicaklifinda bekletildi. Oda sicakliginda beklemis olan orneklerin iizerine Kitin
igeriginde bulunan yiikleme boyasindan 5 pL  koyularak hazirlanmis olan

poliakrilamit jele ytiklendi. Jel 100 V akimda yiiriitiildii [69].
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Tablo 2.25: Baglanma Reaksiyonlarinda Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar:

Malzemeler Miktarlari
10X Baglanma Tamponu 2 uL (1X)

1 pg/pL poly dIdC 1 pL

IM KCI 1 uL

100 mM MgCl 1 uL

Niikleer Ekstrakt (Hep3B veya Saos-2) .. L (5 pg)

1 pmol/uL  Biyotinle etiketlenmis | 1 pL

oligolar

(Sicak prob)

Opsiyonel Yarigma deneylerinde | 5 pL (500 kat)
kullanilan  etiketlenmemis  spesifik

transkripsiyon faktmrlerine ait oligolar

(Soguk prob)

Opsiyonel siipershift baglanmalar icin uL  (1/400-
SPI antikoru 1/800)

dH >0 .. uL
Toplam 20 pl.

2.7.2.5 Jelin Membrana Transferi ve Kroslink Asamasi

8x10 cm’lik naylon membran jel biiyiikliigiinde kesilerek 0,5 X TBE
igerisinde 10 dk bekletildi. transfer iglemi -10°’ye sogutulmus olan 0,5 X TBE
igerisinde 100 V akimda bir saat siiresince gergeklestirildi. Membranin yiiziinii streg
film ile kaplanild1 ve yiizii agag1 gelecek sekilde transilluminatore koyuldu ve 15 dk
stiresince 302 nm UV altinda bekletildi.
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2.7.2.6 Membranin Develop Edilmesi

Membran ilk olarak kitin iceriginde olan 20 mL bloklama tamponunda 15 dk
yatay calkalayicida karistirilarak bekletildi. 66,7 pL  Streptavidin-Horseradish
Peroxidase Conjugate antikoru bloklama tamponu igerisine eklendi ve 15 dk
siiresince ¢alkalandi. Membran kitte bulunan yikama tamponu ile dort kez
yikandiktan fsonra 30 mL substrat dengeleme tamponu eklenerek 5dk ¢alkalandi.
Biotin isaretli DNA, ECL kullanilarak gériintiilendi. Film banyo saliisyonunda

goriintiilenerek sonuglar elde edildi.

2.8 Istatistiksel Degerlendirmeler ve Verilerin Yorumlanmas:

Tekrarli olarak calisilmig veriler Minitab 14 programi kullanilarak
degerlendirildi. Buna iligkin p ve standart sapma degerleri belirlendi ve belirlenen
degerler ile siitun grafikleri ¢izildi. Western metodu verileri, RT-PCR jel elektroforez
bantlar1, sitokin uygulanmis iimunflorasan datalar1 ve koloni formasyonlar
fotograflann IMAGE J [70] programi kullanilarak degerlendirildi ve grafikler

olusturuldu.

29 Biyoinformatik Analiz

Genin mRNA ozellikleri, baslama ve bitis kodonlari, ekzon ve intron

bolgeleri ve muhtemel promotor bolgesi http://www.ncbi.nlm.nih.gov adresi

tizerinden analiz edildi. poromotdr konstraktlarinin olusturulmasi i¢in manual olarak

tasarlanan primerlerin spesifik olup olmadigi http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

adresi lizerinden test edildi. Restriction mapper version 3 programi ile restriksiyon
haritasi belirlendi. Promotor bolgesinin % GC icerigi

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/) adresi iizerinden belirlendi.

http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form programi

kullamlarak olusturdugu sekonder yapilar analiz edildi. Bu bolgeye baglanan

muhtemel transkripsiyon faktérleri Mathinspector programi kullanilarak belirlendi.
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2.10 Dizi Analizi ile Dogrulama

PCR’a dayali bir teknikle g¢ogaltilan promotor pargalari PGEM-T Easy

vektoriine TA klonlama strateji ile klonlanma igleminden sonra elde edilen plazmitler

restriksiyon enzimleri

Rekombinant oldugunu diistindiigiimiiz plazmitler herhangi bir mutasyon olup
olmadiginin tespiti icin REFGEN/ANKARA dizileme merkezine vektore ait
dizileme primerleri gonderilerek kontrol edildi. Kullanilan dizileme primerleri Tablo

2.25°de verildigi gibidir. Elde edilen ham data BIOEDIT programi kullanilarak

analiz edildi.

ile kesilerek rekombinant olup olmadigi belirlendi.

Tablo 2.26: Dizileme agsamasinda kullanilan primerler ve primerlere ait diziler

: X Tm Primer Dizisi (5’- 3’) Uzunluk
Primerin Ada (0 ) (be)
pMetLuc
Dizileme 68°C | AGT TAT TAC TAG CGC TAC CGG AC 23bg
Primeri
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3. BULGULAR

31 1insan URG-4 Geninin Transkripsiyonel Regiilasyonunun

Belirlenmesi

Insan  URG-4  geninin  transkripsiyonel  diizeyde regililasyonunun
aydinlatilmas1 amaciyla oncelikle muhtemel promotor bolgesi gen bankasinda
kayitli olan NM_017920 varyant 1 cDNA’sindan yararlanilarak tespit edildi.
Yaklasik 544 be’lik bu bolge spesifik primerler kullamlarak PCR teknigi ile
¢ogaltildi. Bu ¢alisma ile insan URG-4 geninin promotor bdlgesi transkripsiyonel
aktivitesinin belirlenebilmesi amaciyla lusiferaz tabanli 6karyotik haberci vektor
sistemine ilk olarak klonlandi. Transkripsiyonel agidan en aktif bolgenin
belirlenmesi amaciyla da en biiyiik promotor par¢asti 5° ucundan farkl
biiyiikliiklerde kisaltildi. Farkli uzunluklarda hazirlanan promotor pargalarinin bazal
aktiviteleri yapilan gegici transfeksiyon ¢aligmalariyla belirlendi. Promotor bolgesi
lizerinde muhtemel baglanma dizileri bulunan farkli transkripsiyon faktorlerinin
(hUSF, xCEB/Py, hSP1) URG-4 promotor aktivitesine olan katkilan
kotransfeksiyon c¢aligmalariyla belirlendi. Ayrica ekspresyon vektorleri ile
transfekte edilmis hiicrelerden RNA izolasyonu ve ¢cDNA eldesi gerceklestirildi.
cDNA’lar kalip olarak kullanilarak URG-4 mRNA’smna etkileri RT-PCR ile
belirlendi. Bu transkripsiyon faktorlerinin promotor bélgesine baglanip
baglanmadigit DNA-protein etkilesimi stratejisine dayali olarak yapilan radyoaktif
olmayan EMSA (Elektromobility Shift Assay) teknigi ile tespit edildi. Ayrica
yarisma deneyleri ile baglanmanin 6zgiinliigii tespit edildi. Sekil 3.1°de insan URG-
4 geninin transkripsiyonel regiilasyonunun aydinlatilmasi amaciyla izlenen ¢alisma

basamaklar1 akig diyagrami seklinde 6zetlenmektedir.
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URG-4 Geninin
Transkripsiyonel
Regi]lasyonu

i

Promotor Aktivitesinin

Belirlenmesi

Transkripsiyon

Faktorlerinin Promotor
Aktivitesine olan
etkllermm Belirlenmesi

Promotor Bélgesinin
gogaltilmasi
PCR

N

/

hSpl hUSF ve xC/EBP
transkripsiyon

5' ucu kisaltilmig
promotor pargalarinin
olusturulmasi
PCR

J

faktorlerinin bazal

promotor aktivitesi

tizerine etkilerinin
belirlenmesi

\_
4
Hep3B hiicrelerine

gecici Transfeksiyonu

\.

J\_

\_ J
ﬁSpl, hUSF ve xC/EBP

transkripsiyon
faktorlerinin mRNA
J seviyesinde URG-4

Bazal aktivitelerlerinin
Belirlenmesi
Lusiferaz ve Seap
olglimii

.

geni lizerine etkisinin
belirlenmesi
RT-PCR

\

URG-4 promotor
bélgesine baglanan
hSp1, hUSF ve xC/EBP

transkripsiyon

faktorlerinin EMSA

yéntemiyle
belirlenmesi /
EMSA Supershift
Yarigmali Antikor
Deneyler Baglanmalari

\_ J

J
(. )
hSp1, hUSF ve xC/EBP
transkripsiyon
faktorlerinin bazal
promotor aktivitesi
Uzerine etkilerinin

belirlenmesi

Sekil 3.1: Insan URG-4 geninin transkripsiyonel regiilasyonu basamaklarini iceren

akis diyagrami

3.1.1 Genomik DNA izolasyonu

Insan URG-4 promotorunun klonlanmast amaciyla oncelikle Boliim 2.3.1°de

belirtilen sekilde Hep3B hiicrelerinden genomik DNA izolasyonu yapildi. Izole
edilen DNA Béliim 2.3.3°de anlatildig: sekilde % 0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek

gortintiilendi. Spektrofotometrik olarak konsantrasyonu ve saflig1 belirlendi.
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Sekil 3.2: M: 1kb marker (SM0311), 1-2-3: Izole edilen Genomik DNA’nin %0.8’lik

agaroz jel elektroforezi goriintiisii

3.1.2  Promotor Bolgesinin Belirlenmesi ve Primer Tasarimi

URG-4 geni 7. kromozomun kisa kolunda (43.915.000 bg¢-43.965.000 bg)
lokalize olmustur. Gen bankasinda kaydedilmis ii¢ farkli varyanti bulunmaktadir.
URG-4 genine ait promotor bolgesi belirlenirken Varyant-I’e ait mRNA dizisi
kullamldi. Bu dizide translasyonun baslangi¢ bolgesinden itibaren yaklasik 1500
be’lik yukarida bulunan bolge olasi promotor olarak belirlendi.

Promotor bolgesinin amplifikasyonunda kullanilacak olan primerler farkli
promotor uzunluklarini ¢ogaltacak sekilde hazirlandi. Primerlerin sa¢ tokasi, Tm, %
GC ve NCBI Blast analizleri yapildi. Haberci vektor sistemine dogru oryantasyonda
klonlamanin yapilabilmesi amaciyla primerlerin 5° uglarmna belirlenen enzimlerin
tanima dizileri eklendi. Bu sebeple oncelikle promotor bolgesine ait restriksiyon
haritas1 Restriction Mapper Version 3 programi kullamlarak hazirlandi (Bkz: Ek-E).
Bu analize gore URG-4 geninde ¢alisilmasi planlanan 1500 bg’lik bolgeyi kesmedigi
tespit edilen enzimlerden HindlII’e ait tamima dizisi ileri primere ve Xhol’e ait
tanima dizisi de geri primere eklendi. Tasarlanan primer dizilerine ait bilgiler Tablo

3.1°de verildigi gibidir.
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URG-4 promotorunun ¢ogaltilmasinda ¢ok sayida primer dizayninin nedeni,
URG-4 promotor bolgesinin olduk¢a yiiksek GC oranina sahip oldugu
biyoinformatik olarak belirlendi. Ayrica, standart PCR reaksiyonlar1 ile
¢ogaltilmasindaki basarisizliklar bize bu promotor bélgesinin oldukga kompleks
sekonder yapilar igeriyor olabilecegini gostermistir. Bu agidan, dizinin olusturdugu
muhtemel sekonder yapilar http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-
Form adresi tizerinden tespit edildi. Sekil 3.3°de en yiiksek (-79.06)ve en diisiik (-
78.02) AG degerine sahip formlar1 gosterilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan Promotor Primerleri

Uriin
Lokasyon Primer dizileri (5’-3’) buylikliigi
(bg)
-1500/+63 Forw AAGCTTCGACGCCATGAGCGCAGCGAGGTC 1563
Rev_ ATCTCCTTCATTTCATTACTCCCTCGAG
-1400/+63 Forw: AAGCTTCGACGCCATGAGCGCAGCGAG 1463
Rev:CTCGAGCCTCAAACTCTTCCTAACTCTGGTCCTCCTGG
-1038/+63 Forw AAGCTTCGACGCCATGAGCGCAGCGAGGTC 1101
Rev CTCGAGTAATTGGTGGAGCCCAGATT
-736/+63 Forw AAGCTTCGACGCCATGAGCGCAGCGAGGTC 799
Rev_ CTCGAGACAATGGTTTACATTGTCCA
-482/+63 Forw AAGCTTCGACGCCATGAGCGCAGCGAGGTC 545
Rev CTCGAGGTGCTTCGCATTGCCTAGAGCT
-344/+63 Forw AAGCTTCGACGCCATGAGCGCAGCGAGGTC 407
Rev CTCGAGAAGGCCTTACGCTTCAGGG
-261/+63 Forw AAGCTTCGACGCCATGAGCGCAGCGAGGTC 324
Rev CTCGAGTTATCCTACAGCTTTTGGCA
-109/4+63 Forw AAGCTTCGACGCCATGAGCGCAGCGAGGTC 172
Rev CTCGAGGCCCACCTTACCCCACCT
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a6 o6 keamel 461 78,02 keal/mol

Sekil 3.3: URG-4 promotor bolgesinin olusturdugu en yiiksek ve en diisiik AG

degerlerine sahip olan sekonder yapilar

3.1.3 Guanin Sitozince Yiiksek Olan URG-4 Promotorunun PCR
Teknigi ile Cogaltilmasi

i Baglanma Sicakhgr ve MgCl, (Magnezyum Kkloriir) Miktarmin

Optimizasyonu

Primerlerin baglanma sicakligi polimeraz zincir reaksiyonunun basariyla
gergeklesebilmesi igin Onemli etkenlerden bir tanesidir. 4*(G+C) + 2*(A+T)
formiiliiyle hesaplanabilir. Baglanma sicakliginin optimize edilmesi amaciyla 50°C,
58°C, 60°C ve 62°C olacak sekilde farkli baglanma sicakliklari ile ¢alisildi. Bunun
yan sira farkli genomik DNA (50 ng-300 ng) ve MgCl, (1-2 mM) konsantrasyonlari
da denendi. MgCl, DNA polimeraz enziminin kofaktoriidiir. PCR verimliligini
arttirmaktadir. Ayrica tiim PCR reaksiyonlarinda, insan B-aktin primer setleri
kullanilarak normalizatér gen kullanilmistir. Pozitif gene ait primer bilgileri Tablo
3.1°de belirtilmistir. Ayrica her PCR reaksiyonunda DNA igermeyen negatif kontrol
de dahil edilmistir.

Farkli primer setleri ile yapilan PCR sonuglarina ait agaroz jel elektroforezi

goriintiileri Sekil 3.4 ve Sekil 3.5’te verildigi gibidir. Baglanma sicakliginin,
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genomik DNA ve MgCl, miktarlarinin optimizasyonu istenilen bdlgenin

amplifikasyonu i¢in yeterli olmamustir.

Sekil 3.4: -1500/+63 primer seti, farkli MgCl, ve DNA konsantrasyonu kullanilarak

yapilan genomik PCR sonucu (Tm: 60°C)

M: 1kb marker (SM0311), 1: 1mM MgCl,.30 ng gDNA, 2: 2mM MgCl,. 30 ng
gDNA, 3: ImM MgCl,.60 ng gDNA, 4: 2mM MgCl,.60 ng gDNA, 5: ImM MgCl,.
120 ng gDNA, 6: 2mM MgCl,.120 ng gDNA, +: pozitif kontrol (GAPDH)

Sekil 3.5: -1500/+63 primer seti, farkli MgCl, ve DNA konsantrasyonu kullanilarak
yapilan genomik PCR (Tm: 55°C)
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M: 1kb marker (SM0311), 1: 1mM MgCl,. 30 ng DNA, 2:2mM MgCl,. 30 ng
gDNA, 3: ImM MgCl,. 60 ng, 4: 2mM MgCl,.60 ng, 5: ImM MgCl,.120 ng, 6:
2mM MgCl,.120 ng +: pozitif kontrol(GAPDH), -: negatif kontrol

ii. Genomik DNA’nin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesiyle Elde Edilen
Uriiniin Kalip Olarak Kullamildigi PCR Amplifikasyonlari

PCR ¢ogaltilmasinda sonug elde edilememesinden dolayr genomik DNA’y1
pargalara ayirarak kullanmak iizere genomik DNA restriksiyon endoniikleazlarla
kesime tabi tutulmugstur. Genomik DNA, URG-4 promotor bdlgesini iceriden
kesmedigi belirlenen Xhol ve Hindlll enzimleri kullanilarak 100 pL son hacimde
Bolim 2.3.11°de anlatildig: sekilde kesildi (Sekil 3.6). Restriksiyon endoniikleaz
enzimleriyle kesime ugratilan DNA PCR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanild.
PCR’ye ait agaroz jel elektroforezi goriintiileri Sekil 3.7 ve 3.8°de verildigi gibidir.

M 1 2

Sekil 3.6: M: SM0311, 1-2: Kesilmig gDNA’nin %0.8°lik jel elektroforezi

sisteminde goriintiilenmesi
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Sekil 3.7: Restriksiyon endoniikleaz ile kesilmis genomik DNA, -1500/+63 primer
seti, -1400/+63 primer seti ve farklt MgCl, konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilan
genomik PCR (Tm: 65°C).

M: SMO311, 1-2: 1 mM MgCl, 3-4: 2 mM MgCl,, 5:1 mM MgCl, kesilmis gDNA,
6: 2mM MgCl, kesilmis gDNA, 7: -1400/+63 primer seti, | mM MgCl,_8: -
1400/+63 primer seti 2 mM MgCl,, 9-10: 1500/+63 primer seti ve -1400/+63 primer
seti birlikte, 2 mM MgCl, 11: -1500/+63 primer seti ileri primeri- -1400/+63 ileri
primeri, 1 mM MgCly, 12: -1500/463 primer seti geri primeri- -1400/+63 geri
primeri, 1 mM MgCl,, +: pozitif kontrol, -: Negatif Kontrol

Sekil 3.8: Restriksiyon endomiikleaz ile kesilmis genomik DNA, -1500/+63 primer
seti, -1400/+-63 primer seti ve farklt MgCl, konsantrasyonlari kullanilarak yapilan
genomik PCR (Tm: 60°C).

M: SMO0311, -1500/+63 primer seti, 1: 60 ng gDNA, 1 mM MgCl,, 2: 60 ng gDNA,
2 mM MgCly, 3: 120 ng kesilmis gDNA, 1 mM MgCl, 4: 120 ng kesilmis gDNA, 2
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mM MgCl,, 5: -1400/+63 primer seti, 120 ng kesilmis gDNA, ImM MgCl,, 6: 120
ng kesilmis gDNA, 2 mM MgCl,, 7: -1500/+63 primer seti ileri primeri, -1400/+63
ileri primeri, 1 mM MgCl,, +: pozitif kontrol

iii. Insan Genome Walker Stratejisi

Insan Genom Walker Kiti™ (Clontech) restriksiyon enzimleri ile kesilmig dort
farkli genomik DNA kiitiiphanesi (EcoRV, Dral, Pvull ve Sspl) ve iki adet adaptor
primeri igermektedir. Protokol her bir kiitliphane igin iki basamakli bir PCR
gerektirmektedir. Kit protokoliiniin onerdigi basamaklar Sekil 3.9°da verildigi
gibidir. 1. basamak PCR ¢alismasinda kitte bulunan adaptér primer 1 (AP1) ve URG-
4 promotor bolgesine spesifik primer -1500/+63 (Gen Spesifik primer 1(GSP1)
yerine) kullamldi. PCR bilesenleri miktar, konsantrasyonlari ve PCR dongii kosullar
Tablo 3.2 ve 3.3’te verildigi gibidir. PCR sonuglarina ait agaroz jel elektroforezi
goriintiisii Sekil 3.10°da verildigi gibidir.
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Genomik DNA

.
‘f,wf;f \,,'“m‘—__k
&4 YT

Gepomik DNA'mn RE enﬁmleriyle
kesimi ve adoptir bilgelerin ligasvonu

. Gwmene Waler™ ‘L‘ﬁn&vj’

E

Tigili genin dért farkh kiitiiphaneden cogaltilmas:
Genomik DNA GsP2

& TR . GSP1
apa ™ Genom walker
APl adaptir
I Basamak P7R

H. Basamak nested PIR

Sekil 3.9: Genome Walker kiti ™ uygulama basamaklari

Tablo 3.2: Genome walker™ 1. Asama PCR’da kullanilan PCR bilesenleri

1 2 3 4

gDNA Kkiitiiphanesi | EcorVI | Dral | SSp | PVUII
PCR bilesen ve miktarlari (uL)

10X PCR Buffer 5 5 5 5
25 mM MgCl, 1 1 1 1
dNTP(10mM) 1 | 1 1
GSP 1 1 1 1 1
AP1 1 1 1 1
Hotstart Taq DNA | 1 1 1 1
Polimeraz (5 U/ uL)
dH,O 49 39 39 |39
Son hacim 50 50 50 50
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Tablo 3.3: I. Basamak PCRdongii kosullari

Sicakhk (°C) | Zaman (dk) | Déngii sayisi
94 25 7

72 4

94 25 3z

67 4

67 4 1

Sekil 3.10: Genome Walker Kit™ I. Basamak PCR sonuglarina ait agaroz jel

elektroforezi goriintiisii

M: SM0311,1: EcoRV, 2: Dral, 3: Sspl, 4: Pvul kiitiiphaneleri kalip olarak
kullamlarak galigilan PCR reaksiyonlarina ait agaroz jel elektroforezi goriintiileri 5:

pozitif kontrol, 6: negatif kontrol

II. basamak PCR reaksiyonlarinda, I. basamak PCR’den elde edilen iiriinler
10 kat seyreltilerek kalip olarak kullamldi. Adaptér primer 2 (AP2) ve GSP2 yerine
sirasiyla URG-4 promotor bolgesinde -1500/+63°lik bdlgenin amplifikasyonu igin
tasarlanan ileri ve geri primerler kullanildi. PCR reaksiyonlarinda kullanilan
bilesenler ve konsantrasyonlar1 Tablo 3.2°de belirtildigi gibidir. PCR’da kullanilan
dongii kogullar1 Tablo 3.4°te verildigi gibidir. PCR’a ait jel elektroforez goriintiisii
sekil 3.11°de verildigi gibidir. Caliymalar basarisizlikla sonuglandigindan gesitli PCR

kuvvetlendiriciler ¢aligmaya dahil edildi.
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Tablo 3.4: Ikinci asama PCR’da kullanilan program

Sicaklik (°C) | Zaman (Dk) | Dongii sayisi
94 235 5

72 4

94 23 18-22

67 4

67 4 1

Dral

12 2a 3a 4a 1b 2b 3b 4b

Sekil 3.11: Genome Walker ™ II. Basamak PCR sonuglarina ait agaroz jel

elektroforezi goriintiisii

M: 1kb marker (SM0311), a: EcorV cDNA kiitiiphanesi, b: Dral cDNA kiitiiphanesi,
c: SSpI cDNA kiittiphanesi kalip olarak kulanilarak yapilan PCR sonuglarina ait
agaroz jel elektroforezi goriintiisti d: Pvull cDNA kiitiiphanesi, 1: -1500/+63 ileri
primeri, 2: -1400/+63 ileri primeri, 3: -1500/+63 geri primeri, 4: -1400/+63 geri

primeri ve AP2 primer setleri kullanilarak yapilan PCR sonuglari.
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iv. Cesitli PCR Kuvvetlendiricileri Kullanilarak Yapilan PCR ¢alismalar:

URG-4 promotor bolgesi guanin ve sitozin (GC) agisinda zengin bir bolge
olmasindan dolay1 olduk¢a giiclii sekonder bir yap1 olusturmaktadir. Sekonder
yapinin denatiirasyonu ve denatiire olduktan sonra DNA’nmin ¢ift zincirleri arasinda
hidrojen baglarimin olugsumunu engellemek amaciyla etilen glikol (% 6), formamid
(% 2,5 ve % 5)ve DMSO (% 2,5, % 5, % 10) gibi kimyasallar farkl
konsantrasyonlarda PCR reaksiyonuna eklendi. Elde edilen sonuglar % 0,8’lik agaroz
jel elektroforezinde gortntiilendi. (Sekil 3.12 ve Sekil 3.13). Buna gore pozitif

kontroller haricinde hi¢ bir amplifikasyon elde edilemedi.

Sekil 3.12:% 6’1ik Etilen glikol ve: -1500/+63 primer seti ve -482/+63 primer seti
kullanilarak yapilan genomik PCR (Tm: 60 °C)

M: SM0311, 1-2: -1500/+63 primer seti, %6 Etilen glikol - 3-4: -545/+63 primer seti,
%6 Etilen glikol, 5+: pozitif kontrol (GAPDH primer seti+ % 6 etilen glikol), 6+:
pozitif kontrol (GAPDH primer seti)
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Sekil 3.13: % 2 DMSO, % 5 DMSO, % 10 DMSO % 2.5 formamid, 1500/+63
primer seti ve -482/+63 primer seti kullanilarak yapilan genomik PCR (Tm: 60°C).

M: SMO0311, 1: -1500/+63 primer seti- % 2 DMSO, 2; -482/+63 primer seti-% 2
DMSO, 3: -1500/+63 primer seti-% 5 DMSO, 4: -482/+63 primer seti-% 5 DMSO,
5: -1500/+63 primer seti-% 10 DMSO, 6: -482/+63 primer seti-% 10 DMSO, 1a; -

1500/+63 primer seti-% 2.5 formamid, 2a; -482/+63 primer seti -% 2.5 formamid

DMSO ve formamid gibi kuvvetlendiricilerle yapilan PCR ¢alismalar
basarili olamayinca Betain, 7-deaza-GTP ve DMSO kombinasyonu kullamilarak
Bolim 2.3.4°de anlatildigi sekilde yapilan PCR sonucunda yaklasik 530 bg
uzunlugunda (-482/+63) insan URG-4 promotor bolgesi basarili bir sekilde
¢ogaltildi. 5° kisaltilmis insan URG4 promotor pargalar1 Tablo 3.1°de verilen primer
setleri (-344/+63, -261/+63 ve -109/+63) kullanilarak aym yoéntemle hazirlandi.
Sonuglar % 0,8’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi. (Sekil 3.14, 3.15, 3.16
ve 3.17)[71].
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Sekil 3.14: -482/+63 primer seti ve 7-deaza-GTP, DMSO, Betain (Tm: 60°C)

M: SMO0311, 1-2: -1500/+63 primer seti, 3-4: -1400/+63 primer seti, 5-6: -482/+63

primer seti URG-4 promotor par¢asinin amplifikasyonu

Sekil 3.15: -344/+63 primer seti, 7-deaza GTP, DMSO, Betain (Tm: 60°C)

M: SMO0311, 1-2: URG-4 promotor pargasinin amplifikasyonu
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500bg¢

25005
Sekil 3.16: -261/+63 primer seti, 7-deaza GTP, DMSO, Betain (Tm: 60°C)

M 1kb marker ( SM0311), 1: -261/4+63 URG-4 promotor pargasinin amplifikasyonu

200bg

100bg
Sekil 3.17: -109/+63 primer seti, 7-deaza-GTP, DMSO, Betain (Tm: 60°C)

M: 100bp marker(SM0243), 1-2-3-4-5-6: -109/+63 URG-4 promotor par¢asinin

amplifikasyonu
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3.1.4 PCR Uriinlerinin pGEM-T Easy Vektor Sistemi’ne Klonlanmasi

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle ve 6zel kuvvetlendiriciler
kullanilarak ¢ogaltilmig olan URG-4 5°delesyonlu dogrusal DNA dizilerinin kolay
bir sekilde ligasyonuna imkan saglayan pGEM-T Easy vektoriine ligasyonu Bolim
2.3.6’da anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. Bslim 2.3.9°da belirtildigi tizere DH5a
kompetant hiicrelerine transforme edilerek ertesi giin secilen koloniler sivi kiiltiire
ekildi ve plazmid mini prep Boliim 2.3.12 de belirtildigi izere yapildi. Rekombinant
kolonilerin tespiti amaciyla elde edilen plazmitler X#ol ve Hindlll restriksiyon
endoniikleaz enzimleri kullamlarak kesildi (Bkz: Bélim 2.3.11). Buna gore, Sekil
3.20, -261/+63 ve -109/463 promotor par¢alarinin pGEM-T Easy vektor sistemine
klonlandigim goéstermektedir. Aymi sekilde Sekil 3.19 ve 3.18de sirasiyla -344/+63
ve -482/+63 insan URG-4 promotor pargalarm rekombinant oldugunu

gostermektedir.

s

500b¢

250b¢

Sekil 3.18: -482/+63 insan URG-4 promotor pargasini igeren pGEMTeasy

vektoriiniin Restriksiyon Endoniikleaz enzimleriyle kesim sonucu

M: 1kb marker (SM0311), 1-2-3-4: -482/+63 insan URG-4 promotor par¢asini igeren
pGEM-T Easy vektoriiniin X#ol ve HindlIl RE enzimleri kullanilarak kesilmesi
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Sekil 3.19: -344/4+63 URG-4 promotor pargasini igeren pGEMTeasy vektoriiniin

Restriksiyon Endoniikleaz enzimleriyle kesim sonucu

M: 1kb marker (SM0311), 1-2-3-4: -344/+63 URG-4 promotor pargasini iceren
pGEMTeasy vektoriiniin X#ol ve Hindlll RE enzimleri kullanilarak kesilmesi

. 2> -3 i

Sekil 3.20: -261/+63 ve -109/+63 insan URG-4 promotor pargasini iceren pGEM-T

Easy vektorii Restriksiyon Endoniikleaz enzimleriyle kesim sonucu

M: SM0243, 1-2: 261/+63 ve 3-4: -109/+63 promotor pargasini iceren pGEM-T Easy
vektoriiniin X#ol ve Hindlll RE enzimleri kullanilarak
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3.1.5 Dizi Analizi ile klonlanan 5° delesyonlu promotor parcalarinin

dogrulugunun tespiti

Insan URG-4 promotor bolgesine ait 5°delesyonlu pargalarin her biri PCR
metoduyla ¢ogaltildigi igin, bu sirada olusabilecek mutasyonlarin var olup
olmadigim kontrol etmek ve dizinin URG-4 muhtemel promotor bélgesine ait olup
olmadiinin tespiti amaciyla REFGEN Biyoteknoloji, Ankara birimine rekombinant
oldufu disiiniilen plazmitler génderildi. Dizilemenin saglanabilmesi amaciyla hem
pMetLuc dizileme primeri hem de genin spesifik primerleri gonderilerek okuma
gergeklestirilmistir. En biiyiik insan URG-4 promotor pargast ve NCBI data
bankasinda bulunan genomik dizi NCBI-blast programi kullanilarak karsilastirildi.
Kargilagtirilmas: sonucunda herhangi bir mutasyon olmadig: tespit edildi. En biiyiik
promotor par¢asina ait karsilastirma sonucu Sekil 3.21°de verildigi gibidir. Dizi
analizi sonucu elde edilen veriler NCBI blast data bankasinda bulunan dizi
kullanilarak analiz edildiginde 6zgiin olarak hem URG-4 geninin ATG kodonuna
kadar olan (+1....+65b¢) 5’UTR bolgesine hem de kromozom 7’de +1°den -482
b¢’ye kadar olan bélgeye baglandigin tespit ettik.

PCR ile ¢ogaltilan diger kisaltilarak yapilan promotor pargalarinin hepsi ayr
ayr1 dizi analizi ile dogrulanmistir. Sekil 3.22, 3.23, 3.24 sirasiyla -344/+63, -
261/+63, -109/+63 promotor pargalarina ait dizi analizi sonuglarim géstermektedir.
En biiytik URG-4 promotor pargasinin gen bankasina submit edilerek, KJ46614 nolu

kayit numarasi (Accession number) alindi.
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URG-4

NCBI 43950621

URG-4 61

NCBI 43950561

URG-4 121

NCBI 43950501

URG-4 181

NCBI 43950441

URG-4 241

NCBI 43950381

URG-4 300

NCBI 43950321

URG-4 360

NCBI 43950261

URG-4 420

NCBI 43950201

URG-4 480

NCBI 43950141

URG-4 540

NCBI 43950081

GTGCTTCGCATTGCCTAGAGCTTCACAAGGCCACTTTATACACATTTTACRATGGGTACC

R R N RN RN AR NN AR
GTGCTTCGCATTGCCTAGAGCT TCACAAGGCCACTTTATACACATTTTACAATGGGTACC

GTCTCAGAGAGGCCAGCAACTCGTCCAACACAGCACTGCAAGTAAGAAGTAGGARAGTTA

I 60 1 T T R R B R R RN R B
GTCTCAGAGAGGCCAGCAACTCGT CCARCACAGCACTGCAAGTAAGAAGTAGGARAGTTA

TCGTTTTGCTTAATAATAAGGCCTTACGCTTCAGGGCTAARGAARAGCCTTTTCTTACAG

R 1 e R T R R I N A R R
TTGTTTTGCTTAATAATAAGGCCTTACGCTTCAGGGCTAAAGRAARGCCTTTTCTTACAG

AARTTAAACTCCAATTACAGAAAGGTGTGAAGTTCAGTAAGGCCCTGGGGCAGGTTATCC

N1 T 1 6 0
AAATTAAACTCCAATTACAGARAGGTGTGAAGT TCAGTAAGGCCCTGGGGCAGGTTATCC

T-GAGCTTTTGGCACCGCAGGCACCGCCCGGCGAGTTCCGGCCTCCAGGCACCTGGGCAG

R N R NN RN R RN RN
TACAGCTTTTGGCACCGCAGGCACCGCCCGGCGAGTTCCGGCCTCCAGGCACCTGGGCAG

GTGGGCGTTGGGCGGGCTGCGGGCTGACCTGGGCCGeancgoeanaa

8110 1 4 T 5 1 T 0 1 6 T R
GTGGGCGTTGGGCGGGCTGCGGGCTGACCTGGGCCGCCCCGCCCCCACCCCGCCCCAGCT

GTCCCCGGGCTGCTCCGAGAGGACCCCGGGCCCACCTTACCCCACCTCACCCCACCTCCA

0 5 S T T T 6 5 T
GTCCCCGGGCTGCTCCGAGAGGACCCCGGGCCCACCTTACCCCACCTCACCCCACCTCCA

CCCCTGGAgagag

010 O T T IR S R R S TR R RN 6
CCCCTGGAGCGCGTCCCGGAGCGGGCGGGCGGCCGGCGGGCCAGGCCCCTCCCCGGLGLC

ggag:

ggccgcgcggAGGAAGCGAAGGAGGCGGGAGCGGAGACCTCGCTGCGCTCATG

R R N R NN RRA RN
GAGCCGCGGCCGCGCGGAGGAAGCGARGGAGGCGGGAGCGGAGACCTCGCTGCGCTCATG

GCGTC 544

[ARRN
GCGTC 43950077

60

43950562

o
N
o

43950502

43950442

240

43950382

43950322

43950262

43950202

479

43950142

43950082

Sekil 3.21: -482/+63 URG-4 promotor par¢asinin dizi analiz sonucu dogrulamasi
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URG-4 1 GCCTTACGCTTCAGGGCTAAAGAAAAGCCTTTTCTTACAGRAAATTARACTCCAATTACAG 60

RN R R R R R RN AR AR R AR RN
NCBI ~ 43950481 GCCTTACGCTTCAGGGCTAAAGAAAAGCCTTTTCTTACAGAAATTAAACTCCAATTACAG 439504

8]
8]

URG-4 61 AAAGGTGTGAAGTTCAGTAAGGCCCTGGGGCAGGTTATCCTGCAGCTTTTGGCACCGCAG 120

N R R R R N AR AR RN R
NCBI 43950421 AAAGGTGTGAAGTTCAGTAAGGCCCTGGGGCAGGTTATCCTACAGCTTTTGGCACCGCAG 43950362

URG-4 121 GCACCGCCCGGCGAGTTCCGGCCTCCAGGCACCTGGGCAGGTGGGCGTTGGGCGGGCTGC 180
R N N RN AR

NCBI 43950361 GCACCGCCCGGCGAGTTCCGGCCTCCAGGCACCTGGGCAGGTGGGCGTTGGGCGGGCTGC 43950302

URG-4 81 GGGCTGACCTGGGCCGecce cCccAGCTGTCCCCGGGCTGCTCCGAGA 240
R R R R R RN RN R RN RN

NCBI ~ 43950301 GGGCTGACCTGGGCCGCCCCGCCCCCACCCCGCCCCAGCTGTCCCCGGGCTGCTCCGAGA 43950242

URG-4 241 GGACCCCGGGCCCACCTTACCCCACCTCACCCCACCTCCATCCCTGGAgagagheee

R e R RN AR RN RN R A R
NCBI ~ 43950241 GGACCCCGGGCCCACCTTACCCCACCTCACCCCACCTCCACCCCTGGAGCGCGTCCCGGA 43950182

300

URG-4 301 gc gogggccaggeccctoeoegy

CEEETEEEE et e et e et e e et e e et
NCBI 43950181 GCGGGCGGGCGGCCGGCGGGCCAGGCCCCTCCCCGGCGCCGAGCCGCGGCCGCGCGGAGG 43950122

cg g gcgcggAGG 360

URG-4 361 AAGCGAAGGAGGCGGGAGCGGAGACCTCGCTGCGCTCATGGCGTC 405

RN R R R RN R R RN
NCBI ~ 43950121 AAGCGAAGGAGGCGGGAGCGGAGACCTCGCTGCGCTCATGGCGTC 439500

Sekil 3.22: -344/+63 URG-4 promotor pargasinin dizi analiz sonucu dogrulamasi

URG-4 1 GGCACCTGGGCAGGTGGGCGTTGGGCGGGCTGCGGGCTGACCTGGGCCGaceccgeccecca 60

RN N N RN R R RN RN RN RN R AR RN RRE
NCBI ~ 43950334 GGCACCTGGGCAGGTGGGCGTTGGGCGGGCTGCGGGCTGACCTGGGCCGCCCCGCCCCCA 43950275

URG-4 61 ¢cccgccccAGCTGTCCCCGGGCTGCTCCGAGAGGACCCCGGGCCCACCTTACCCCACCT 120

R R NN RN R RN R RN R RN RN RN RN AR RN
NCBI 43950274 CCCCGCCCCAGCTGTCCCCGGGCTGCTCCGAGAGGACCCCGGGCCCACCTTACCCCACCT 43950215

URG-4 121 CACCCCACCTCCATCCCTGGAgCgcgtcccggagegggagggcggacggcgggccaggee 180

FEREEEEEEEE e bbb bbb e b e e e b bbb e e
NCBI ~ 43950214 CACCCCACCTCCACCCCTGGAGCGCGTCCCGGAGCGGGCGGGCGGCCGGCGGGCCAGGCC 43950155

URG-4 181 cctececeggogs

JagcogcggccocgcggAGGAAGCGAAGGAGGCGGGAGCGGAGACCT 240
FEREETEEEE e ettt et bbb e e et
NCBI 43950154 CCTCCCCGGCGCCGAGCCGCGGCCGCGCGGAGGAAGCGAAGGAGGCGGGAGCGGAGACCT 43950095

URG-4 241 CGCTGCGCTCATGGCGTC 258

(ARERR RN RN
NCBI ~ 43950094 CGCTGCGCTCATGGCGTC 43950077

Sekil 3.23: -261/+63 URG-4 promotor pargasinin dizi analiz sonucu dogrulamasi
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URG-4 1 ACCTTACCCCACCTCACCCCACCTCCATCCCTGGAgCcgcgtcccggagecgggegggegge 60

RN N NN RN NN R RN N RN
NCBI 43950228 ACCTTACCCCACCTCACCCCACCTCCACCCCTGGAGCGCGTCCCGGAGCGGGCGGGCGGC 43950169

URG-4 61 cggcggygccaggeccectecoccggagecegageogoggeegegcggAGGAAGCGAAGGAGGC 120
RN R R R R R R R RN RN NN RN
NCBI 43950168 CGGCGGGCCAGGCCCCTCCCCGGCGCCGAGCCGCGGCCGCGCGGAGGAAGCGAAGGAGGC 43950109

URG-4 121 GGGAGCGGAGACCTCGCTGCGCTCATGGCGTCG 153

FEPEEEEET R e e ety
NCBI 43950108 GGGAGCGGAGACCTCGCTGCGCTCATGGCGTCG 43950076

Sekil 3.24: -109/+63 URG-4 promotor pargasinin dizi analiz sonucu dogrulamasi

3.1.6 Insan URG-4 Promotorunun In Siliko Analizi

Yaklagtk 544 b¢ uzunlugunda URG-4 promotor dizisi PCR’a dayali bir
teknikle ¢ogaltilarak, ilk olarak TA klonlama stratejisi ile pPGEM-T Easy’e klonlandi.
Klonladigimiz insan URG-4 promotor pargalar1 dizi analizi i¢in REFGEN birimine
gonderilerek parcalarin dogrulugu teyit edildi (Sekil 3.21).

544 be bolgenin 63 bg 5’UTR’yi, 482 bg ise URG-4 promotorunu temsil
etmektedir. Biyoinformatik analizi ile cDNA ve genomik DNA’nin karsilastirilmasi
ile muhtemel transkripsiyon baslangi¢ bolgesi (+1) tespit edilmistir. Sekil 3.25°de
gosterildigi gibidir.

URG-4 promotoru guanin sitozince (GC) olduk¢a zengin ve TATA kutusu
olmayan bir promotor bélgesidir. Transkripsiyonun baslangici i¢in TATA kutusu
yerine RNA polimeraz II'nin taniyacagi INR diziler gibi farkli diizenleyici diziler
icermektedir. Bu diziler arasinda SP1/GC kutusu motifleri de dnemli rol oynarlar.
URG-4 promotoruna baglanan muhtemel transkripsiyon faktérleri Mathinspector
programi kullamlarak analiz edilmistir ve ¢ok sayida transkripsiyon faktérlerinin
buraya baglandigi bulunmustur (Sekil 3.25 ve Bkz: Tablo 3.5). SP1/GC kutusu,
Kruppel like faktér ve E2F myc aktivator faktdrlerinin baglandigi tanima dizileri
URG-4 promotor dizisinde yogun bir sekilde tespit edildi (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5: URG-4 promotor bolgesine muhtemel olarak baglanan transkripsiyon

faktorleri
Transkripsiyon Faktorleri Baglanma Zincir Tanidigi dizi
RNA polymerase Il transcription TATA-less promoters 47 - agGCGGgagceg
E2F 47 - aggagGCGGgagceggag
GC/SP1 49 - gaaggaGGCGggagcgg
EGR 55 - ggaaGCGAaggaggcgg
E2F 83 - ccccgGCGCcegagecge
GC/SP1 92 + cgccggGGAGgggcectg
GC/SP1 116 - g9agcGGGCgggceggece
EGR 119 - cccggagCGGGegggeg
GC/SP1 142 + tccaggGGTGgaggtgg
Ras 145 - cCCCAcctccaccee
Krueppel like Faktor 152 ¢ gaggtGGGGtgaggtgg
Ras 155 - cCCCAcctcacccca
MYOD 203 + cgggGACAgctggggcg
AP4 204 + 9999acAGCTggggcgg
Krueppel like Faktor 209 + cagctggGGCGgggtgg
GC/SP1 210 + agctgGGGCggyagtggg
E2F 212 + ctgggGCGGggtggggg
Ras 212 - cCCCAccccgececea
Krueppel like Faktorleri 214 + 0999cgGGGTgggggceg
GC/SP1 215 + 999cggGGTGggggegg
Krueppel like Faktorler 220 + 999tgagGGCGgggcgg
GC/SP1 221 + gg9tggGGGCggggcgge
E2F 223 + tagggGCGGggcggece
EGR 223 + tgg99g9cgGGGCggcece
Krueppel like Faktorler 225 + 9999cGGGGceggcccag
GC/SP1 226 + 999cgGGGCggcecagg
Ostrajen RE 238 + ggcccAGGTcageccgcageccg
GC/SP1 249 - gcgttGGGCgggctgeg
GC/SP1 256 - caggtgGGCGttgggeg
Krueppel like Faktorler 257 - gcaggtgGGCGttggge
AP2 276 + ggtGCCTggaggceg
GC/SP1 296 + tcgeccGGGCggtgecetg
E2F 310 + ctgcggtgcCAAAagct
AP2 335 + cctGCCCcagggcct

URG-4 promotorunun ¢ogaltilmasinda kargilasilan problemlerden de
anlagildif: tizere bu bélgenin genomda yiiksek sekonder yap1 gosteren guanin sitozin
bazlarinca zengin oldugu tespit edilmisti. GC bolgelerin muhtemel GC adalar
icerebilecekleri durumu ve DNA metilasyonu ile promotorun transkripsiyonel
regiilasyonuna katkida bulunacag: diisiiniildiigiinde, GC adalarinin tespiti oldukca
biiylik 6nem arz etmektedir. Bu yiizden URG-4 promotorunun web tabanli analizle
(Bkz: Bolim 2.9) olast GC adalar1 belirlenmistir. Buna gére 1500 bazlik URG-4
promotor bdlgesi incelendiginde ilk 500 bazlik bolgede ve 700-900 bg’lik bslgede 2
adet potensiyel GC adasi tespit edilmistir. Bu tespitte kullanilan kriter obs/exp
oramidir. Bu oran 0,6’nin iizerinde oldugu bolgeler GC adas: olarak bilinmektedir.
URG-4 promotorunda tespit edilen olasi GC adalar1 bize bu promotorunun
transkripsiyonel regiilasyonunda DNA metilasyonunun da 6nemli olabilecegini

gostermektedir (Sekil 3.26).
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Ayrica insan URG-4 promotoru diger memeli URG-4 promotor bolgeleri ile
kargilagtirilarak herhangi bir korunmus bélge icerip icermedigi belirlenmistir. Bu
amacla insan URG-4 promotor bolgesi rat ve fare promotor bolgeleriyle Bioedit
programi kullamilarak Clustalw analizi ¢oklu karsilagtirmalari (Multiple aligment)
yapilmigtir. Buna gore 5UTR bolgeleri agisindan oldukga benzer olmasina ragmen
promotor bolgelerinde farkliliklar gosterdigi anlasilmistir (Sekil 3.27). Bu durum
aslinda promotor regiilasyonlar1 igin 6nemlidir. Bilinmektedir ki promotor

farkliliklar tiir diizeyinde de farkli transkripsiyonel regiilasyonu isaret etmektedir.
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Sekil 3.26: Insan URG-4 promotor bolgesinin %guanin sitozin igeriginin

rat URG4 promotor
insan URG4 promotor
fare URG4 promotor

rat URG4 promotor
insan URG4 promotor
fare URG4A promotor

rat URG4 promotor
insan URG4 promotor
fare URG4 promotor

rat URG4 promotor
insan URG4 promotor
fare URG4 promotor

rat URG4 promotor
insan URG4 promotor
fare URG4 promotor

rat URG4 promotor
insan URG4 promotor
fare URG4 promotor

Sekil 3.27: Insan,fare ve rat URG-4 promotor dizilerinin bioedit analiz programinda

gosterilmesi

70 80 20 100

S da wbes A |
TTAAMAAGTGOGTAACCAGCTCG  GAGGC
GTGCTTCGCAT TOCCTAGAGCT TCACAAGGCCACT TTATACACATTTTACAATGGGTA COGTCTCA GAGAGGC
AATATACACACTTAAA ARAAAAGTGGGAAACCAGCTCA - - GAGGC

P aafleisaeliusaal

a0 239 132 40 180 180 70 189 %0 200
sesedacenlencctlosentlonncloseelevaclonanlocactocristlovaclonaclonsaboennal cobensafaveal
CA OCTGCGAACTAGTAACAGGAGAGACACTGT TTTTCATAAGAACAGAAATAACCCTGTACACCCCAGAGG TAGATGAAAG
CAGCAACTCGTCCAACACAGCACTGCAAGTAAGAAGTAGGAAACT TATCGT TTTGCT TAATAATAAGG CCTTACGCTTCAGGGCTAAA GAAAA
CAACATTACTCC ACCO TOCGAACTAGTAGK TGTTGTTTTCCTTTAGAACAG CAACACTGTACACCCCAGAGGTAGAGGAAAD

0 50 260 a0 280 %0 300

TOCGTTTCTTACAGAAAT TAACATCAGAATGOGGGGAC TAGAGGGTGOTGTCCAGCAGTCTGGCAG CTGTCAGTGGCOCCAGGGCAGGTCTGEE - TCC

30 30 330 340 350 360 370 380 3se 400
cxovfroacfunaafoscelovasfoseatsnas sofsssaloswosbasachossstosavhosvelocnnfoaosbasoalosas

GCAGGTGAGT TCCAGCCTG GOGCAGCGGTCCGG GCTAGTGOCTGC - AGTTGTTAGTCCTCCCGGOOCTGGGCGTCCTCTCCCTCGCCCTAGGCG
CCCGOCGAGTTCCGOCCTCCAGGCACCTCCOCAG GTGGOCET TOGECEEOCT BOGEHCTGACCTGGGOCGCCCCGOCCCCACCE  COOCCCAGCTG

GCAGGTOAGT TCCAGCCTCCGGOCAGCGOGCCOGCCTGOCCGGTGOCTGE  COTAGGTAGTGCTCTGGGCCCAGGGCOTCCTCTCOCTCGCCCCAGGCG

410 420 430 440 450 460 470 480 490 00

kargilagtirilmasi
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3.1.7 1Insan URG-4 Promotor Par¢alarmmn pMetLuc Haberci

Vektoriine Alt Klonlama calismalar:

Insan URG-4 promotorunun transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi i¢in
PCR ile klonlanan promotor pargalarinin haberci vektér sistemine klonlanmasi
asamasina gecildi. Haberci vektor sistemi olarak Clontech pMetLuc vektor sistemi
secildi. (Bkz: Sekil 2.3). Bu sistemin 6zelligi salinabilir lusiferaz enzimi
sentezleyebilmesidir. Ayrica sistem optimizasyonu yani normalizasyon amagli yine
salinabilir SEAP vektoriide ayni sistemle kotransfekte edildi. Maksimum aktif
promotor bolgesinin tespiti igin kisaltilarak hazirlanan promotor pargalari ayr ayri
pMetLuc vektor sistemine klonlanma iglemi gergeklestirildi. Bazal promotor
aktivitesinin belirlenmesi amaciyla insan URG-4 promotor bdlgesine ait Lusiferaz
haberci vektoriine klonladigimiz promotor pargalart Sekil 3.28’de gosterildigi

gibidir.

pMetiuc

-482bg =

piietiuc

RV p—

pMetiuc

-261bg

3 i |
E i
R B B

-109bg pMetiuc

Sekil 3.28: pMetLuc Haberci Vektorii Igerisine Klonlanarak Olusturulan

5°delesyonlu Insan URG-4 Promotor Pargalarinin Sematik Gosterimi

Ik olugturulan haberci vektor sistemi -109/+63 URG-4 promotor pargasi
olmustur. PCR’a dayal1 teknikle pGEM-T Easy igine klonlanan promotor
Xhol/HindIII enzim ¢ifti ile kesildi ve B6lim 2.3.5”de anlatildig1 sekilde jelden geri

kazanildi. Geri kazanilmig olan insan URG promotor DNA par¢asindan daha fazla
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kullanmak i¢in ligasyon sartlar1 modifiye edilerek 2 kat hacimde gergeklestirilmistir.
Buna gore 28 pL Xhol/HindIII enzimleri ile kesilmis promotor pargasi, 3 pL (150
ng) Xhol/HindIIl kullanilarak dogrusal hale getirilmis pMetLuc haberci vektori,
10X ligasyon tamponundan 4 pL (1X) ve 3 U/uL’lik T4 DNA ligaz enziminden 2pL
olacak sekilde son hacim 40 plL de ligasyon gergeklestirildi. Bolim 2.3.9°da
belirtildigi tizere DH50 kompeten hiicrelerine transforme edilerek ertesi giin segilen
koloniler s1v1 kiiltiire ekildi. 16 saat sonrasinda plazmit izolasyonu Boélim 2.3.12” de
belirtildigi tizere yapildi. Rekombinant kolonilerin se¢iminde 2.3.11°deki sartlar
kullanilarak Xhol/HindIII kesimi uygulandi. Sekil 3.29°de agaroz jel elektroforezi

goriintlist verildigi gibidir.

Sekil 3.29: -109/+63 URG-4 promotor pargasini igeren pMetLuc vektdriiniin
Restriksiyon Endoniikleaz enzimleriyle kesim sonucu
M: 100 bp marker (SM0243), 1: -109/+63 URG-4 promotor pargasini igeren

pMetLuc vektoriiniin X%ol ve Hindlll restriksiyon enzimleri kullamilarak kesilmesi.

-482/+63, -344/+63 ve -261/+63 URG-4 Promotor Parc¢alarinin ligasyonunda
standart ligasyon sartlar1 kullanildi. Buna gére ligasyon reaksiyonlar1 son hacim 20
pL olacak sekilde Boliim 2.3.6°da belirtildigi tizere yapilmistir. Ligasyon {iriinleri,
Boliim 2.3.9°da belirtildigi tizere DH5a kompetant hiicrelerine transforme edildi.
Ertesi giin segilen koloniler sivi kiiltiire ekildi ve plazmid mini prep Boliim 2.3.12 de
belirtildigi lizere yapildi. Rekombinant kolonilerin tespiti amaciyla elde edilen
plazmitler Xhol ve Hindlll restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak kesildi

Sonuglar % 0,8’lik agaroz jel sisteminde Bolim 2.3.3’de ifade edildigi sekilde
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goriintiilendi. Sekil 3.30, 3.31 ve 3.32°de verildigi iizere farkli promotor parcalar

pMetLuc haberci vektor sistemine bagarili bir sekilde klonlanmustr.

Sekil 3.30: -482/+63 insan URG-4 promotor pargasini igeren pMetLuc vektoriiniin
restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesim sonucu
M: 1kb marker (SM0311), 1: -482/+63 insan URG-4 promotor pargasini iceren

pMetLuc vektériiniin X#ol ve HindIll RE enzimleri kullanilarak kesilmesi

Sekil 3.31: -344/+63 promotor pargasini igeren pMet-Luc vektoriiniin Restriksiyon
endoniikleaz enzimleriyle kesim sonucu
M: SM0311, 1-2-3-4-5-6: -344/+63 promotor pargasini igeren pMetLuc vektdriiniin
Xhol ve Hindlll RE enzimleri kullanilarak kesilmesi
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Sekil 3.32: -261/+63 Insan URG-4 promotor pargasini iceren pMetLuc vektoriiniin
restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesim sonucu
M: SMO311, 1-2-3: -261/+63 insan URG-4 promotor pargasini igeren pMetLuc
vektoriiniin Xhol ve HindIII enzimleri kullamilarak kesilmesi, 1°-2°-3": -261/+63
insan URG-4 promotor pargasini igeren pMetLuc vektdriiniin Sacl restriksiyon

endoniikleaz enzimleri kullanilarak kontrol kesimi

Insan URG-4 genine ait promotor parcalarmin bazal aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla kalsiyum fosfat gegi¢i transfeksiyonu salinan sistem lusiferaz
metodu kullanilarak Boélim 2.4.7.1.°de anlatildi1 sekilde yapildi. Transfeksiyonda
kullanilan plazmitler endotoksin igermeyen yiiksek kalitede plazmit DNA veren kit
kullamlarak biiyiik o6lgekle Bolim 2.3.13°de anlatildigi sekilde saflastirild.
Transfeksiyonda model hiicre olarak Hep3B hiicreleri kullanildi. Bu hiicrelerin
se¢ilmesinin nedeni URG-4’u ifade eden ve kalsiyum fosfat metodunun bu
hiicrelerde labaratuvarimizda basariyla uygulanabiliyor olmasidir [62, 72].

Tranfeksiyon deneyi 12 kuyulu plakalarda gergeklestirildi. Transfeksiyon
analizinde pMetLuc vektériine klonlanmis promotor pargalarinin yanmi sira,
transfeksiyon etkinliginin her kuyuda tespiti i¢in fikir veren normalizatér olarak
kullandigimiz (0,5 pg) SEAP ekspresyon vektorii de hiicrelere verildi. Ayrica
hiicrelerde genel transfeksiyon durumunun tespiti igin ¢ok gii¢lii viral promotor ile
ifade olan pMetLuc kontrol plasmiti de transfekte edildi. Aym1 zamanda hi¢ bir
promotor igermeyen pMetLuc reporter vektorii de arka plan olarak negatif kontrol
olmasi agisindan kullamildi. (Sekil 3.33). Tiim deneyler 3 tekrarli olarak kuruldu. 48
saat diliminde 50 pL medyum alinarak -20°C’de muhafaza edildi. Boliim 2.4.7.2°de

belirtildigi tizere lusiferaz ve seap aktiviteleri belirlendi. Sonuclar luminometrede
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okututuldu. Lusiferaz aktivitesinin seap aktivitisine boliinmesiyle relatif lusiferaz

aktivitesi belirlendi.

3
25 A
2 -
1,5 -

1 4

Relatif Lusiferaz Aktivitesi

0,5 -~

0 -

pMetLuc Kontrol pMetLuc Reporter

Kontrolve Reporter Vektorleri

Sekil 3.33: Transfeksiyon etkinliginin belirlenmesi amaciyla pMetLuc Kontrol ve

Reporter vektorlerinin Lusiferaz aktivitelerini gosteren grafik

[k olarak bazal aktivitenin belirlenmesi igin -482/+63 pmet vektorii farkli
konsantrasyonlarda (0,5 pg, 1 pg ve 2 pg) transfekte edilerek optimum DNA
konsantrasyonu belirlendi ($ekil 3.34). Bu analize gére 0,5 pg promotor

konsantrasyonu tiim transfeksiyon deneylerinde kullanildi.

0,18 ~
0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0

m -482/+63pMet

Relatif Lusiferaz Aktivitesi

0,5ug lpg 2ug

Sekil 3.34: -482/+63 promotor par¢asinin farkli konsantrasyonda transfekte

edildikten sonra elde edilen lusiferaz aktiviteleri
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Bazal transkripsiyon aktivitenin belirlenmesinde farkli kisaltilarak olusturulan
promotor parcalar1 ayrn ayri transfekte edildiginde, -109/+63 pmet promotor

pargasinin en aktif promotor oldugu belirlendi (Sekil 3.35).

o
o
©o

0,06 -

0,04

Relatif Lusiferaz Aktivitesi

0,02 -

-109/+63pMet -261/+63pMet -344/+63pMet -482/+63pMet

Sekil 3.35: URG-4 geni promotor pargalarinin bazal aktivitelerinin gosterilmesi

3.1.7.1 Kotransfeksiyon Analizleri

URG-4 geni promotor bolgesinde olasi baglanma bolgesi olan bazi
transkripsiyon faktorlerinin  transkripsiyonel aktivitede olusturduklar1 etki
kotransfeksiyon deneyleri ile belirlendi. xC/EBPa. ekspresyon vektorii Prof. Dr.
Feray KOCKAR tarafindan olusturulmustur. Diger ekspresyon vektorleri Cardiff
Universitesi Dr. Dipak Ramji tarafindan temin edilmistir. Transfeksiyonda kullanilan
tim plazmitler Boliim 2.3.13 de belirtildigi iizere yiiksek saflikta biiyiik olgekli
plazmit DNA izolasyon kitiyle saflagtirildi. Farkli 6karyot ekspresyon vektoriinde
klonlanmis bulunan hUSF, hSP1 ve xC/EBP transkripsiyon faktorleri ve farkli
promotor parcalar1 birlikte 12°li plakalara paylastirilmis olan hiicrelere transfekte
edildi. 1 pg promotor pargalari, 0,5 pg normalizatér SEAP kontrol plazmiti ve 2 pg
her ekspresyon plazmiti beraber kotransfekte edildi. Transfeksiyon etkinligi pMetLuc
kontrol plazmiti ile gozlendi. Lusiferaz ve seap aktiviteleri Boliim 2.4.7.2°de
anlatildigr sekilde luminometrede okutularak degerlendirildi. 48 saat sonunda

transfeksiyon aktiviteleri okundu. Kotransfekte olan hiicreler promotor bazal
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aktiviteleri ile karsilagtirilmistir. Buna gore, hSP1 transkripsiyon faktoriiniin -
109/+63 URG-4 promotor par¢asi haricinde diger {i¢c konstrakt iizerinde arttirici
etkisinin oldugu tespit edildi (Sekil 3.36).

hUSF transkripsiyon faktoriiniin -344/+63 ve -482/+63 promotor par¢alarinin
aktivitesini arttirdifi Sekil 3.37°da gosterilmektedir. xC/EBPo. transkripsiyon
faktoriiniin ise -344/+63 ve -109/+63 promotor pargalarinin iizerinde istatistiki olarak

Onemli bir etki olusturmadig: tepit edildi (Sekil 3.38).

3.1.7.1 Gegici asin1 ifade edilen (over ekspre) hUSF, hSP1 ve xC/EBP
transkripsiyon faktorlerinin URG-4 mRNA diizeyine etkilerinin sqRT-

PCR stratejisi ile belirlenmesi

hSP1, hUSF ve xC/EBPo transkripsiyon faktorii transfekte edilmis
hiicrelerden Bélim 2.5.1, 2.5.2 ve 2.5.3 anlatildigi sekilde izole edilen total
RNA’dan cDNA sentezi yapildi cDNA’lar kalip olarak kullamlarak 6zgiin URG-4
ekspresyon primerleri ve normalizasyon amagh B-aktin primerleri ile (Tablo 2.20)
yart kantitatif sqRT-PCR c¢alismasi  Bolim 2.5.5°de  anlatildign  sekilde
gergeklestirildi. PCR sonuglar1 % 2°lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi
(Sekil 3.39 A)

Agaroz jel elektroforezi bantlar1 IMAGE J programi kullanilarak analiz
edildi. Elde edilen veriler Microsoft Office Excel programinda degerlendirildi.

Yaptigimiz analiz sonucunda hSp1 transkripsiyon faktoriiniin biitiin saatlerde
URG-4 genini mRNA seviyesinde arttirdig: tespit edildi. (Sekil 3.39 B)

hUSF transkripsiyon faktorii 24 saat sonunda URG-4 geninin ifadesini
mRNA seviyesinde arttirirken 72 saat sonunda azaltici etki gosterdigi tespit edildi.
(Sekil 3.39 C)

xC/EBPa transkripsiyon faktorii transfekte edilen cDNA’larda 72. saat
sonunda azalan URG-4 ekspresyon seviyesi Sekil 3.39 D’de verildigi gibidir.
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Sekil 3.39: A: hSP1, hUSF ve xC/EBPo uygulanmis Hep3B cDNA’lar1 kullanilarak
URG-4 ve B-aktin primerleri ile yapilan RT-PCR analiz sonucu

A: % 2’lik agaroz jel elektroforez sisteminde gériintiilenmesi, B: 24, 48 ve 72.
saatlerde hSpl tranfekte edilmis cDNA’lar kalip olarak kullamilarak 6zgiin URG-4
primerleri ile yapilan RT-PCR verilerinin IMAGE J programinda degerlendirilmesi
ve kat mRNA degerlerinin Microsoft Excel programind agrafiklendirilmesi, C: 24 ve
72. saatlerde hUSF tranfekte edilmis cDNA’lar kalip olarak kullamilarak 6zgiin
URG-4 primerleri ile yapilan RT-PCR verilerininIMAGE J programinda
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degerlendirilmesi ve kat mRNA degerlerinin Microsoft Excel programinda
grafiklendirilmesi, D: 24, 48 ve 72. saatlerde XC/EBP tranfekte edilmis cDNA’lar
kalip olarak kullamlarak 6zgiin URG-4 ve B-aktin primerleri ile yapilan RT-PCR
verilerinin IMAGE J programinda degerlendirilmesi ve kat mRNA degerlerinin

Microsoft Excel programinda grafiklendirilmesi

3.1.8 DNA-protein Etkilesim Caliymalar1 (EMSA)

3.1.8.1 EMSA Primerlerinin Tasarlanmasi

URG-4 promotor bolgesine baglanan muhtemel transkripsiyon fakt(jrléri
Mathinspector programi kullanilarak tespit edildi (Bolim 2.9). Bu teknik, Biyotin
etiketli problar kullamlarak, Pierce LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit ™
kullanilarak ~gergeklestirildi. Primerler, yogunlukla transkripsiyon faktorlerinin
baglanma gergeklestirdigi bolgelere 6zgiin olarak tasarlandi ve makrogen
firmasindan temin edildi. Primerler tasarlanirken 30 bg lik bir bolge alindi. Bu
bolgenin ileri ve geri primerleri dizayn edildi. Tek zincirli olarak sentez ettirilen
primerler baglanma reaksiyonu ile ¢ift zincirli hale getirildi (Bkz: Bélim 2.7.2.2).
EMSA ¢alismalarinda incelenen bolge Sekil 3.40°da gosterildigi gibidir. Ayrica
EMSA c¢alismalarinda bazi konsensus transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bolgelerini igeren primerlerde 6zellikle yarisma deneylerinde dahil edilmistir. Bu

primer bilgileri Tablo 3.6’da belirtilmistir.

Tablo 3.6: EMSA deneylerinde kullanilan primerler ve dizileri

Kullanilan 5°-3” Dizileri

primerler
USFF TCGACGGTGTAGGCCACGTGACCGGGTGT
USFR TCGACGGTGTAGGCCACGTGACCGGGTGT

C EBP/F TGCAGATTGCGCAAT
C _EBP/R TGCATTGCGCAATCT

APIF GATCCTTCGTGACTCAGCGGGATCCTTCGTGAC
APIR CCGCTGAGTCACGAAGGATCCCGCTGAGTCACG
SP1F TAGATTCGATCGGGGCGGGGCGAG

SP1R GCCCTCGCCCCGCCCCGATCGAAT
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-172

-146

-120

-93

-67

-41

-14

+13

+39

caligmalart gerceklestirildi.

CGGGCTGCGGGCTGACCTGGEGCCGECC
AP4/ Kruppel LF/ SP1-GC Box

CCGCCCCCACCCCGCCCCAGCTGTCC

CCGGGCTGCTCCGAGAGGACCCCGGG
Kruppel L. Fakto6r

CCCACCTTACCCCACCTCACCCCACC

SP1-GC Box :
TCCACCCCTGGAGCGCGTCCCGGAGC

GGGCGGGCGGCCGGCGGGCCAGGCCC
AP4/ Kruppel LF/ SP1-GC Box

CTCCCCGGCGCCGIEFCGC:IGGCCGCG
SP1-GC Box
CGGAGGAAGCGAAGGAGGCGGGAGCG

skkok

GAGACCTCGCTGCGCTCATGGCGTC

Faktorlerinin URG-4 Promotoru Uzerinde Gosterilmesi

Faktorlerinin EMSA Teknigi ile Belirlenmesi

95

-147

-121

-94

-68

-42

~15

+12

+38

+63

Sekil 3.40: EMSA’da Incelenen Bolge ve Buraya Baglanan Transkripsiyon

3.1.8.2 Insan URG-4 Promotor Bélgesine Baglanan Transkripsiyon

Bolim 2.7.1°de anlatildigi sekilde Hep3B ve Saos-2 hiicrelerinden niikleer
ekstrakt hazirlandi. Oncelikli olarak Hep3B niiklear ekstraktlarnda EMSA

Baglanmalarin dokuya spesifik olup olmadigim




N S s ar——

gosterebilmek amaciyla farkli hiicre hatti olan Saos-2 hiicrelerinde de EMSA
deneyleri tekrarlandi. Nuklear ekstraktlarin konsantrasyonlar1 Boélim 2.6.1.3°de
anlatildig1 sekilde belirlendi. Biitiin EMSA deneylerinde 5 pg niiklear ekstrakt
kullanildi. Ticari olarak satin aldigimiz Pierce Biotin 3' End DNA Labeling™ Kitinin
onerdigi sekilde primerlerin biotinlenme iglemi gergeklestirildi. Baglanma
reaksiyonlar1 Boliim 2.7.2.4°de anlatildig1 sekilde kuruldu ve reaksiyon 20 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Bolim 2.7.2.3’de anlatildig1 sekilde jelde yiiriitiildii.
Membrana transfer ve develop asamasindan sonra elde edilen film fotograflanarak
saklandi. Fotograf tizerinde olusan siipershift baglanmalar oklarla gosterildi ve “K”
olarak isimlendirildi.

Saos-2 niiklear ekstrakti kullanilarak gergeklestirilen EMSA ¢alismasi
sonucunda K1 ve K2 DNA-protein kompleksleri olusumu gézlendi (Sekil 3.41).
Kendisini ve SP1 dizisini 500 kat biyotinlenmemis olarak reaksiyona ekledigimiz 3
ve 5. kuyularda olusan kompleksin azaldigini gozlemledik. Fakat diger

transkripsiyon faktorlerinin URG-4 promotorunun bu bélgesini etkilemedikleri

gozlendi.
1 2 3 4 5 6 7
Biyotinli Prob + + - + + + +
Saos-2 Niiklear ekst. - + + + + + +
Soguk prob (500 kat) : i SR R o

Sekil 3.41: Saos-2 Niiklear ekstrakti kullanilarak yapilan EMSA sonucu

EMSA c¢alismalar1 sonucunda, SP1 transkripsiyon faktériiniin Saos-2 kanser
hiicrelerinde URG-4 promotorunun incelenen bolgesine baglanmakta oldugu

gosterildi. Hep3B hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktoriiniin  baglandigim
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gostermek amaciyla antikor siipershift uygulamalar1 yapildi. Sekil 3.42°de
gosterildigi tizere SP1 konsensus soguk probunun bu bélgede kullanilan URG-4
dizisi soguk probu kadar kompleks olusumunu yok ettigi gozlemlendi. Ayrica
baglanmamn spesifitesini dogrulamak amaciyla Hep3B baglanma reaksiyonlarina
1/400 ve 1/800 diliisyon oranlarinda hSP1 antikoru eklendi. Antikor siipershift
deneyleri icin farkli baglanma prosediirii uygulandi. Buna gore antikor
eklenmesinden sonra baglanma reaksiyonu 1 saat buzda ve takiben yarim saat oda
sicakliginda inkiibe edildi. Jel yiiriitiilmesi ve transfer islemlerine standart EMSA
reaksiyonu seklinde devam edildi. Bu iglemler Bélim 2.7.2.5 ve 2.7.2.6°da detaylica
anlatildi. Stiper shift deneyleri sonucunda yukarida daha biiyiik molekiiler agirlikta
stipershifted kompleks belirgin hale gelmistir. Bu da DNA-protein etkilesiminin

kesin olarak SP1 baglanmasiyla olustugunu gdstermistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Biyotinli Prob + + + + + + + + +
Hep3B Niiklear ekst. - - - - + + - -
Hep3B+TGF-B N. E. = + + - . P
Soguk prob (500 kat) = - URG spl = - . URG sp1
Sp1 Antikoru - - - - /a0 1/300 -

Sekil 3.42: Hep3B niiklear ekstrakt kullanilarak yapilan siiper shift assay ve Spl

antikoru ile promotor bolgesi arasinda olusan baglanmalarin gésterilmesi

3.2  Insan URG-4 Geninin Sitokinlerle Regiilasyonu

URG-4 geninin TGF-B ve TNF-a sitokinlerince regiilasyonunun belirlenmesi
amaciyla Sekil 3.43°de ifade edildigi iizere ¢alisma basamaklar1 uygulandi. Ana

model hiicre hattimiz Hep3B hiicreleridir ¢linkii URG-4 geninin ifadesi ilk olarak
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karaciger hiicrelerinde rapor edilmistir. Ilk olarak her bir sitokin dozunun ana model
Hep3B hiicre hatt1 tizerine proliferatif etkisi MTT ile belirlendi. Daha sonra
uygulanan sitokin URG-4 geni mRNA {izerine etkisi real time PCR analizi ile
bulundu. Protein diizeyindeki etki western blot analizi ve IFC analizi ile belirlendi.
Ayrica uygulanan sitokinlerin URG-4 promotor aktivitesindeki olusturduklar1 etki
transfekte edilmis URG-4 promotor pargalarini tagiyan hiicrelere uygulanarak
belirlendi. Sitokinler tarafindan olugsturulan etkinin hangi hiicre i¢i yol ile
yapildiginin gosterilmesi amagh farkli hiicre i¢i yolak inhibitorleri kullanilarak hem
mRNA hemde protein diizeyindeki sitokin cevabinin etkisi arastirildi. Sitokinin
URG-4 mRNA ve protein tizerindeki etkilerinin sadece karaciger hiicresinde mi
Ozgiin olup olmadigmin analizi igin farkli bir doku modeli PC3 (Prostat Kanser

Hatti) hiicre hatt1 tizerine de ayn1 ¢aligmalar yapilmigtir.
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iNSAN URG-4 GENININ
SITOKINLERLE REGULASYONU

P

AnaModelHep3B Yan model PC3
Hiicre hatti Hiicre Hatti
[ TGF-Bve TNF g )
-Bve -0 Y L
TGF-Bve TNF-a ey Tak-puaThif-a
T sitokini
sitokinilerinin uygulanmasi .
Hep3B lizerine ugulanmas!
etkileri 4 N\
MTT Uygulanan Uygulanan
hiicrelerden RNA hiicrelerden RNA
izolasyonu ve izolasyonu ve
cDNA sentezi cDNA sentezi
J \
e r N
URG-4genine URG-4genine
mRNA mRNA
seviyesinde etkisi seviyesinde etkisi
gPCR gPCR
J 2
4 ) 4
Protein Protein
seviyesinde etkisi seviyesinde etkisi
Western/IFC Western/IFC
J \. J
4 )
Promotor
aktivitesine olan
etkileri
Lusiferaz Assay
. J
,
Yolak calismalari
A\

Sekil 3.43: Insan URG-4 geninin sitokinlerle regiilasyonunu incelemek amaciyla

izlenen basamaklar1 gosteren akis diyagrami
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32.1 TGF-B Sitokininin Hep3B (Hepatoma Hiicre Hatti) Hiicreleri

Uzerine Etkisinin Incelenmesi

24 kuyucuklu plakalara paylastirilmis olan hiicreler bir gece inkiibatérde %
0,1 BSA igeren medyumda bekletildikten sonra hiicrelerin iizerine TGF-B sitokini 10
U/mL, 100 U/mL, 200 U/mL ve 500 U/mL dozlarda uygulandi. 24, 48 ve 72 saat
dilimlerinde sitokinin etkisi Hep3B hiicreleri iizerinde MTT metodu uygulanarak
caligildi. 24, 48 ve 72 saat dilimlerinde sonuglar 550 nm dalga boyunda 6lgiilerek
Microsoft Excel programinda grafiklendirildi. Bélim 2.4.8°de anlatildigi sekilde
yapilan MTT analizi sonucunda bu sitokinin Hep3B hiicrelerinin iizerinde &zellikle
24 ve 48 saatlerde sitotoksik etki gosterdigi belirlendi. Sonuclar Sekil 3.44°de
verildigi gibidir. Deneyler 3 tekrarli olup Minitab anova programu ile istatistiksel

olarak degerlendirildi ve p<0,05 olan aralik anlamli kabul edildi.

0,6 - * *
0,5 -
# Kontrol
o
™ =100
s
o -
#1000
®m2000
#5000

48 72

Zaman (saat)

Sekil 3.44: Cesitli dozlarda TGF-B sitokininin Hep3B hiicreleri iizerine etkisinin

MTT analizi ile gosterilmesi
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3.2.2 Hep3B ve PC3 Hiicre Modelinde TGF-B Sitokininin Etkilerinin

mRNA Seviyesinde Gosterilmesi

TGF-B sitokininin URG-4 geni ekspresyonuna etkisinin arastiriimasi
amaciyla, ilk olarak hiicreler 75 cm? flask ylizeyini % 90 kaplayincaya kadar Bolim
2.4’te anlatildig1 sekilde yetistirildi. Kontaminasyon ve morfolojilerinde herhangi bir
stkint1 olmadig1 gozlendikten sonra 25 cm? flasklar icerisine 2.000.000 hiicre olacak
sekilde % 0,1 BSA, % 1 glutamin igeren DMEM kullanarak paylagtirildi. TGF-B
sitokini 10, 100, 200 ve 500 U/mL olacak sekilde uygulandi. Sitokin
uygulamadifimiz hiicre grubu kontrol olarak adlandirildi. Sitokin uygulanmis olan
hiicreler 1, 3, 6, 24 ve 72. zaman dilimleri sonucunda Tripsin-EDTA kullamlarak
kaldirildi. 1000 rpm’de 5 dk siiresince santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Elde edilen
peletlerden Fermentas RNA izolasyonu kitinin ™ nerdigi sekilde RNA izolasyonu
yapildi. 1pg total RNA’dan Fermentas cDNA sentez kitinin ™ 6nerdigi ve Boliim
2.5.6’da anlatildif1 sekilde cDNA eldesi gergeklestirildi. ¢cDNA kalip olarak
kullanilarak URG-4 geni spesifik primerleri ile Real time PCR yapildi (Tablo 2.20).
Aym zamanda normalizasyon amagli insan -2 mikroglobulin primerleri kullanildi
(Tablo 2.20). Elde edilen Ct degerleri Act metodu ile analiz edildi ve istatiksel olarak
minitab anova (one way) programi kullamlarak degerlendirildi. Minitab anova
istatistik programi ile yapilan istatistiksel analizler sonucu p<0,05 olan degerler
anlaml kabul edildi. Deneyler 3 tekrarl1 yapildi.

Sonug olarak TGF-f sitokininin URG-4 genini pozitif yonde etki ederek gen
ckspresyonunu erken ve geg saatlerde attirdign tespit edildi. 100 U/mL TGF-p
sitokini URG-4 geni ekspresyonunu anlamli olarak 1 ve 3. saatlerde arttirirken,
10U/mL ve 500U/mL sitokin dozu 48. saatlerde genin ekspresyonunu arttirdig: tespit
edildi (Sekil 3.46).

100 U/mL dozunda etkili olan TGF-B sitokininin aymi sekilde hepatoma
olmayan PC3 hiicreleri tlizerine etkisinin arttirici yénde oldugu qRT-PCR analizi

sonucunda tespit edildi. (Sekil 3.47)
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TGF Beta 1 Saat

Kat mRNA
= N
- w N w

o
%]

o

Kontrol 10 100 200
Uygulanan doz (U/mL)

Kat mRNA
~

TGF Beta 3 Saat

500 Kontrol

100
Uygulanan doz ({}/mL)

i *
10 200 500

TGF Beta 24 saat

Kat mRNA

Kontrol
Uygulanan doz (U/mL)

2,5. i ' '
10 100 200

500 Kontrol

+ TGF Beta 48 Saat

10 100 200
Uygulanan doz (U/mL)

500

Sekil 3.45: Hep3B hiicre modelinde TGF- sitokininin URG-4 geni iizerine etkisinin

mRNA seviyesinde gosterilmesi

Kat mRNA

o P N W b wv )] ~
: 1 :

Kontrol

24h 48h

Zaman (Saat)

72h

Sekil 3.46: PC3 hiicre modelinde 100U/mL TGF-p sitokininin 24, 48 ve 72 saat

zaman dilimlerinde URG-4 geni tizerine etkisinin mRNA seviyesinde gdsterilmesi.
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3.2.3  Western blotting Teknigi Optimizasyon Calismalar:

i. Kullamlan Primer ve Sekonder Antikorlarin Optimizasyon Calismalar:

Dr. Mark Feitelson, Department of Pathology, Anatomy, and Cell Biology,
Thomas Jefferson University, Philadelphia, PA Universitesinden temin edilen URG-
4 antikoru 1/1000 diliisyon oraninda hazirlanarak ¢alisildi. URG-4 proteininin
yaklagik 103 kD biiytikliigiinde olmasi gerekiyordu ancak dogru biiyiikliikte bantlar
elde edilemedi (Sekil 3.47, Sekil 3.48 ve Sekil 3.49).

primer ant 1/1000
sekonder a ntirabbit 1/10000
inkliibasyon siiresi: 1saat

75kd

42kd

Sekil 3.47: PM: prestained marker 26619, 1: 1000 hiicre, 2: 2000 hiicre, 3:
3000 hiicre, 4: 4000 hiicre, 5: 5000 hiicre, 6:5000 hiicre

primer ant 1/500
sekonderantirabbit 1/10000
inkiibasyon siiresi: 1saat

Sekil 3.48: PM: Fermentas 26619, 1: 10pg Hep3B hiicre lizati, 2: 20pg
Hep3B hiicre lizat1
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primer ant 1/100
sekonderantirabbit 1/10000
inkiibasyon siiresi: 1saat

PM 1 2

Sekil 3.49: PM: Fermentas 26619, 1: 20ug Saos-2 hiicre lizat1, 2: 30pug HT29 hiicre

lizati.

ii. Laemli Tamponu ve Hiicre Sayis1 Miktar Optimizasyonlar

Protein lizati hazirlarken iki énemli parametre iizerinde degisiklik yapilip
calismalara baslanmistir. Bu parametreler hiicre miktar1 ve kullanilan Laemli
tamponu miktaridir (Boliim 2.6.1.1). Protokolde Laemli lizis tamponu normalde 70
ul olarak onerilmesine ragmen, bu miktar Orneklerin tam lizis olmasmi
saglayamamakta ve jele yiiklenmesi asamasinda sikinti gikarmaktaydi. Bu konu
tizerine 250.000 ve 500.000 hiicre olacak sekilde bir deney diizenegi kuruldu ve
Laemli tampon miktarini 35 ve 210 pL arasinda degistirdik. Tablo 3.7°de kullanilan
hiicre ve laemli miktarlar1 ve aym zaman elde edilen protein konsantrasyonlari
ozetlenmistir. Deneye ait membran goriintiisi Sekil 3.50°de gosterildigi gibidir.

Calisma sonucunda laemli miktarimin artmasi proteinin kalitesini arttirmigtir.

Betaaktin primer ant 1/1000
sekonder antirabbit 1/10000
inktibasyon siiresi: 1saat

PM 1 2 3 4 5 6

Sekil 3.50: Laemli tamponu gradient uygulamalari
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PM: 26619, 1: 250.000 hiicre+35puL Laemli Tamponu, 2: 250.000 hiicre+ 70 pL Laemli
Tamponu, 3: 500.000 hiicret+ 70 pL Laemli Tamponu, 4: 500.000 hiicre+ 100 pL Laemli
Tamponu, 5: 500.000 hiicre+140 pL. Laemli Tamponu, 6: 500.000 hiicre+210 pL Laemli
Tamponu

Tablo 3.7: Kullamlan Hiicre, Laemli Miktarlar1 ve Proteinlerin Konsantrasyonlar

Hiicre Sayisi Kullanilan Laemli Protein Miktar1
Tamponu miktar1 (uL) | (ng/uL)
1 250.000 35 1492
2 250.000 70 1424
3 250.000 140 1470
4 500.000 70 1682
5 500.000 100 1752
6 500.000 140 1728
7 500.000 210 1730

iii. Transfer Etkinliginin ve Yiiklenen Proteinlerinin Kalitesinin
Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Transfer etkinliginin ve proteinlerinin durumunun incelenmesine olanak
saglayan kontrol panel sistemi uygulandi. % 10 SDS jelinin ilk 4 kuyusu bu islem
icin ayrilarak sirasiyla unstained marker (Fermentas), albumin proteini, B-
galaktozidaz enzimi ve son kuyucuk ise diger kuyucuklarda da yiikledigimiz hiicre
lizatini igerecek sekilde ylikleme yapildi. Bu boliim transfer islemine tabi tutulmadan
direk olarak jeli boyama g¢ozeltisi icerisine alindi ve yarim saat boyandiktan sonra
renk agma ¢ozeltisi icerisinde bir gece boyunca ¢alkalanmak suretiyle bekletildi. Bu
asamadan sonra beyaz tabla iizerinde fotograflandi (Sekil 3.51A). Ayn1 zamanda
transfer etkinliginin anlagilabilmesi agisindan jeller transfer olduktan sonra da

boyanip goriintiilendi (Sekil 3.51B).

Sigma Firmasindan Temin edilen SAB2104235 kod numarali URG-4

antikoru kullanilarak primer antikoru diliisyon oranlari, lizat miktarlar1 ve
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inkiibasyon stireleri gibi optimizasyon ¢alismalar1 yapilmis ancak basar1 elde

edilememistir. (Tablo 3.8)

UM 1 2 3

2 PM 3 4 PM

Sekil 3.51: Transfer olan ve olmayan jellerin goériintiilenmesi

A: Kontrol panel, UM; unstained marker fermentas, 1: Albumin, 2: Bgalaktozidaz, 3; 20 pg
Hep3B lizati, B: Transfer etkinliginin gozlenebilmesi amaciyla Jeli transfer ettikten sonra
boyanarak fotograflanmasi 1; 20 ug Hep3B hiicre lizati, 2;10 pg Hep3B hiicre lizati PM;
prestained page ruler 26619, 3;20 ug Hep3B hiicre lizati, 4; 10 pg hiicre lizati
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Tablo 3.8: Temin edilen Sigma Antikoru ile Yapilan Optimizasyon Calismalari

Sigma URG-4primer ant 1/1000
sekonderantirabbit 1/2000
inklibasyon siiresi: 1saat

PM 1 2 3

Sigma URG-4 primer ant 1/50(
sekonder antirabbit 1/2000
inklibasyon siiresi: 1saat

PM1 2

25kd

15kd

Sigma URG-4 primer ant 1/500
sekondera ntirabbit 1/2000
inkiibasyon stiresi: 16 saat

PM1 2

PM; prestined page
ruler26619, 1; MG63 hiicre
lizat1 40 pg, 25 Saos-2 hiicre
lizat1 40 pg, 3: Hep3B hiicre

lizat1 40 pg

PM: 26619,1: 20 pg
Hep3B hiicre lizat1, 2: 10
pg Hep3B hiicre lizati

PM: 26619 marker ,1: 20 pg
Hep3B hiicre lizati, 2: 10 pg
Hep3B hiicre lizatt

Sigma URG-4 primer ant 1/800
sekondera ntirabbit 1/2000
inkiibasyon siiresi: 16 saat

PM1 2

Sigma URG-4 primer ant 1/800
sekonderantirabbit 1/2000
inklibasyon suresi: 1saat

PM1 2

Sigma URG-4 primer ant 1/800
sekonder antirabbit 1/2000
inkiibasyon siiresi: 3saat

PM1 2

PM: 16619 marker 1; 20 pg
Hep3B hiicre lizat1 25 10 pg
Hep3B hiicre lizati

PM; prestained marker
26619, 1; 20 pg Hep3B
hiicre lizati, 2; 30 pg hiicre
lizati

PM; prestained page ruler
26619, 1; 50 ng Huvec hiicre
lizat, 25 20 pg Huvec hiicre
lizat1
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Abcam firmasindan temin edilen ab103323 kod numarali alinan URG-4 antikor
onerdigi en yiiksek konsantrasyonda (1/100 diliisyon oraninda) uyguland: ve bantlar

~100kD civarinda g6zlendi (Sekil 3.52).

Sekil 3.52: PM Prestained Marker 26619, 1; 50 ug Hep3B hiicre lizati, 2; 50 pg
Hep3B hiicre lizati

3.2.4 TGF-B Sitokininin, Hep3B ve PC3 Hiicre Modellerinde URG-4
Protein Seviyesine etkisinin Western Blot Metodu Kullamilarak

Gosterilmesi

Bu amagla Hep3B hiicre soyu 6 kuyucuklu plakalara paylastirildi (500.000
Hiicre/kuyu). Kuyucuklara TGF-f sitokini son konsantrasyonu 10, 100, 200 ve 500
U/mL olacak sekilde uygulandi. Kontrol grubuna ise TGF-B sitokini uygulanmadi.
Bu hiicreler belirlenen saat dilimleri sonunda, Laemli tamponu igerisinde kazinarak
lizat haline getirildi. Lizatlar poliakrilamit jel tizerine B6liim 2.6.1.4.de anlatildig1
sekilde yiiklendi. 120V akimda yaklasik 2 saat boyunca yiiriitiildii. Fragmente olmus
proteinlerin PVDF membrana gegisinin saglanmasi igin transfer islemi
gergeklestirildi. Transferden sonra membran ticari olarak satin aldigimiz Anti-URG-
4 (Abcam) antikoru 1/100 diliisyon oraninda 1g siit tozu ¢dziilmiis 20 mL 1 X TBST
soliisyonunda ve normalizasyon i¢in B-aktin (Sigma) antikoru (1/5.000) ile muamele

edildi. Her iki antikor i¢inde ikincil antikor 1/5.000 diliisyon oraninda antirabbit
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antikoru kullanilarak isaretlendi. Otoradyografi ile filme aktarilmasi sonucu olusan

bantlarin analizi IMAGE J programi kullanilarak yapildi ve Microsoft Office Excel

programi ile grafiklendirildi.

URG-4 URG-4

B-aktin s B-aktin

3 sa TGF beta 6 sa TGF beta

nli

Kontrol 100 1000 2000 5000
Uygulanan doz (U/mL)

Kat protein
Kat protein

Kontrol 1000 2000 5000
Uygulanan doz (0/mL)

URG-4

B-aktin g

24 sa TGF beta 48 sa TGF beta

110,

Kontrol 100 1000 2000 5000
Uygulanan doz (U/mL)

o
]
L3

o
w
Kat protein

Kat protein

(=}

Kontrol 100 1000 2000 5000
Uygulanan doz (0/mL)

Sekil 3.53: TGF-p sitokinin 3, 6, 24 ve 48 saat sonunda URG-4 geni {izerine

etkisinin Hep3B hiicre modelinde western metodu kullanilarak gosterilmesi

Yapilan ¢alismalar sonucunda 3. ve 6. saat dilimleri sonucunda 200 U/mL
dozunda TGF- sitokininin URG-4 genini protein seviyesinde arttirdig1 bulunmustur.

Daha diisiik dozlarda ise arttiric1 etkisinin geg saatlerde ortaya ¢iktigi gézlendi.

(Sekil 3.53)
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URG-

B-aktin .

TGF-B/PC3

Kat protein

o LB N W B U O N
: L L - L s 5

Kontrol 100/mL 1000/mL 5000/mL
Uygulanan TGF-B sitokininin dozlari (U/mL)

Sekil 3.54: TGF-f sitokinin URG-4 geni iizerine etkisinin PC3 hiicre modelinde

western metodu kullanilarak gosterilmesi

Hepatoma olmayan hiicre hatt1 olarak segilen prostat kanseri hiicre hattinda

da ayni arttirici etkiyi gosterdigi bulunmustur (Sekil 3.54).

3.2.5 TGF-B sitokininin URG-4 Geni Uzerine etkisinin immun florasan
Teknigi Uygulanarak Gésterilmesi

Kuyu bagina 125.000 hiicre olarak paylastirilmis olan 24°liik plakalar bir gece
37°C’de inkiibe edildikten sonra TGF-B sitokini 10 U/mL olacak sekilde kuyucuklara
verilmigtir. 2 tekrarli calisilmigtir. Sitokin uygulamasindan 24 saat sonrasinda B6liim
2.6.2°de belirtildigi sekilde Immun Florasan analiz yapilmistir. immun florasan
yonteminde primer antikor 5 pg/ml uygulanarak, +4 °Cde 1 gece inkiibasyona tabi
tutulmustur. Hiicreler sekonder antikor Alexa Flour 488 ile 1 saat inkiibasyondan
sonra, aynt zamanda son konsantrasyonu 0,1 pg/mL olacak sekilde DAPI (4',6-
Diamidino-2-phenylindole) ile boyanmuslardir. Preparatlar Antifading mounting
media™ ile kapatilarak preparatlar florasan mikroskobuyla goriintiilenmistir.
Densitometrik analiz i¢in en az 50 hiicre sayilarak kontrol grubu ve TGF-f
uygulanan hiicreler IMAGE J programi ile densitometrik analize tabi tutulmustur.

Ortalama degerler alinarak standart sapmalari belirlenmis ve grafikler ¢izilmistir.
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Calisma sonucunda TGF-B sitokininin URG-4 protein diizeyinde arttirici etkisi
dogrulanmistir (Sekil 3.55).

- Kontrol

K 100/mLTGF-p

Sekil 3.55: TGF-B sitokinin URG-4 geni tizerine etkisi

10 U/mL TGF-B sitokini Hep3B hiicre modeli iizerine etkisinin IFC metodu kullanilarak
gosterilmesi ve verilerin IMAGE J programinda degerlendirilmesi, Kontrol: TGF-§ sitokini

uygulanmamuis hiicre grubudur.
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3.2.6 TGF-p sitokini ve Insan URG-4 promotor parcalarma ait bazal

aktiviteleri

3‘a URG-4 promotor parcalar1 Bolim 2.4.7°de anlatildigi sekilde Hep3B
| hiicrelerine transfekte edildikten 6 saat sonra taze % 10 FCS’li medyum ile
degistirildi. Transfeksiyonun 24 saat sonrasinda TGF-B sitokini 500 U/mL olacak
sekilde uygulandi. Sitokin uygulandiktan 48 saat sonra luminometrede Lusiferaz ve
Seap aktiviteleri 6l¢timleri Bolim 2.4.7.2°de anlatildig: sekilde yapildi. Calisma
sonucunda sitokinin -344/+63 URG-4 promotor par¢asmmn bazal aktivitesini
| arttirdid1 tespit edildi (Sekil 3.56). Diger promotor pargalarinda herhangi bir arttirci
i etki rastlanmadi. Bunun nedeni, 6zellikle -344 ile -482 arasinda bu arttiric1 etkiyi
bastiracak olan farkli transkipsiyon faktorii etkilesimlerinin bulunmasi olabilir. Bu
bolgenin delesyonunun TGF-B cevabin transkripsiyonel diizeyde arttirdigini

gostermektedir.

o o
(O} (o))
£ i

o
S
)

o
w
i

Lusiferaz Aktivitesi

Sekil 3.56: URG-4 promotor pargalari transfekte edilen Hep3B hiicreleri tizerine
etkisi
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3.2.7 TGF-B Sitokini ile Yolak Calismalar

Aluli plakalara 500.000 hiicre olacak sekilde paylastirilmis olan Hep3B
hiicreleri tizerine B6liim 2.4.11°de anlatildig1 sekilde inhibit6r uygulamasi yapilds.
Inhibitdr uygulandiktan 1 saat sonra TGF-P sitokini 500 U/mL dozda olacak sekilde
gerekli kuyucuklara uygulandi. 6 saat sonunda hiicreler tripsinizasyonla kaldirilarak
1000 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii. Elde edilen hiicre peletlerinden RNA izolasyonu ve
protein lizati yapildi. Bu hiicrelerden RNA izolasyonu RNA izolasyon kitinin
onerildifi sekilde yapildi ve total RNA’lardan cDNA sentezi gerceklestirildi.
cDNA’lar kalip olarak kullanilarak Real time PCR ¢alismasi, URG-4 primerleri ve
insan B-2 primerleri kullanilarak Bolim 2.5.6°da anlatildig: sékilde gerceklestirildi
ve sonuglar Minitab 14 istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. p<0,05 olan
degerler istatistiksel olarak anlaml olarak kabul edildi.

Calisma kapsaminda kullanilan siklohekzimid; protein sentezi inhibitérii,
Mek; MAPK inhibitérii, wortmanin ise PI3K inhibitériidiir. 500 U/mL TGF-p 6 saat
uygulama sonucu URG-4 mRNA’sim1 arttirmigtir. Ayrica ayni durum, siklohekzimid
TGF-B uygulamasindan elde edilmistir. Ozellikle siklohekzimit uygulamast protein
sentezini inhibe ettii icin mRNA populasyonunun tam bir gostergesi olacagi
unutulmamalidir. MEK-1 uygulamasi ise TGF- artisim1 inhibe ederken Wortmanin
uygulamasi ise TGF-B cevabini inhibe edemedigini gostermektedir. TGF-B sitokini
URG-4 mRNA’sim MEK-1 iizerinden etkiledigi goriilmektedir (Sekil 3.57).
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Kat mRNA

Sekil 3.57: Uygulanan inhibitérlerin URG-4 geni {izerine etkisinin mRNA

seviyesinde gésterilmesi

Protein seviyesinde etkiyi incelemek iizere elde edilmis olan hiicre
peletlerinden Laemli protokolii kullamlarak lizatlar hazirlandi. Son konsantrasyonu
50 pg olacak sekilde poliakrilamit jel iizerine yiikleme yapildi. Béliim 2.6.1°de
belirtildigi sekilde western metodu uyguland: ve spesifik URG-4 poliklonal antikoru
ile URG-4 proteini isaretlendi. Ayni membran B-aktin antikoru kullamlarak
normalize edildi. Sonuglar IMAGE J programi kullanilarak analiz edildi. Yolak
inhibitorlerine protein analizinde SP600125 inhibitorii de eklenerek calisma
planlanmigtir. SP600125 JNK inhibitérii olarak kullamlmustir. Elde edilen
densitometrik sonuglar, TGF-B cevabinin hem MEKI, hemde wortmanin yolunda
azaldigim gostermektedir. INK yolunda ise artmis TGF- B cevabin JNK inhibitorii ile
inhibe olmadig1 anlagilmistir (Sekil 3.58).

TGF-B cevabin Hep3B hiicrelerinde gosterebilmek amaciyla inhibisyon
calismalarinda kullanilan membran 1/200 diliisyon oraninda Smad 2/3 antikoru
iceren 1XTBS+ Tween 20 ile muamele edildi ve TGF-B sitokini uygulanan Hep3B
hiicrelerinde bu proteinin ekspresyonunun arttign gézlendi. Kullanilan inhibitérlerin
DMSO’da ¢dziilmesi nedeniyle ayn miktarda DMSO hiicrelere uygulanmistir (Sekil
3.59). Uygulanan DMSO’nun Smad2/3 proteinine TGF-B cevabi kadar indiikledigi

goriillmektedir. DMSO’nun bazi hiicre i¢i yolaklarn aktive ettigi ve hiicre
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farklilasmalarini indiikledigi bazi ¢aligmalarda gosterilmistir. Ornegin DMSO’nun
eritpoetik farklilasmay1 p38 yolu iizerinden yaptigi Breig ve ark 2013 tarafindan

gosterilmistir [73].

Kont DMSOK TGF MEK MEK+TGF  SP600125 SP600+TGF Wort Wort+TGF

URG-4

B-aktin

TGF-B+ inhibit6r

Kat protein
o
a

0,4
0,2

L © 53 Q& <

£ & £ FF®

N S < & &
RS ¥ $ N
W S < @0 L @
9 Y

Uygulanan inhibit6rler

Sekil 3.58: TGF-B sitokini ve inhibitdrlerin URG-4 geni iizerine etkisinin protein

seviyesinde western metodu ile gosterilmesi.
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K DMSOK TGF-B MEKI MEKHTGF SP600125 SP600+TGF

Smad 2-3

B-aktin

Smad 2-3 Antikoru

Kat protein
O R R NN W WA WOU
ot AN PR i il S S

Uygulanan inhibitérler

Sekil 3.59: TGF-p sitokini ve ¢esitli inhibitérlerin uygulanmis oldugu membranda

Smad 2-3 transkripsiyon faktoriiniin protein seviyesinde ifadesinin gosterilmesi

3.2.8 TNF-a sitokininin Hep3B (Hepatoma Hiicre Hatti) Hiicre Hatta

Modelinin Uzerine Etkisinin incelenmesi

% 0,1 BSA’h medyum kullanilarak 24’liik plakalara paylastirilmis olan
Hep3B hiicreleri bir gece inkiibatorde yiizeye tutunmalarini i¢in bekletildi. TNF-a
sitokini son konsantrasyonu 10 U/mL, 100 U/mL, 200 U/mL ve 500 U/mL olacak
sekilde uygulandi. MTT reaksiyonu Bolim 2.4.8°de anlatildign  sekilde
gergeklestirildi. 24, 48 ve 72 saat dilimlerinde sonuglar 550 nm dalga boyunda
olgiilerek Microsoft Excel programinda grafiklendirildi. Deneyler 3 tekrarli olup
Minitab anova programi ile istatistiksel olarak degerlendirildi ve p<0,05 olan aralik
anlamli kabul edildi. Yapilan MTT analizi sonucunda sitokinin Hep3B hiicreleri

tizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 gézlendi (Sekil 3.60).
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TNF-a

& Kontrol
#1100

m 1000
m 2000
#5000

24 48 72
Zaman (saat)

Sekil 3.60: Cesitli dozlarda TNF-a, sitokininin Hep3B hiicreleri iizerine etkisinin

MTT analizi ile g6sterilmesi

3.2.9  TNF-a sitokininin Hep3B (Hepatoma Hiicre Hatt1) ve PC3 hiicre
hatti modelleri kullanarak URG-4 iizerine etkisinin mRNA seviyesinde

gosterilmesi

TNF-a. sitokini ve URG-4 ekspresyonu arasindaki iligkiyi mRNA seviyesinde
incelemek tizere model olarak alman Hep3B hiicreleri 25 cm?® flasklara 2.000.000

hiicre olacak sekilde paylastirildi. % 0,1 BSA’l1 medyum kullanarak serum agligina

birakilmis olan hiicrelere son konsantrasyonu 10, 100, 200 ve 500 U/mL olacak
sekilde sitokin uyguland1 ve bu hiicrelerden total RNA izolasyonu yapildi (Bkz:
Bolim 2.5.1) (Sekil 3.61). 1 ug RNA kullamlarak elde edilen cDNA’lar spesifik
URG-4 primerleri kullamlarak Real-Time PCR metodu uygulandi (BSlim 2.5.6).
ACt degerleri livak metodu kullanilarak analiz edildi. Minitab ANAVO programi
kullanilarak sonuglar istatistiki agidan degerlendirildi. p<0,05 olan degerler anlamli
olarak Kabul edildi. Deneyler 3 tekrarl olacak sekilde yapild.

TNF-a sitokininin URG-4 genini biitiin saatlerde ozellikle 6, 24 ve 48.
saatlerde belirgin olarak attirdig1 gézlendi (Sekil 3.62).
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Aymni arttirier etki hepatoma olmayan yan model olarak segilen prostat kanseri
hiicreleri tizerinde de goriildii. Bu artis bize iki ayr1 doku modelinde URG-4 geninin

TNF-a sitokinin arttirict yonde iligkisi oldugunu gostermektedir (Sekil 3.63).

24 saat

A

| |
M K 10 100 200 500

48 saat

A
| \

M K 10 100 200 500

Sekil 3.61: RNA jel elektroforezi sonuglari

M: High Range Riboruler, 10 U/mL, 100 U/mL, 200 U/mL ve 500 U/mL dozlarda

TNF-a uygulanmis hiicrelerden izole edilen RNAya ait formaldehit jel elektroforez sonucu

n——
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Uygulanan doz (U/mL)

TNF alfa 48 Saat

l. 1

Uygulanan doz (U/mL)

Sekil 3.62: TNF- o sitokinin URG-4 geni iizerine etkisinin Real-time metodu

kullanilarak mRNA seviyesinde gésterilmesi

[
[SEE)
L

Kat mRNA
o N B OO

24 saat TNF-a

sall

Kontrol

10U/mL  1000/mL 200 U/mL 500 U/mL

Uygulanan doz

Sekil 3.63: TNF-a sitokininin 24 saatlik zaman diliminde PC3 hiicre hatti iizerine

etkisinin mRNA seviyesinde Real-Time metodu kullanilarak gésterilmesi
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3.2.10 TNF-a Sitokininin Hep3B (Hepatoma Hiicre Hatt1) Hiicrelerinde

URG-4 Uzerine Etkisinin Protein Seviyesinde Gosterilmesi

Altili plakalara paylastirilmis olan Hep3B hiicreleri tizerine 10 U/mL ve 200
U/mL dozlarda TNF-o, sitokini uygulandi. Hiicreler belirlenen saatler sonunda 500
pL Laemli tamponu i¢inde hiicre kaziyicisi yardimiyla kazinarak ependorf igerisine
alindi. 14.000 rpm’de sogutmali santriifiij kullanilarak +4°C’de 5 dk ¢oktiiriildii.
Protein miktar1 qubit cihazi kullanilarak tespit edildi. 50 pg protein lizat1 % 10°luk
SDS jele yiiklenerek 120V akimda yiitiiriildii. Transfer islemi ve antikorlarla
muamele islemleri Boliim 2.6.1.5°de anlatildig1 sekilde yapildi. Otoradyografi ile
goriintlilenen filmler fotograflanarak saklandi. Olusan 6zgiin URG-4 ve B-aktin
bantlar1 IMAGE J analiz programi kullanilarak veriler saglandi. B-aktin degerleri ile

normalize edilen URG-4 degerleri Microsoft Excel progragraminda grafiklendirildi.

URG4

. B-aktin

4 il
0 °
52 B2
w1 01 -
¥ ¥

0 o LE B . _

1hk 1h 3h 6h 24h 48h 72h K 1h 3h 6h 24h 48h 72h
Uygulanan zaman (Saat) Uygulanan zaman (saat)

Sekil 3.64: 10 U/mL ve 200 U/mL TNF-a sitokini dozunun 1,3, 6, 24, 48 ve 72.

zaman sonunda URG-4 geni iizerine etkisinin protein seviyesinde gosterilmesi.

Yapilan analizler sonucunda 10 U/mL dozda sitokinin erken ve geg saatlerde

URG-4 genini arttirdig1, daha yiiksek dozlarda ise 6, 24, 48 ve 72. saatlerde arttirict
yonde etki ettigi tespit edildi (Sekil 3.64).
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3.2.11 TNF-o sitokini ve Insan URG-4 Promotor Parcalarina Ait Bazal
Aktiviteleri

12 kuyucuklu plakalara paylastirilmig olan hiicrelere insan URG-4 promotor
parcalar1 gecici olarak transfekte edildi. (Bkz: Boliim 2.4.7.1). Transfekte ettikten bir
gece sonra 200 U/mL dozda TNF-o, sitokini uyguland:. Lusiferaz ve Seap aktiviteleri
luminometrede olgiilerek veriler elde edildi. Edindigimiz sonuglara gére TNF-a
sitokini insan URG-4 promotor dizilerinin bazal aktivitelerini azalttig1 tespit edildi.
TNF-a’nin arttirict etkisini gérememizin nedeni, bu promotor araliginda TNFa’ nin
regiile ettigi bir transkripsiyon faktoriinin URG-4 promotoru iizerine baglanmamis

olabilecegi olarak yorumlanabilir (Sekil 3.65).

48 s + TNF-a

s o9
H~ 0o
Lt

e o
RN

Lusiferaz Aktivitesi
o
w

Sekil 3.65: Insan URG-4 promotor pargalar1 transfekte edilen Hep3B hiicreleri
lizerine uygulanan 200 U/mL dozda TNF-a sitokininin etkisinin lusiferaz aktivitesi

sonuglari

3.2.12 TNF-a sitokini ve Inhibisyon Deneyleri

Altili plakalara 500.000 hiicre olacak sekilde paylastirilmis olan Hep3B
hiicreleri tizerine Bolim 2.4.11°de anlatildigi sekilde inhibitér uygulamas: yapildi.

Inhibitér uygulandiktan 1 saat sonra TNF-a sitokini 200 U/mL dozda olacak sekilde
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gerekli kuyucuklara uygulandi. 6 saat sonunda hiicreler tripsinizasyonla kaldirilarak
1.000 rpm’de 5 dk ¢oktiiriildii. Elde edilen hiicre peletlerinden RNA izolasyonu ve
protein lizat1 yapildi. Bu hiicrelerden RNA izolasyonu RNA izolasyon kitinin
onerdigi sekilde elde edilerek, total RNA’lardan cDNA sentezi ger¢eklestirildi. (Bkz:
Boliim 2.5.4 ve 2.5.5).

cDNA’lar kalip olarak kullanilarak Real time PCR ¢alismasi, URG-4
primerleri ve insan B-2 primerleri kullamlarak Bélim 2.5.6’da anlatildigr sekilde
gergeklestirildi  ve sonuglar Minitab 14 istatistik programi  kullanilarak
degerlendirildi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml1 olarak kabul edildi.
Yapilan sqPCR sonucunda TNF-a sitokininin JNK yolak inhibitériiniin uygulandig
cDNA’larda URG-4 ekspresyonunda azalig gosterildi (Sekil 3.66).

16 -
14 -
12 -
10 -

Kat mRNA

o N b~ O

Uygulanan inhibitorler

Sekil 3.66: TNF-a sitokini ve gesitli inhibitérler uygulanmis cDNA’lar kullanilarak

yapilan qRT-PCR verilerinin grafik {izerinde degerlendirilmesi

Protein seviyesinde etkiyi incelemek iizere elde edilmis olan hiicre
peletlerinden Laemli protokolii kullanilarak lizatlar hazirlandi. Son konsantrasyonu
50 pg olacak sekilde poliakrilamit jel iizerine yiikleme yapildi. Boliim 2.6.1°de
belirtildigi sekilde western metodu uygulandi ve spesifik URG-4 poliklonal antikoru

ile URG-4 proteini isaretlendi. Aym1i membran B-aktin antikoru kullanilarak
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normalize edildi. Sonuglar IMAGE J programi kullamlarak analiz edildi. Yapilan
inhibitér deneylerinde Mekl MAPK inhibitérii, wortmanin ise PI3K inhibitdriidiir.
Ayrica SP600125 ise JNK yolu inhibitérii olarak bilinmektedir. 200 U/mL TNF-a 6
saat uygulama sonucu URG-4 mRNA’s1 arttirdi1 tespit edildi. MEK-1 inhibitériiniin
uygulamasi TNF-a artis1 inhibe etmezken,SP600125 uygulamasi ise TNF-0 cevabini
inhibe etmektedir. Dolayisiyla ¢alisma sonucunda sitokinin JNK yolu {izerinden

URG-4 geni ekspresyonunu etkiledigi tespit edildi (Sekil 3.67).

K DMSOK TNF-a MEKI MEKI+TNF SP600125 SP600+TNF Wort

URG-4

B- aktin

TNF-a inhibisyon

Kat protein
w

Uygulanan inhibitorler

Sekil 3.67: TNF-a sitokini ve gesitli inhibitorlerin URG-4 ekspresyonu iizerine

etkisinin western seviyesinde gosterilmesi
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URG-4 ¢cDNA’smin Ektopik ekspresyonu

[lk olarak 2002 yilinda Karaciger karsinomada HbxAg proteini ile indiiklenen

gen olarak klonlanan, URG-4 geninin 6zellikle kanserli hiicrelerde Siklin D1 geninin

ifadesini arttirdig tespit edildi. URG-4 ile ilgili osteosarkom ve mide kanserlerinde

ifadesine ait regiilasyon ¢aligmalar1 yapildigi ancak genin protein dizisi, var olan

varyantlarinin  gérevi ve hangi dokularda yer aldigi ile ilgili kisith bilgiler

bulunmaktadir. Ayrica ifadesi gosterilen dokular da oldukca kisitlidir.

Bu nedenle tezin bu bélimiinde, URG-4 ¢cDNA ¢alismalarina odaklanildi.

Sekil 3.69’da planlanan ¢alismalar gésterilmektedir.

(©)

(i)

(iii)

(iv)

)

(vi)

URG-4 geninin farkli kanserlerde ifadesine hem mRNA (RT-PCR)
hemde protein diizeyinde (western blot) ekspresyon ¢alismalarina yer

verildi.

URG-4 geninin hiicresel yerlesiminin gosterilmesi i¢in Immun
florasan analizi yapildi. Immun florasan analiz Hep3B ve PC3

hiicrelerinde gerceklestirildi.

URG-4 cDNA varyantlarimin biyoinformatik analizi yapildiginda
farklilik gosteren Varyant-2 ve -4’ e ait spesifik primerler kullanilarak

farkli kanserli hiicrelerde RT-PCR ile ifadesi incelendi.

Su ana kadar proteinin fonksiyonu ile ¢ok somut bir ¢alisma olmadig:

icin URG-4 proteini biyoinformatik olarak analiz edildi.

URG4 varyantl cDNA’st PCR’a dayali teknikle klonlanarak,

klonlanan cDNA dizi analizi dogrulandi.

Okaryotik ekspresyon vektoriinde bulunan URG-4 ¢cDNA kalsiyum
fosfat teknigi ile Hep3B hiicrelerine tranfekte edildi. URG-4
c¢DNA’sim1 agin ifade eden hiicreler ve ifade etmeyen hiicreler MTT
analizi ile proliferasyonuna bakildi. Ektopik ifade ettirilen URG-4
ekspresyonu RT-PCR, qRT-PCR ve western blot ile dogrulandi. Yine
ektopik ifade edilen URG-4 geni koloni olugturma potansiyelleri

koloni formasyon deneyleri ile incelendi.
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(vit)  Farkli bir doku modelindeki durumunu gostermek i¢cin URG-4’iin
agir1 ifadesi kemik modeli olan Saos-2 hiicrelerinde gergeklestirildi.
Okaryot ekspresyon vektériinde bulunan URG-4 ¢cDNA Fugene HD
™ ile kalic1 transfekte edildi. Asir1 ifade edilen URG-4 ifadesi qRT-
PCR ile dogrulandi. MTT analizi yapilarak hiicre proliferasyonuna
etkisi de belirlendi. Ayrica agiri ifade edilen URG-4’iin TNF-a ve
TGF-B etkisine olan katkis1 degerlendirildi. Ayrica kalic1 transfekte
edilen hiicrelerde niiklear ve sitoplazmik protein ekstraksiyonu
hazirlanarak western blot analizinde URG-4 proteinini hiicresel

lokalizasyonu tespit edildi.




URG-4cDNA'sinin
Ektopik Ekspresyonu

VA Ly

( I i N\ h
) I;;arkn(lj(anierhucre Farkli Kanser hiicre VaryanfchNA sinin
a R?IEC:;?WSPF:SYO“U hatlarinda ekspresyonu cogaltimasi
= Satem RT-PCR/Western L PCR 2
L J
PC3ve Hep3B hii [ \( )
ve He tcre
hat P q Varyantlarinin Ekspresyon vektdriine
Sl Biyoinformatik analizi lonlarmas
lokalizayonunun \ J
gosterilmesi e N\ %
IEC J Varyant 2'nin 4 )
\. ekspresyonu Herp3B hiicrelerine
L RT-PCR J gegici Transfeksiyonu
L J
o
MTT
RT-PCR/qPCR
Western
Koloniformasyon
. J
4 )
Saos-2 hiicrelerine
kalici transfeksiyonu
. S
( MTT
RT-PCR/gPCR
Hucre gdcl Deneyleri
TGFve TNF
sitokinlerinin etkisi

Sekil 3.68: URG-4 cDNA’smin ektopik ekspresyonu ¢alisma basamaklarini gdsteren
akis diyagrami
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3.3.1 URG-4 Geninin Cesitli Hiicre Hatlarindaki Ekspresyonunun

Incelenmesi

URG-4’tin farkli kanser hiicrelerinde ifadesi hem mRNA hemde protein
diizeyinde farkli kanserli hiicrelerde gosterildi. Protein diizeyinde ifadesi i¢in western

blot teknigi ve mRNA diizeyinde ifadesi i¢in sqRT-PCR kullanild:.

Insan kanmi, MG-63 (Insan Osteosarcoma), MCF-7 (Meme kanseri), DU145
(Insan Prostat kanseri), Huvec (Insan Kordon Endotel Hiicreleri), Ishikawa (Insan
EndometrialAdenokarsinoma), Hela (Insan serviks Kanseri), Hep3B (Insan
Karaciger Kanseri), PC3 (Insan Prostat Kanseri), HT29 (insan Kolon Kanseri), Saos-
2 (Insan Osteosarkoma) ve HL-60 (Insan Miyeloid Losemi) (Sekil 3.69) hiicre
hatlarindan fermentas RNA izolasyon kitinin 6nerdigi sekilde RNA izole edildi (Bkz
Boliim 2.5.1)ve bunu takiben totalde 1 pg RNA kalip olarak kullanarak cDNA elde
edildi. 1 pL cDNA kalip olarak kullanilarak Tablo 2.20°de verilen primerler
kullanilarak RT-PCR metodu uygulandi. Sonug¢ olarak genin biitiin kanser hiicre
hatlarinda ekspre oldugu bulundu. Sq-PCR analizi sonucunda URG-4 geninin en az
DU145 hiicre hattinda en fazla ise MCF-7 hiicre hattinda ekspre oldugu tespit edildi
(Sekil 3.70).
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Sekil 3.69: Calismamizda kullanilan hiicre hatlarinin fotograflar
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Sekil 3.70: URG-4 geninin biitiin hiicre hatlarinda RT-PCR metodu ile

ekspresyonunun incelenmesi

25 cm? flasklarda yetistirilmis olan hiicrelerden Bolim 2.6.1.1°de anlatildig:
sekilde lizat hazirlandi. Protein konsantrasyonu qubit ile belirlenerek 50 pg protein
olacak sekilde kuyucuklara lizatlar yiiklendi. Transfer islemi 2.6.1.5°de anlatildig:
sekilde uygulandiktan sonra abcam firmasindan temin edilen anti-URG-4 antikoru
1/100 diliisyon oraninda kullamildi. Spesifik URG-4 proteini 100kd civarinda
gdzlendi. Kontrol amagh kullandigimiz beta aktin antikoru 1/1000 diliisyon oraninda
uygulandi ve bantlar 42 kD civarinda gozlendi. IMAGE J programi kullamilarak
denstiometrik analiz yapildi ve URG-4 geninin protein seviyesinde en yiiksek olarak

HL-60 hiicrelerinde bulundugu tespit edildi (Sekil 3.71).
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Sekil 3.71: Cesitli hiicre hatlarinda URG-4 geninin ekspresyonunun protein

seviyesinde gosterilmesi

3.3.2 URG-4 Proteininin Hiicre Lokalizasyonunun ve Protein ifadesinin

PC3 Hiicrelerinde Immun florasan Teknigi ile Gosterilmesi

PC3 hiicre modelinde URG-4 geninin lokalizasyonu IFC (Immun Florasan)
teknigi kullanilarak gosterildi. Bu amagla 24 kuyucuklu plakalara 125.000 hiicre esit
olarak paylastirildi ve 2.6.2°de anlatildigi bigimde metod uygulandi. Kullanilan
primer ve sekonder antikorlar Tablo 2.9°da verildi. Sekonder antikor uygulamasini
takiben PBS ile yikanan hiicreler {izerine aym1 zamanda c¢ekirdeklerin florasan
goriintiilenmesini saglayan DAPI boyamasi yapildi. Olympus goriintiileme cihazi
kullamlarak 20X biiylitme oraninda fotograflandirildi. Calismalarimiz sonucunda
URG-4 geninin hem niikleusta hemde sitoplazmada ekspre oldugu gosterildi. (Sekil
3.72, Sekil 3.73). Aym1 zamanda URG-4 antikorunun ilk olarak bu metotta
uygulanabilirlifi gosterildigi i¢in Abcam firmasmin web sitesinde fotografimiz

bulunmaktadir [74].
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Sekil 3.72: URG-4 ekspresyonunun PC3 hiicre hattinda IFC metodu uygulanarak
gosterilmesi (Alexaflour 488 Antirabbit boyama)

Sekil 3.73: URG-4 geni ifadesinin PC3 hiicre hattinda alexa flour 488 florasan
sekonder antikorla igaretlenerek gosterilmesi
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Sekil 3.74: PC3 hiicrelerinde ¢ekirdek boyamasi (DAPI)

Sekil 3.75: PC3 hiicrelerinde Cekirdek boyamasi ve URG-4 boyamasi olan

fotograflarin iist iiste ¢akistirilmasi
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3.3.3 URG-4 geni mRNA ozellikleri

URG-4 geni 7. Kromozomun kisa kolunda olup yaklagik 50 bin bazlik diziyi
icermektedir (43,915,501-43,967,000). Insanda URG-4 genine ait 4 varyanti
bulunmaktadir. Varyant 1 NM_017920, Varyant 2 NM_001077664, Varyant 3
NM_001077663 ve Varyant-4 NM_001290076 erisim numaralariyla gen bankasinda
“bulunmaktadlr. Varyant-1 mRNA’51 3609 bg, Varyant-2 3831 be, Varyant-3 3036 bg
ve Varyant-4 mRNA’s1 3957 b¢ uzunlugundadir. URG-4 genine ait varyantlar
biyoinformatik analizlerle karsilastirildiginda translasyonel baslangi¢ kodonu 1. ve 3.
varyantlarda ilk ekzonda yer alirken Varyant-2'de 4. ekzonda bulundugu tespit
edildi. Bunun yam sira Varyant-37in (931 aminoasit) diger varyantlarla

karsilagtirildiginda en biiyiik proteini kodladig: tespit edildi. (Sekil 3.77)

Ikinci agama olarak varyant mRNA’lar1 birbirleriyle blast yapildiginda
Varyant-2’ ve Varyant-4’ in ilk ekzonu olan 1-267 b¢’lik bélgenin bu varyantlara
spesifik oldugu teyit edildi (Sekil 3.76).

URG-4 warl ---= e 2 e =T el 2

URG-4 vard H = e St z
URG-4 ¥2TZ —————————— e~ HTOEKY TGCCRABCETLUTEH CAGSGGAAGCAGCOBOOLTG SOTTACGCTGORCACCOOCAC 78
TRG-4 vard ACTS LETCOTCOCCGUGTROCBAGCETOCT SCGHICHAGEEEAAG FEGBCTHOCCHGETTACSOTSOCCATCUGCAT 80
TIRGG WATT oo oo s oo o o o 20 e i 0 3 0 0 0 4 0 0 e T
DRG~4 warl 79093 . 0,290 87100 4 2 o e .30 2 9 09 . 5 ¥
UBG-¢ var? CT0087TO Tu?tsc"*ﬁmc&whs“m:{rmﬁ&ccc* SAGGUCAGCHAAGABCAGGUGCTOSTTOGUTTTACGGASACSCOUGRAS 168

URG-4 ward CTOBTCCTOTOOCTICOACCALTAGTCAD CCGBAGK AGAGGAGGHOCTLOTTEOCT TTALCOABACBCGOGEAS 180

TRG-4 varl GAGCE: SUGCHBAGSAAGLGAAGGADGCSOGGAB-COBAGACCTOGCTOCGOTCATGG- $1
TBE-§ TETIT oot bt b i e GAGC O GeCCGC N GRATGAAGCOAA DR AGO L GOTAG-CoRAGATS TODOTECGCTOATS G
TRG-4 var? CACOCTOAAGE TeCACACGUTOo o T OC Tl LT ST T TACA T OO T oGSO G T T TO A SO TS TOATATARC T TCAGAATASTRGT
CCTOAGAATAGTOGT

URG-3 wvard CACCCTOAAGGToCUACACECTCOOU T T OO TG T T CO TACATCC P OGO TO T TOOCAGSC TOTCATATAS

URG-4 wvari -COTCOOCCs e e e S
URS-4 varl -LOTOGCCCG-—-- = o
URG-4 var?2 TCTTAADTCT-————mm——mm o - = z
URG-4 ward ToTTAACTC T AAAGAS PO T TaCT T O T oAC O A G TOOAS TeCAGTOS TRAAA T T THRCTCACTRTOOCTTCAGCOTCOCADROTLAA 250

DRG-4 wari T T TR ——— CATTCAGATTTGOCAGAAGT
URG-4 var3 GOATAGAAGTOOAAT TACTOOGCAAAGHGCAT TCAGAT T TOOGATAAGT
URG-4 vare ATAGAAG T OOAAT TACTOOCCARABGECAT TOAGATTTGOCARAALT

URG-¢ vard o aA”‘&S’s‘}sﬁ(‘a‘c”ﬁgﬁi’fl’?C(“Z’UAG?A1{"1‘GEan?ﬁCh&uA?&GAﬁS"GGAA‘??A’”GMMA??CA;;&T"UC%GMQ"‘

Sekil 3.76: URG-4 Varyantlarina ait cDNA dizilerinin karsilastirilmasi ve

primerlerin yerinin gosterilmesi

URG-4 genine ait Varyant-2 ve Varyant-4’iin  ¢cDNA’smin  5°UTR
bolgesinden tasarlanan primerler Tablo 2.20°de verildigi gibidir. Primerler
kullanilarak URG-4 Varyant -2° ve Varyant-4’iin ekspresyonu ¢esitli kanser hiicre ‘
hatlarinda mRNA seviyesinde PCR teknigi kullamilarak gosterildi. (Bkz: Béliim g
2.5.5). CGalisma sonucunda Varyant-2 cDNA’sida Varyant -1 ve Varyant-3
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cDNA’sinin ekspre oldugu kanser hiicre hatlarinda ekspre oldugu tespit edildi (Sekil

3.78).
URG~4 Varl HAST—-mmmmmm CHSDLCEVAFEIRASERRTAVAIADLEWREMECDDCEFRYGDGTHEAQDNDF FTVERSRIOEHMISLIGLETYOVORL 22
URG~4 Vard MHASPCIZVELLCRUESDLCEVAPEIRASERRTAVAIADLEWREMECRDCEFRYGROTREAQDRDPFTVERSRLOEMLSLIGLETYOVORL
URG~4 Var2 - FECDDCEFRYCDROTREAQDRDPFTVERSRLOEMLSLIGLETYOVORL
URG-4 Yard FEGRDCEFRYCDROTREAQDRDEFTVERSRLOEMLSLLGLETYQVORL

TRG~4 Varl SLODSLOISEDSHRRWARVERDLIWRELRELOALRADARNT THV LDV LEDARFVERESQMEER T IYWDPADDLAADIYSPSELETPDTE
URG~-4 Vard SLODSLOISTRSHRIMARGVRRD LIWRE L RELOALNADARN T IV LDV L FDARFVERE SOMEER T IYWDR PADDLAADIYSFSELPTEDTE
URG-4 Var2 SLQDSL SRS RNMAR VIR L PR LRI LA LNADARN T TV LDV L P AR FVERE SOME R E L I YWD PADDLAAD I YSFSELPTEDTE
URG-4 Vard SLODSLOISTDSHRNWAPGVERD LPWNELRELOALRADARNTTHVIDVLIDARFVERESQUEEE T IYWDFADDLAADIYSFSELPTEDTE 2

TRO-4 Varl VHPLDLLCALLLSSDSFLOORIALRMALCOPALFLVLEDSEREYRTPLINAMROIVRTWHSOPEFRGMGSPREDSVVLSRATAPAFVRIDY
TRG~-4 Vard VYRR DLLCALLLSSDSPLOORIALRMALCOPALFLVLPDSEREYE TP LLWAMRGIVRTWWS QP PRCHUS PREDSVVLSRATAPAFVRYDY
URG~-4 Var2 VHPLDLLCALLLSSDSPLOOEIALRMALCORALFLVLIDSEREYHT P LIMAMRGIVR TWHWSOPFFROHMOSPREDSVVLSRATAPAFVRIDY
URG-4 Vard VRPLDLLCALLLSSDSFLOQEIALRMALCOFALPIVLPDSEREYETPLINAMRSIVRTWWSOFFRCHMOSPREDSVVLSRAFPAPAFVRIDY

R R
i
PR e

LV

URG-4 Varl SSRSHSQLINAVLSPCHROWDCIWHRD N LGTRARZISDOLVE I SWEF FSCREDLDIFFEPVAFLNIRCDICSEWLOFRLITEISSAVEY
URO-4 Vard SSNSEEOLIRAVL S PCHROWDCIWHERD LN LGTRARE I SR LVE I SWEPPSCREDLDIFFEFVAF LNLRODICSEWLOFRLITRISSAVPL
URO-4 Var?2 SSRSESQLINAVLSPOHROWDCIWERD LN LCTRARE I SDOIVE I SWEPFSCREDLDIFPEFVAPLNIRCDICSEWLOFLLTRISSAVEY
URG-4 Vard SERSESQLINAVLSPCHROWDCEWHERDINLGTRAREISDOLVEISWEFFSOREDLDIFFEFVAPLNIRCDICSEWLOPRLLTRISSAVEY

[t Y
B I

Ak L ek ek

URG~4 Varl LY DRISR YR LY SRR ST TR Y P I LS Py ROERN TR LR LR L I PV LRI DESEVIVEVESSTDREDSFVERIRAIVORVLRAPURRVEVED
URG~4 Vard LRI SEEY R LY S R ST TR Y P I LS PV ROERN TR LR LR LI FVLRIDESBVLVRVSSTREDSEVERIRATVORVLIRAFCRRVSEVEDR
URG~-4 Var?2 Ly SR YR Y S R ST TR Y P I LS Py RO RN TR LR LR L I PVLEI DHSBVIVRVSSTREDSFVERIRATIVORVIRAPCRRVEVED
URG~-4 Vard LIDNISER YR LY S R ST TRy Y E I LS PYRGERN TR LR LR LI FVLEI DESEVIVRVSSTREDSEVER IRAIVORVIRAFCRRVEVED

URG-4 Varl HAARRKIGLEVDERCEECORARDRMERITREIRDSDAYRRDELRLOCD MWREAAQVEREPCOLOWAVD FPERHRASLRRRLIBLRMOON
URG~-4 Vard MARAARTIGIRVDERCEECORARDRMERITREIEDSDAYRRDELRLOODIWREAAQVEREPCOLOHAVDFFERERADLRRRLL B RMOON
URG-4 Var2 HANAARRLGLRVDEDCEECORARDRMERITREIRDSDAYRRDELRLOCD FWRRAAVEREFCOLOWAVDEFERHRAELRRRLLELRMOON
URG-4 Vard HARAARRLGLRVDEDCEECQORARDRIMERITRRIRDSDAYRRDELRLGODFWRRAAQVEREPCOLOWAVDEFERHRASLRRRLLELRHOON

by deh

£

Wb owb R g

E A
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URG-4 Varl CGHDRSSCVOEPISCISERS L SERNY IR NG L ARVAG PR LRGP PET L LT R REGO T T DV EF LW B FLOVERP LREHOOFYEARSCL
URG~4 Var3 CHDPSSCVQERISCISSESLSERDY L RMENGLARVAQFRLROFFETLLT LRERBGOTTDVSEFIWPEPLOVERBFLREMGOFYEARSCL
URG~4 Var2 CHDPFSSCVQETISCISSESLSERDYF LR ENGLARVAQPRLROFFETLLTLRIREGOTTDVCEPIWPEPLOVEEPLREHGOFYEAESCL
URG-4 Vard CHDPSSCVQEPISCISSPSLSERDY P IRMHENGLARVAQFRLROFFETLLT LRIRHGOTTDVGEPIWEPEFLOVESTLREMOOFYEAESCL

o
1 )
¥ ux e

Y

URG~-4 Varl VEAGRLIACORRFARFPFCLASELLLTCLRLELIDGST LSHEVRWVTSLLRELEVRLERRSR I VYL STVOVECTORSTLINTHECLRFATS
URG~-4 Vard VEAGRLIAGORRPARFPCLASELLLTCLPLELIDGST LSHEVRWVTOLLRELBVRLERR SR IVVLSTVOVECSTOES TLINTHESLREATS
URG-4 Var?2 VEAGRLIAGORRFARFFCLASELLLTCLPLELIDGST LEHPVRWVTOLIEELEVRLERRSRIVVLSTVOVECTORSTLINTHECLRPATS
URG~4 Vard VEACRLIAGORRPARFPCLASELLLTGLPLELIDCSTLSHEVRIWTCLLEELEVRLERRSRIVVLSTVOVECSTORSTLINTHESLRPATS

URG~4 Varli ESCORRGATMOLITVABGESQDLOCDEILVIDSOOLICCALTSACDRYELBASLATLIMCLSNVTVISLAESTRDIFAAILBAFLRIERTS
URG~4 Vard RSCOPRGAFMOLITVARGESQODLOCDHILVIDSCOLICOALT SACDRYELEASLATLIMOLSNVTVISLAETRDI PAAILBAFLRLERTS
URG~4 Var2 ESCORRGAFMOLITVAECGFSQDLGCDRILVIDSOOLICCALTSACDRIELEASLATLIMCLSNVIVISLASTRDIFARILBATLRIERTS
URG~4 Vard ESCORRCAFMOLITVAECPSQDLGCDRILVIDSGOLIGCCALTSACDRIELEASLATLLMGLSRVTVISLASTEDIFAAILBAFLRIERTS 7

URG-4 Varl BMENYQEVYORLEDVSVESFRPRDRRQLLDEFFSDLSRAMAERDODOFRALAGLAPCOPERDEIWBS IFOIWECAPPHMARVSLAYSEAIP £

URG~4 Vard BIENYORVYORLEDVEVECERIRDERQLIDEFFCDLERAMAMERDCDOFRALACLAPCRFERDR IWHI FOLWHCAPPHAAVS LAYSEATIF 22
URG-4 Var2 BN ORVYON LDV SV RS ERIFRDERQLLDFFSD LS RASAQUERDODCFRALACLAPCDPERDE IWR I FOLWBCATPHARVS LAYSEALR
URG~4 Vard BENYORVYONLEDVEVECIRIRDERGLLDFFCDLERAAAERDCDOIRALACL APCRIERDR IWB I FOLWECAPPHARVSLAYSERLY

URG~-4 Varl EiIRERCLIENIRNCLERQNENIOQLIELVERL
URG~4 Var3d EZLERCLLENIRNCLSBONERIQOLIELVRRL ¢
URG-4 Var2 EIERCLIENIRNCOLSNONENIQOLIELVRRL 288
URG~4 Vars ELRRCLIENIRNCLERONENIQOLIELVRRL 2%

Sekil 3.77: URG-4 Varyantlarina ait protein dizilerinin karsilastirilmasi
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Sekil 3.78: URG-4 Varyant-2 ve Varyant-4lin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda

ekspresyonun gosterilmesi

3.3.4  Proteine ait Biyoinformatik Ozellikler

I-TASSER programi bir proteinin sekans dizisinden yapiya, yapisindan
fonksiyonu hakkinda bir tahminde bulunmay: saglayan otomatik protein yapi ve
fonksiyon analizidir. Program ¢esitli eslestirmeler ve tekrarlayan simulasyonlarla 3
boyutlu protein yapilarini dnerir [75].

URG-4 proteininin yapisi ve isleyisi hakkinda literatiirde yeterli bilgi
bulunamamasindan dolay1 Varyant-1 protein dizisini
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edw/I-TASSER/ web tabani iizerinden yiikleyerek
protein analizi yaptirildi. S991146 numarali kayitla yaptirdigimiz analiz sonucunda
URG-4 proteininin yapist i¢in 3 boyutlu yapisi hakkinda 5 model Onerilmistir. 5
modelden C degeri en yiiksek olan URG-4 proteinine en benzer model olarak
distintilmektedir. C skoru veri tabaninda bulunan benzer 6rneklerle karsilastirilarak
hesaplanmaktadir. Sekil 3.79°de 6nerilen 5 modelin 3 boyutlu yapilar1 verilmistir.
Bunlardan besinci model C skoru en yiiksek olan dolayisiyla URG-4 proteinine en
yakin olan modeldir. Evrimsel yakinli1 olan dizileri segebilmek i¢in, kayit ettirilen
dizi ilk olarak pozisyona “Ozgiin tekrarlayan diziler” olarak bilinen PSI-BLAST
yapilir. Homolog dizileri birebir karsilastirma yapilarak PSI-PRED kullanilir, bu data
bize proteinin ikincil yapisi hakkinda bilgi verir. PDB yapi kiitiiphanesi olarak
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bilinen LOMETlerle karsilagtirilarak dizinin ikincil yapisi kesinlestirilir. Daha
sonrasinda 7 program (FUGUE, HHSEARCH, MUSTER, PROSPECT, PPA, SP3 ve
SPARKYS) ile resimlestirilir.

Sekil 3.79: URG-4 proteini i¢in 6nerilen proteinlerin 3 boyutlu yapilar

Veritabamnda LOMET lerle karsilastirilarak verilen diziye yakin 10 kalip
onerilmektedir ve normalize edilmig Z skoru baz alinarak hesaplanmaktadir. Z skoru
1’den buytik oldugunda anlamli dizi belirlenir. Yaptiimiz analiz sonucuna gére Z
skoru en yiiksek olan HUMAN GUANYLATE BINDING PROTEIN-1 IN
COMPLEX WITH THE GTP ANALOGUE,GMPPNP.: Insan Guanilat Baglanma
Proteini’dir.

Tm skoru hesaplanarak diziye yakin yapisal analog belirlenir. Yapisal
analoglar I-TASSER modelleri ve eslesen kaliplar arasinda Tm skoru baz alinarak
verilir. Tm skoru 0,5’den biiytik olan degerler anlamhidir. Analiz sonucunda 0,881
degeriyle “Crystal Structure of The Candl-Cull-Rocl Complex”enzimi yapisal

analogu olarak tespit edilmistir.
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I-TASSER fonksiyonel ozellikler, EC (Yizde Enzim) degerleri, GO (Gene
Ontoloji) ve BS (Baglanma Bolgeleri) degerleri hesaplanarak belirlenir. Program
tarafindan bu degerler analiz edildiginde 5 enzim homologu onerilmektedir. Bu
enzimler Geranylgeranyltransferase from rat brain, Sellobiyoz fosforilaz, Insiilin
degrede eden enzim, rat protein farnesiltransferaz ve glutamat sentaz olarak

Onerilmektedir.

3.3.5 URG-4 geni Varyant-1 cDNA’sinin PCR teknigi ile cogaltilmasi

Erisim numarast NM 17090 URG-4 varyant 1 cDNA dizisi NCBI data
bankasindan alindi. Sekil 3.80’de varyant 1’e ait intron ve ekzon bolgeleri sematize
edildi. Proteinin baslangi¢c (ATG) ve sonlanma kodonlarim1 (TGA) icerek sekilde ileri

ve geri primerler tasarland1.

intron intron intron intron genomik
1 3368 5798 5798 6006 6058 11514 11585 30660 30731
A \ A
o /\ A sl Zjl Ce o Y TE e e B
3591 223 232 192 193 141 142 71 72 1

mRNA1

Sekil 3.80: URG-4 Varyant-1’in intron ve ekzon bolgelerinin sematik gosterimi

pCDNA-Topo-gateway Kitinin™ (Invitrogen) Onerdigi sekilde ileri
primerinin bag bolgesine CACC dizisi eklendi. Primerlerin Tm sicakligi ve
ozgiinligin NCBI ve IDT adresleri kullanilarak tespit edildi. Makrogen firmasindan
temin edilen primerler kullanilarak PCR teknigi ile 6zellikle kiit u¢ olusturan enzim
stratejileri segilerek cogaltildi. PCR reaksiyonu son hacim 50 pL olacak sekilde, 1
uL URG-4 ileri primeri (50 pmol/ pL), 1 pL. URG-4 geri primeri (Tablo 3.9), High
Fidelity master mix 25 pL, % 3 DMSO (1,5 pL) kullamlarak gerceklestirildi. (Sekil
3.81)

Topo-Gateway kitinin 6nerdigi sekilde ligasyon ve transformasyon

basamaklar1 yapildiktan sonra olusan kolonilerden plazmit izolasyonu Bolim
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2.3.8’de anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. Restriksiyon kesimi ile kolonilerin
rekombinant olup olmadigr belirlendi. Rekombinant olarak elde ettigimiz

kolonilerden biiyiik 6l¢ekli plazmit izolasyonu yapildi (B6lim 2.3.13).

Tablo 3.9: Varyant 1 cDNA’sinin Klonlanmasi Asamasinda Kullanilan cDNA

Primerleri
Gen Primer dizisi (5°-3°) Cogaltilan
balge (bg)
URG-4 Forw CACCGAGACCTCGCTGCGCTCATGGCGTC | 2971
cDNA Rev CTCGAG AGACATTTATTAAGCGTCTA

Sekil 3.81: URG-4 cDNA’sinin agaroz jel fotografi

M: 1kb marker (SM0311) 1-2: URG-4 cDNA’sinin PCR teknigi ile gogaltilmasi ve
% 0,8 ’lik agaroz jelde goriintiilenmesi

PCR iriinlerinin ligasyonu, pCDNA3.2 Topo Gateway klonlama Kkitinin
onerdigi sekilde, 8 uL PCR firilinii, 2 pL tuz soliisyonu ve 1 uL pCDNA3.2 vektorii
koyularak karigim hazirlandi ve 15 dk oda sicakliginda bekletildi. Ligasyon {iriinii
kitin igeriginde bulunan Topl0 E.coli soyuna transforme edildi (Bolim 2.3.9).

Olusan kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi. Restriksiyon kesim kosuilar1 son




hacmi 50 pL olacak sekilde, Notl enzimi (Fermentas) ve Xbal enzimi (Fermentas) ile

Boliim 2.3.11°de belirtildigi gibi gerceklestirildi. (Sekil 3.82)

Sekil 3.82: URG-4 ¢cDNA’sinin igeren PCDNA3.2 ekspresyon vektoriiniin

restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu

M: 1kb marker (SM0311) 1-2: URG-4 cDNA’smin igceren pCDNA3.2 ekspresyon
vektoriiniin Notl ve Xbal RE enzimleri kullanilarak kesilmesi ve sonuglarn %

0,8’lik jelde goriintiilenmesi

3.3.6  Dizi Analizi ile URG-4 ¢cDNA’nin Dogrulanmasi

URG-4 Varyant-1 cDNA’sinin baslangi¢ kodonu 58. bazda ve sonlanma kodonu
2826. bazda bulunmaktadir. Cogaltmak amagl kullandigimiz ileri primerleri
baslangi¢ kodonunu igerecek sekilde, geri primeri ise 3°UTR dizisi igerisinden
tasarladik. Cogalttigimiz bolge yaklasik 3500 bg oldugu igin ileri ve geri primerler
dizileme sirasinda yeterli olmamistir. Bu amagla dizinin i¢ bélgesinden primerler
tasarlandi. Tasarlanan primerler Tablo 3.10°da verildigi gibidir. Ayn1 zamanda Sekil
3.83’°de konumlar1 gosterildi. Primerler ve plazmit dizi analizi i¢in
ANKARA/REFGEN birimine gonderildi. Analiz sonucunda ¢cDNA’da herhangi bir
mutasyon olmadigi gézlendi (Sekil EK-H).
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+58 b +1021 bg 2521 bg 3500 bg

Sekil 3.83: Dizileme i¢in hazirlanan primerlerin sema {izerinde g6sterilmesi

Tablo 3.10: Dizileme i¢in olusturulan primerlerin listesi

Primerin Ad1 Primer dizisi (5°-3”)

F1 CACCGAGACCTCGCTGCGCTCATGGCGTC
F2 CCTGTGGCCTTTCTGAACCTGAGAG

R1 CAGGAGCTGTCTCTTGTCTCTGGGC

R2 CTCGAG AGACATTTATTAAGCGTCTA
pCDNA3.2 Rev CTTCCGTGTTTCAGTTAGC

3.3.7 Gegici Transfeksiyon Metoduyla URG-4 c¢DNA’sinin Hep3B

Hiicrelerine Verilmesi ve Karekterizasyon Calismalari

Kalsiyum fosfat transfeksiyon metodu kullanilarak URG-4 ¢cDNA’s1 10 pg
olacak sekilde kiigik flasklara (25 cm?) transfekte edildi. Kiigiik flasklara
transfeksiyon islemi normal transfeksiyon protokoliinde kullanilan malzemelerin 7
kat1 kullanilarak Bo6lim 2.4.7.1°de anlatildig1 gibi yapildi. Transfeksiyondan 6 saat
sonra medyum taze % 10 FCS’li DMEM ile degistirildi. Transfekte edilen hiicreler
72 saat sonunda tripsinizasyonla kaldirilarak santrifiij ile ¢oktiiriildii. Olusan pelet
daha sonra RNA izolasyonu ve protein ¢alismalarinda kullanilmak iizere -80°C’de
muhafaza edildi.

MTT c¢alismas: i¢in transfeksiyon g¢alismasi 6’11 plakalarda gerceklestirildi.2
g URG4-pCDNA ve gen igermeyen pCDNA kalsiyum-fosfat metodu ile Hep3B
hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra pCDNA bos vektorii
transfekte ettigimiz ve URG4-pCDNA vektoriinii igeren hiicreler tripsinizasyonla

kaldirildi ve tripan mavisi yoOntemiyle sayilarak sonuclar Microsoft excel
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programinda degerlendirildi. (Sekil 3.84 A). Sayma isleminden sonra tekrar 96’lik
plakaya boldiiglimiiz hiicrelerin tizerine Boliim 2.4.8’de anlattigimiz sekilde MTT
metodu uygulandi. 550 nm dalga boyunda spektrofotometre Glgiim alarak elde
edilen verilen Microsoft excel programinda grafiklendirildi (Sekil 3.84 B). Buna gére
URG4-pCDNA transfekte edilen hiicreler hem sayisal deger ac¢isindan hemde MTT
deneyi verilerine gore daha fazla prolifere oldugu tespit edildi.

-80°C’de muhafaza ettigimiz peletlerden RNA izolasyon kitinin Onerdigi
sekilde RNA izolasyonu gergeklestirildi (Bkz Bolim 2.5.1). Daha sonra 1 ug RNA
kalip olarak kullanilarak cDNA sentezi yapildi (B6liim 2.5.4). URG-4 primerler ve
normalizat6r primerler olan Insan B-2-mikroglobulin primerleri kullanilarak sqPCR
calismas1 Boliim 2.5.5°de belirtildigi sekilde uygulandi. Sonuglar IMAGE J programi
ile analiz edildi (Sekil 3.84 C). Real time PCR metodu uygulanarak RT-analizde
gosterilen artis teyit edildi (Sekil 3.84 D). Buna gére qRT-PCR’da URG4-pCDNA
transfekte edilen hiicreler 40 kat daha fazla URG-4 mRNA’simi ifade etmektedir,

Protein seviyesinde URG-4 geninin fazla ekspre oldugunu gostermek tizere
western metodu uygulandi. Sonuglar IMAGE J programi kullamilarak analiz edildi.

(Sekil 3.84 E)
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Sekil 3.84: Ektopik eskpre edilmis URG-4 genine ait MTT, RT-PCR, Real-Time ve
Western bulgulari

A: URG4-pCDNA ve pCDNA peletlerinden elde edilen RNA kalip olarak kullanilarak elde
edilen cDNA ve spesifik URG-4 primerleri kullanilarak yapilan sq-RTPCR metodu sonucu
jel goriintiistiniin IMAGE J kullanilarak degerlendirilmesi B: URG4-pCDNA ve pCDNA
peletlerinden elde edilen RNA kalip olarak kullanilarak elde edilen cDNA ve spesifik
URG-4 primerleri kullanilarak yapilan Real Time PCR ve Act metodu ile analiz edilmesi,
C: URG4-pCDNA vektorii ve pCDNA vektorii transfekte edilmis hiicrelerden elde
peletlerin mikroskop kullanilarak hiicre sayim sonucunun grafiklendirilmesi; D: URG4-
pCDNA ve pCDNA vektorii transfekte edilmis hiicrelerin  MTT kullanilarak
canlikliklarinin 550 nm dalga boyunda 6lgiilerek degerlendirilmesi; E: URG4-pCDNA3 ve
pCDNA peletlerinden elde edilen lizatlar kullanilarak western metodu ile URG-4
antikorunun isaretlenmesi ve sonuclarin IMAGE J programi ile degerlendirilmesi
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3.3.8 Koloni formasyon deneyi

URG-4 geni transfekte edilen Hep3B hiicrelerinin koloni olugturma yetenekleri
Bolim 2.4.9’da anlatildig:i sekilde gergeklestirilen koloni formasyon deneyi ile
belirlendi. Buna gore URG4-pCDNA ve pCDNA transfekte edilmis Hep3B hiicreleri
yaklagik 2 hafta sonra %10 metilen mavisi ile boyandi ve 20X’lik biiyiitmede
mikroskop kullamlarak fotograflandirildi. Proliferasyona neden olan URG-4 geninin
over ekspre oldugu Hep3B hiicrelerinde daha fazla koloni olusturdugu, buna tezat
olarak pCDNA vektoriiniin bos olarak transfekte edildigi Hep3B hiicrelerinde koloni
sayisinin daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.85 ve Sekil 3.86).

3000 hiicre 2000 hticre

S TQ? A

URG4-PCDNA

PCDNA [/

Sekil 3.85: URG-4 transfekte edilen hiicrelerin koloni olusturma kabileyetlerinin

belirlenmesi
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Sekil 3.86: Koloni formasyon deneyinin IMAGE 1J ile analiz sonucu

3.3.1 NE-PER Kkiti ile hazirlanan cekirdek ve sitoplazmik ekstraktlarda
URG-4 geni ekspreyonu

Bolim 2.6.1.2°de ayrintili olarak anlatilan protokol uygulanarak kalici
transfeksiyonu gerceklestirdigimiz hiicrelerden sitoplazmik ve niiklear ekstraktlar
hazirlandi. Hazirladigimiz ekstraktlardan 50 pg konsantrasyonda protein SDS jeline
yiiklenerek Bolim 2.6’da analatildign sekilde klasik western blot basamaklar:
uygulandi. Membran 1/100 diliisyon oraninda Anti URG-4 poliklonal antikoru ile
muamele edildi. Sonuglar fotograflandi. URG-4 transfekte edilmis hiicre niiklear
ekstratlarinda 100 kDa civarinda ki bant kaybolmus bunun yerine 55 kDa ve 130 kDa
agirhifinda iki bant olusumu gozlemledik. Buna karsin aymi kDa agirliginda ki bant

URG-4 transfekte edilmis sitoplazmik ektraktlarda goriilmemistir (Sekil 3.87).
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Sekil 3.87: Cekirdek ve sitoplazmik ekstraktlarda URG-4 ekspresyonunun
gosterilmesi (N.E: Niiklear Ekstrakt, S.E: Sitoplazmik Ekstrakt)

3.3.2 URG-4 cDNA’simin Kaliet Transfeksiyon metoduyla Saos-2

hiicrelerine verilmesi, MTT ve RT analiz

URG-4 cDNA’s1 ve bos vektorii igeren pcDNA3.2 vektérii Bolim 2.4.7.3°de
anlatildig1 sekilde Saos-2 hiicrelerine kalic1 transfeksiyonu gergeklestirildi. Bu hiicre
peletlerinden Boliim 2.5.1 ve 2.5.4 anlatildigi sekilde RNA izolasyonu ve 1 pg
RNA’dan cDNA sentezi yapildi. cDNA’lar URG-4 ve Human B-2-mikroglobulin
primerleri kullanilarak Bolim 2.5.6°da anlatildigi sekilde qRT-PCR analizi yapildi.
Calisma sonucunda URG-4 genini asir1 ifade eden hiicrelerde mRNA seviyesinde
artig gosterildi. (Sekil 3.88). Ayn1 zamanda MTT ¢aligmasi 6°l1 plakalarda 3 tekrarh
olarak Boliim 2.4.8°de anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. MTT verisi manual hiicre
saymmu yapilarak teyit edildi. Calisma sonucunda URG-4 transfekte edilen hiicrelerin

proliferatif karakterinin arttig1 gézlendi (Sekil 3.89).
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Sekil 3.88: qRT-PCR metadoyla URG-4 cDNA’s1 transfekte edilmis Saos-2

hiicrelerinde ekspresyonunun gosterilmesi
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Sekil 3.89: URG-pCDNA3 transfekte edilmis hiicreleri kullanilarak yapilan
proliferasyon deneylerine ait grafikler. A: Hiicre sayimi, B: MTT datas1

3.3.2.1 URG-4 c¢DNA’sim Kalici Olarak Transfekte Ettigimiz Saos-2

Hiicreleri Uzerine TGF-f ve TNF-a Sitokinlerinin Uygulanmasi

Kalic1 transfeksiyon yaptigimiz Saos-2 hiicreleri Boliim 2.4.7.3°de anlatildig:
sekilde % 10 FCS ve 600 pg/mL Geneticin antibiyotigi iceren DMEM kullanilarak
yetistirildi. 6’11 plakalara 500.000 hiicre olacak sekilde paylastirildi. 16 saat
inkiibatdrde beklettigimiz hiicreler tizerine 20 ng/mL TGF-B ve 500 U/mL TNF-o
sitokinleri uyguland1 ve 48 saat boyunca bekletildi. Bu hiicrelerden RNA izolasyonu
ve cDNA sentezi yapildi. cDNA’lar spesifik URG-4 ve insan B-mikroglobulin
primerleri kullanilarak PCR gergeklestirildi. Yapilan analiz sonucunda TGF-B
sitokini URG-4 ifadesini arttirmaya devam ederken, TNF-a sitokininde azaltici

yonde etki olustugu gosterildi (Sekil 3.90 ve Sekil 3.91).
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Sekil 3.90: TGF-B sitokini uygulanmigs cDNA’larda URG-4 geni mRNA seviyesinde

ekspresyon analizi
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Sekil 3.91: TNF-a sitokini uygulanmis cDNA’larda URG-4 geni mRNA seviyesinde
ekspresyon analizi
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4. SONUC VE ONERILER

URG-4 geni ilk olarak Hepatoselliiler karsinomada 2002 yilinda bulunmus ve
genin ekspresyonunun kanser hiicrelerinde 6zellikle hepatit viriisii ile enfekte olmus
karaciger kanseri hiicrelerinde arttirdig1 tespit edilmistir [16]. HbxAG proteininin
dogal efektorii olarak diisiiniilen bu genin ekspresyonu mide kanseri hiicreleri ve
osteosarkomalarda artt1f1 yapilan caligmalar sonucunda bulunmustur [16]. Hiicre
siklusunda Siklin D1 ile iliskisi oldugu aydinlatilan bu genin hakkinda yapilmis olan
calismalar oldukea kisitlidir [17,18]. Kanser hiicrelerinde ekspresyonu artan bu genin
transkripsiyonel regiilasyonunun aydinlatilmasi terapotik agidan olduk¢a 6nem

arzetmektedir. Bu amagla tez ¢aligmast {i¢ ana baghiktan olusmaktadir.

Tezin ilk basamaginda URG-4 genine ait promotor bslgesinin detayli analizi
bulunmaktadir. Bu amagla 6ncelikle muhtemel promotor bolgesi gen bankasinda
kayith olan NM_017920 Varyant-1 cDNA’sindan yararlanilarak tespit edildi. Bu
dizide translasyonun baslangi¢ bélgesinden itibaren yaklagik 1500 bg’lik yukarida

bulunan bélgenin ¢ogaltilmasi planlandi.

Promotor bolgesinin amplifikasyonunda kullanilacak olan primerler farkli
promotor uzunluklarim ¢ogaltacak sekilde hazirlandi. Haberci vektor sistemine dogru
oryantasyonda klonlamanin yapilabilmesi amaciyla primerlerin 5° u¢larina belirlenen
enzimlerin tamma dizileri eklendi. Bu sebeple oncelikle promotor bolgesine ait
restriksiyon haritas: Restriction Mapper Version 3 programi kullanilarak hazirlandi
(Ek-5). Bu analize gére URG-4 geninde galisilmasi planlanan 1500 bg’lik bélgeyi
kesmedigi tespit edilen enzimlerden Hindlll’e ait tanima dizisi ileri primere ve
Xhol’e ait tanima dizisi de geri primere eklendi. Yapilan biyoinformatik analiz
sonucunda promotor bdlgesinin 1500 bazlik kismu incelendiginde ilk 500 bazlik
bolgede ve 700-900 bg’lik bolgede 2 adet potensiyel GC adasi tespit edilmistir. Bu
tespitte kullanilan kriter obs/exp oranidir. Bu oran 0,6’min iizerinde oldugu bolgeler
GC adasi olarak bilinmektedir. URG-4 promotorunda tespit edilen olas1 GC adalar
bize bu promotorunun transkripsiyonel regiilasyonunda DNA metilasyonunun da

onemli olabilecegini gostermektedir (Sekil 3.26). GC igeriginin yiiksek olmasimndan
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dolayr giiclii bir sekonder yapi igeren bu bolge klasik PCR teknikleri ile
¢ogaltilamadi. Bu amagla PCR’da bazi optimizasyon ¢alismalari yapildi. Primerlerin
baglanma sicakligi, farkli genomik DNA (50 ng-300 ng) ve MgCl, (1-2 mM)
konsantrasyonlari, farklt PCR kitleri (Genome Walker), restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesilmis gDNA’nin kalip olarak kullanilmasi ve DMSO, etilen glikol
gibi PCR kuvvetlendiricilerin PCR reaksiyonuna eklenmesi gibi calismalar
gergeklestirildi. Biitlin bu galismalar sonucunda en biiyiik promotor pargasi (1500 bg)
¢ogaltilamadi. Daha kisa par¢a gogaltilacak sekilde primerler sentezlenerek ve 7-
deaza GTP, DMSO ve betain sitiper karigimi kullanilarak yaklasik 544 bg
uzunulugunda olan URG-4 promotor pargasi basariyla ¢ogaltildi. Aym yontem ile
5’kasaltilmis promotor pargalar: da giiglendiriciler kullanilarak ¢ogaltild: (Sekil 3.14,
3.15, 3.16, 3.17). Farkli bir strateji ile cogaltilan URG-4 5’delesyonlu promotor
pargalar: ilk olarak TA klonlanma stratejisi ile pPGEM-T Easy vektoriine klonlandi.
Dizi analizine génderilerek klonlanan pargalarin dogrulugu ve herhangi bir mutasyon

olup olmadig1 belirlendi.

Klonlanan en biiyiik promotor parcasi olan 544 bazlik bélgenin 63 bg
5’UTR’y1, 482 be ise URG-4 promotorunu temsil etmektedir. Biyoinformatik analizi
ile ¢cDNA ve genomik DNA’nin karsilastirilmasi ile muhtemel transkripsiyon
baslangi¢ bolgesi (+1) tespit edilmistir. Sekil 3.25°de gosterilmistir. Bu bolge DNA
data bankasina kayit ettirilerek KJ46614 No’lu erisim numarasi alindi.

URG-4 promotoru guanin sitozince (GC) olduk¢a zengin ve TATA kutusu
olmayan bir promotor bélgesidir. Transkripsiyonun baslangici i¢in TATA kutusu
yerine RNA polimeraz II’'nin taniyacagi INR diziler gibi farkli diizenleyici diziler
icermektedir. Bu diziler arasinda SP1/GC kutusu motifleri de dnemli rol oynarlar
[76]. URG-4 promotoruna baglanan muhtemel transkripsiyon faktorleri
Mathinspector programi kullanilarak analiz edilmistir ve ¢ok sayida transkripsiyon

faktorlerinin buraya baglandigi bulunmustur (Sekil 3.25) Sp1/GC kutusu, Kruppel

like faktér ve E2F myc aktivatér faktorlerinin baglandigi tanima dizileri URG-4

promotor dizisinde yogun bir sekilde bulunmustur. (Tablo 3.5).

Ayrica insan URG-4 promotoru diger memeli URG-4 promotor bolgeleri (rat
ve fare) Bioedit programu kullamlarak Clustalw analizi ¢oklu karsilastirmalari

(Multiple aligment) yapilmistir. Buna gére 5°UTR bélgeleri agisindan promotor
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bolgelerinin olduk¢a benzer olmasina ragmen promotor bélgelerinde farkliliklar
gosterdigi anlagilmistir (Sekil 3.27). Bu durum aslinda promotor regiilasyonlar: icin
onemlidir. Bilinmektedir ki promotor farkliliklar1 tiir diizeyinde de farkli

transkripsiyonel regiilasyonu isaret etmektedir [77].

Biyoinformatik olarak detaylica incelenen promotor bdlgesinin fonksiyonel
aktivite analizi yapilabilmesi i¢in Okaryotik haberci lusiferaz geni igeren pMetLuc
vektoril igerine alt klonlamasi gergeklestirilmistir (Sekil 3.29, 3.30, 3.31, 3.32) Sekil
3.28°de pMetLuc vektorii igerine klonlanarak olusturulmus promotor pargalari
verilmigtir. pMetLuc lusiferaz haberci vektorii Metridia longa tuzlu su Capepod
tiirtinden klonlanmis 24 kDa agirliginda N-terminal ucunda 17 aa’lik salgilanmasini
saglayan diziyide iceren lusiferaz proteinini icermektedir. URG-4 promotor bdlgesi
5’delesyonlu pargalar1 bu vektériin protein kodlayan dizinin hemen &niinde bulunan
MCS (Multiple Coding Site) bolgesine klonlanarak lusiferaz proteinin iiretilmesi ve
medyuma salgilanmasi saglanmistir. Medyuma salinan lusiferaz enzimi substrat: ile
birlestirilerek luminometrede promotor aktiviteleri belirlenmistir. Gegici olarak
kalsiyum-fosfat metoduyla Hep3B hiicrelerine transfekte edilen promotor
parcalarinin 48 saat zaman dilimi sonunda olgiimleri yapildi. En yiiksek promotor
aktiviteyi -109/+63 promotor parcasinin gosterdigi tespit edildi (Sekil 3.35).
Transkripsiyon baslangi¢ bolgesine (+1) en yakin olan bolge olmasindan dolayr bu
bolgenin kor promotor olmasi sasirtict degildir. URG-4 geni promotor bdlgesinde
olasi baglanma bolgesi olan bazi transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonel
aktivitede olusturduklar1 etki kotransfeksiyon deneyleri ile belirlendi. Hep3B
hiicrelerinde hUSF, hSP1 ve xC/EBPa transkripsiyon faktorleri ve URG-4 promotor
pargalar1 birlikte tranfekte edilerek bazal promotor aktivitelerine olan etkileri
belirlendi. Buna goére, hSP1 transkripsiyon faktériiniin -109/+63 URG-4 promotor
parcas1 haricinde diger ti¢ konstrakt tizerinde arttirici etkisinin oldugu tespit edildi.
Sadece baglanmig oldugu degil aym zamanda baglanmasi promotor aktivitesini
arttiric1 yonde etki ettigi tespit edildi (Sekil 3.36). hUSF transkripsiyon faktorii ise -
344/+63 ve -482/+63 promotor pargalarimin aktivitesini arttirdigi Sekil 3.37°de
gosterilmektedir. xC/EBPa transkripsiyon faktoriiniin ise -344/+63 ve -109/+63
promotor pargalarmin {izerinde istatistiki olarak dnemli bir etki olusturmadid: tepit
edildi (Sekil 3.38). Biitiin bu bulgular RT-PCR analiziyle mRNA seviyesinde de
gosterilmistir (Sekil 3.39). Fonksiyonel protein-DNA etkilesimi olarak bilinen
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EMSA c¢alismalar1 Pierce LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit ™ kullanilarak
gerceklestirildi. Primerler, yogunlukla transkripsiyon faktérlerinin baglanma
gergeklestirdigi bolgelere 6zgiin olarak tasarlandi. Primerler tasarlanirken 30 bg lik
bir bolge alindi. Bu bolgenin ileri ve geri primerleri dizayn edildi. Tek zincirli olarak
sentez ettirilen primerler baglanma reaksiyonu ile ¢ift zincirli hale getildi (Bkz:
Bolim 2.7.2.2). EMSA ¢alismalarinda incelenen bdlge Sekil 3.40°da gésterilmistir.
Bu primerler biyotinlenerek sicak prob ve biyotinlenmemis soguk prob olarak
yarigma deneylerinde kullanilmistir. Ayni zamanda soguk prob olarak SP1, USF,
CEBP ve AP1 transkripsiyon faktorleri de yarigma deneylerine dahil edilmistir
(Tablo 3.6). EMSA’da, dokuya spesifik cevabi gézlemleyebilmek amagli Hep3B ve
Saos-2 niiklear ekstraktlar kullanilarak gerceklestirildi. Hep3B hiicrelerinde K1, K2
ve K3 olusumu gozlendi (Sekil 3.42). Olusan bu komplekslerin 500 kat SP1 soguk
probu kullanildiginda yok oldugu gézlemlendi. Saos-2 hiicrelerinde ise K1 ve K2
olusumu gozlendi (Sekil 3.41). Aym sekilde SP1 transkripsiyon faktdriiniin soguk
probu kullamildiginda bu komplekslerin yok oldugu tespit edildi. her iki dokuda da
SP1  transkripsiyon faktoriinin URG-4 promotor bélgesine baglandigini
gostermektedir. Hep3B hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktorii baglanmasiin
spesifitesini gosterebilmek amagli siipershift yarisma deneyleri SP1 antikoru
baglanma reaksiyonuna eklenerek gergeklestirildi ve SP1 antikoru baglandiginda
agirlasan kompleks fotograf iizerinde oklarla gosterildi (Sekil 3.42). B&ylece, Spl
transkripsiyon faktoriiniin biyoinformatik analiz sonucunda tespit edilen sonucu in

vifro olarak da kanitlanmis oldu.

Tezin ikinci basamagmi URG-4 geninin sitokinlerle regiilasyonu
olusturmaktadir. Sitokinler, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasini diizenleyici salgilanan
glikoproteinlerdir. Hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak ilgili oldugu genin
ekspresyonunu arttirir veya azaltirlar [22]. Tez ¢alismast kapsaminda hiicre
proliferasyonu, biiylimenin inhibisyonu ve farklilagma gibi gesitli gorevlere sahip
olan TGF-B sitokini ile hiicre biiyiimesi, timdr olusumu, tiimérijenite, enflamasyon,
viral replikasyon, septik sok ve otoimmun gibi fonksiyonlarin diizenlenmesinde
gorev alan pleiotropik bir sitokin olan TNF-a sitokinleri segilmistir [24,25,48]. Doza
bagimh ve zamana bagimli cevabin incelenmesi amaciyla 10, 100, 200 ve 500 U/mL
olacak sekilde genis doz araligi ve 1, 3, 6, 24, 48, 72 saat olarak genis zaman aralig1

belirlenmistir. Hep3B hiicrelerinde URG-4 geni etkisi arastirilmasinin yani sira yan
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model olarak PC3 hiicre hatt1 se¢ilmistir. Bu deneysel plan olusan etkinin dokuya
spesifik olup olmadigimi belirlemek igindir. Olusan etki hem mRNA seviyesinde
qPCR metodu uygulanarak hem de protein seviyesinde western blotting ve immun

florasan teknigi ile gosterildi.

TGF-B sitokini Smad bagimli ve Smad bagimsiz sinyal iletimini gdsteren bir
sitokindir. Bu protein gorevlerini TGF-p tip I, tiplI ve tiplII reseptorlerine baglanarak
yerine getirmektedir. Ancak TBRII ve TBRI reseptorlerinin pek cok insan
kanserlerinde mutasyona ugradigi ve TGF-B cevabinin bu kanserlerde kapali oldugu
yapilan literatiir analizleri sonucunda elde ettigimiz bulgular arasindadir [28-30]. Bu
ylizden uygulanan TGF-B cevabinin Hep3B hiicrelerinde olusup olusmadiginin test
edilmesi olduk¢a onem arz etmektedir. MTT analizi yoluyla Hep3B hiicreleri
tizerindeki etkisi incelenmistir. Ozellikle 24 ve 48. saatlerde goriilen azalmalar
Hep3B hiicrelerinde bu reseptérlerin mutant olmadigini ve sitokinin sinyal
olusumunu baglatabildigi bulgusunu bize soylemektedir (Sekil 3.44). TGF-B
uygulanan Omeklerde Smad 2/3 proteininin arttigim gostererek de Hep3B

hiicrelerinin bu sitokine direngli olmadig1 gosterilmistir (Sekil 3.59).

Yaptigimiz ¢aligma sonucunda TGF- sitokininin hem erken (1, 3, 6) hem de
geg saatlerde (24, 48 ve 72) ozellikle 10 ve 100U/mL dozlarda URG-4 geni
ekspresyonunu arttirdigt hem mRNA (qRT-PCR) hemde protein seviyesinde
(Western Blotting ve IFC) gosterildi (Sekil 3.45 ve 3.53). Aym etki 6zellikle 100
U/mL dozda PC3 hiicrelerinde de gosterilmistir (Sekil 3.46).

Promotor bdlgesi iizerine etkisinin aydinlatilmasi amaciyla promotor
konsantraktlarimin transfekte ettigimiz kuyucuklara TGF-B sitokini uygulayarak
bazal aktivitelerinde olusan degisikligi gozlemledik. Yaptigimiz analiz sonucunda
sitokinin -344/+63 URG-4 promotor pargasinin bazal aktivitesini arttirdigi tespit
edildi (Sekil 3.56). Diger promotor pargalarinda herhangi bir arttirer etki
rasttlanmamigtir. Bunun nedeni, ozellikle -344 ile -482 arasinda bu arttiric: etkiyi
bastiracak farkli transkipsiyon faktorii etkilesimlerin bulunmast olabilir. Bu bolgenin

delesyonu TGF-B cevabin transkripsiyonel diizeyde arttirdigim gostermektedir.

URG-4 genini regiile ettigini diisiindiigiimiiz bu sitokinin gesitli yolak

inhibitorleri kullanarak mRNA seviyesindeki degisiklikleri inceledik. Yapilan
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inhibitor deneylerinde siklohekzimid, protein sentezi inhibitorii, Mek-1 MAPK
inhibitorii, wortmanin ise PI3K inhibitériidir. 500 U/mL TGF-B 6 saat uygulama
sonucu URG-4 mRNA’s1 arttirmigtir. Ayrica ayni durum, siklohekzimid TGF-f
uygulamasindan elde edilmistir. Ozellikle siklohekzimit uygulamasi protein sentezini
inhibe ettigi icin mRNA populasyonunun tam bir gostergesi olacagi
unutulmamalidir. MEK-1 uygulamasi ise TGF-B artisimi inhibe ederken Wortmanin
uygulamasi ise TGF-B cevabini inhibe edemedigini gostermektedir. Yani TGF-B
URG-4 mRNA ve protein diizeyindeki artist MEK-1 iizerinden olusturmaktadir. Bu
olas1 yol Sekil 4.1’de sematize edilmistir (Sekil 3.57 ve Sekil 3.58).

TGF-B

PIo4

RG-4
oteini

Sekil 4.1: URG-4 geni ifadesinin TGF-B sitokini tizerinden olasi diizenlenmesi

Yalniz uygulanan inhibitorlerin DMSQO’da ¢6ziilmesi nedeniyle ayn1 miktarda
DMSO da hicrelere uygulanmigtir (Sekil 3.58). Uygulanan DMSO’nun Smad?2/3
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proteinini TGF-B cevabi kadar indiikledigi goriilmektedir (Sekil 3.59). DMSO’nun
bazi hiicre i¢i yolaklar1 aktive ettigi ve baz1 hiicre farklilasmalarini indiikledigi ¢esitli
caligmalarda gosterilmistir [73]. Ornegin DMSO’nun eritpoetik farkliliagsmay1 p38
yolu tizerinde yaptig1 Breig ve ark 2013 tarafindan gosterilmistir [73].

TNF-a sitokini 3 monomer igeren Tip II transmembran glikoproteindir. TNF
sitokini bir ¢ok biyolojik aktivitesini TNFRI’e baglanarak gosterir [49]. TNF-a
tiimorijeniteye neden olan sitokin oldugundan URG-4 geni ile bir baglantisi
olabilecegini diisiindiik. Ilk olarak bu sitokinin Hep3B iizerine etkisini MTT analizi
ile inceledik. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda sitokin 24 ve 48 saatleri sonunda Hep3B
hiicrelerini azaltirken, 72. saat sonunda etkisi artict yonde degismektedir. Yapilan
baska bir ¢alisma serum aghigina birakilmis ve birakilmamis Hep3B hiicrelerinin
TNF-a konsantrasyonuna bagli olarak degistigi tespit edilmistir. Lieratlirde, Hep3B
hiicrelerinde serum agligi olan hiicrelerde diisiik dozlarda artis olurken yiiksek
dozlarda azalma oldugu soylenmektedir [78]. Ancak uygulanan dozlar ve zaman
ortismedigi i¢in sonuglarin karsilastirilmasi pek miimkiin olmamaktadir. Genel

olarak MTT analizi sonucunda Hep3B hiicrelerinin TNF-o sitokinine yanit

olusturdugu ¢alisma sonucunda tespit edildi (Sekil 3.60).

URG-4 geni ifadesini biitiin saatlerde 6zellikle 6, 24 ve 48. saatlerde belirgin
olarak attirdig1 (Sekil 3.62) goézlendi. Aym arttirici etki hepatoma olmayan yan
model olarak secilen prostat kanseri hiicre modeli (PC3) iizerinde de goriildii. Bu
artig bize iki ayr1 doku modelinde URG-4 geninin TNF-a sitokinin arttirict yonde
iliskisi oldugunu gostermektedir (Sekil 3.63). Yapilan analizler sonucunda 10 U/mL
dozda sitokinin erken ve ge¢ saatlerde URG-4 genini arttirdigi, daha yiiksek dozlarda
ise 6, 24, 48 ve 72. saatlerde arttiric1 yonde etki ettigi tespit edildi (Sekil 3.63). Ayni

etki western teknigi ile protein seviyesinde de gézlenmistir (Sekil 3.64).

Promotor aktivitesi {izerine etkisi incelendiginde TNF-a sitokininin insan
URG-4 promotor dizilerinin bazal aktivitelerini azalttigi tespit edildi. TNF-a’nin
arttirict etkisini gérememizin nedeni, bu promotor araliginda TNFa’ nin regiile ettigi
bir transkripsiyon fakt6ériinin URG-4 promotoru {izerine baglanmamasi olarak

diistiniilebilir (Sekil 3.65).
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TNF-a sitokini TNFRI reseptorine baglandiginda TRADD (TNFRI
Baglantili Oliim domaini: TNFRI-assosciated Death Domain) ve FADD (FAS
baglantili 6liim Domaini: FAS-associated death domain) adaptor proteinleri aktive
olur. TRADD ve FAD adaptér proteinleri TNFRI’de bulunan 6liim domainlerine
baglanir ve kaspaz yolagi aktive olur. Ikinci apoptotik yolak TRADD’in RIP
(Receptor interacting protein: Reseptér iliskili protein) adi verilen proteini aktive
etmesiyle baslar [47]. TNFRII’ye baglandiginda ise NFKB transkripsiyon faktoriinii

aktive eder ve hiicre yasayabilirligi yolaklar ¢alisir.

Yapilan inhibit6r deneyleri ¢ergevesinde Mek1 MAPK inhibitérii, wortmanin
ise PI3K inhibitérii olarak ayrica SP600125 ise JNK yolu inhibitdrii olarak
kullanilmistir. 200 U/mL TNF-a 6 saat uygulama sonucu URG-4 mRNA’s1 arttirdigi
tespit edildi. MEK-1 inhibitoriiniin uygulamasi TNF-a artis1 inhibe etmezken
SP600125 uygulamasi ise hem RNA hemde protein diizeyinde URG-4’iin TNF-a
cevabini inhibe etmektedir ($ekil 3.66 ve 3.67) Dolayisiyla calisma sonucunda
sitokinin JNK yolu {izerinden URG-4 geni ekspresyonunu etkiledigi tespit edildi.
Yani TNF-o sitokini Hep3B hiicrelerinde TNFRII {izerinden JNK’y1 aktive ederek
URG-4 geni ekspresyonunu arttirmakta oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda tespit

edilmigtir.

Tezin son asamast URG-4 proteini hakkinda bilgi edinmemizi saglayan
basamaklar1 igermektedir. URG-4 geninin proteini hakkinda bilgiler oldukca
kisithdir. URG-4 genine ait 4 tane varyant bulunmaktadir. Bu varyantlarin hiicrede
nerede bulunduklar1 ve ne gorev yaptiklart konusunda herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Genin proteini ektopik ekspre edildiginde proliferatif 6zellikte
oldugu analiz edilmis ancak fonksiyonu tam olarak aydinlatilmamistir. Bu amagla ilk
olarak genin ifadesini Insan kani, MG-63, MCF-7, DU145, Huvec, Isckawa, Hela,
Hep3B, PC3, HT29, Saos-2 ve HL-60 gibi ¢esitli hiicre hatlarinda ifadesi
aragtirilmigtir. Ekpresyon analizlerini RT-PCR metoduyla inceledigimizde genin en
¢ok olarak MCF-7 hiicrelerinde ekspre oldugunu gosterildi (Sekil 3.71). Protein
seviyesinde en yliksek olarak HL-60 hiicrelerinde bulunmustur (Sekil 3.72).

Hiicre lokalizasyonu IFC metodu ile PC3 ve Hep3B hiicre hatlarinda
incelenmis, her iki hiicre hattinda da hem ¢ekirdek hemde sitoplazmada bulundugu

yesil florasan 1s1ma veren antikorlar kullanilarak gdsterilmistir (Sekil 3.72 ve 3.73).
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Aym sekilde URG-4 cDNA’sinin ektopik ekspre oldugu hiicre ve olmadig
hiicrelerden NE-PER kiti ™ kullanilarak hazirlanan niiklear ve sitoplazmik
ckstraktlarla yapilan western analiz sonucu bize URG-4 geni over ekspre olan
hiicrelerde 130 kDA civarinda da bant olusumu gozlenmistir. Ekspresyonu hem

sitoplazmada hem de ¢ekirdekte bulunmustur (Sekil 3.87).

URG-4 geni 7. Kromozomun kisa kolunda olup yaklasik 50 bin bazlik diziyi
icermektedir (43,915,501-43,967,000). Insanda URG-4 genine ait 4 varyanti
bulunmaktadir. Varyant 1 NM_017920, Varyant 2 NM_001077664, Varyant 3
NM_001077663 ve Varyant-4 NM_001290076 erisim numaralariyla gen bankasinda
bulunmaktadir. Varyant-1 mRNA’s1 3609b¢, Varyant-2 3831 bg, Varyani-3 3036 ve
Varyant-4 mRNA’s1 3957 b¢ uzunlugundadir (Sekil 3.76). URG-4 genine ait
varyantlar biyoinformatik analizlerle karsilagtirildiginda translasyonel baslangig
kodonu 1. ve 3. varyantlarda ilk ekzonda yer alirken Varyant-2’de 4. ekzonda
bulundugu tespit edildi. Bunun yami sira Varyant-3’in (931 aminoasit) diger

varyantlarla karsilastirildiginda en biiyiik proteini kodladig: tespit edildi (Sekil 3.77).

Ikinci asama olarak varyant mRNA’lar1 birbirleriyle blast yapildiginda
Varyant-2 ve Varyant-4’ n ilk ekzonu olan 1-267 bg’lik bolgenin bu vayantlara
spesifik oldugu teyit edildi. Bu varyantlarin hangi kanser hiicrelerinde ifade
oldugunun merak edilmesi tizerine bu bélgeye spesifik primerler tasarlandi ve sqPCR
calismasi yapildi. Analiz sonucunda Varyant-2 ve Varyant-4 cDNA’sida Varyant -1
ve Varyant-3 cDNA’simin ekspre oldugu kanser hiicre hatlarinda ekspre oldugu tespit
edildi (Sekil 3.78).

URG-4 proteininin yapist ve isleyisi hakkinda literatiirde yeterli bilgi
bulunamasindan dolay1 varyant 1 protein dizisini
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ web tabani iizerinden yiikleyerek
biyoinformatik protein analizi yaptirildi. Analiz sonucunda URG-4 proteininin 3
boyutlu yapist hakkinda 5 model 6nerilmistir. 5 modelden C degeri en yiiksek olan
URG-4 proteinine en benzer model olarak diisiiniilmektedir (Sekil 3.79).

Z skoru baz alinarak yapilan biyoinformatik analiz sonucunda diziye en yakin
kalip HUMAN GUANYLATE BINDING PROTEIN-1 IN COMPLEX WITH THE
GTP ANALOGUE,GMPPNP: Insan Guanilat Baglanma Proteini’dir.
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Tm skoru hesaplanarak. yapilan analiz sonucunda 0,881 degeriyle “Crystal
Structure of The Cand1-Cull-Rocl Complex™ enzimi yapisal analogu olarak tespit

edilmistir.

I-TASSER fonksiyonel 6zellikler, EC (Yiizde Enzim) degerleri, GO (Gene
Ontoloji) ve BS (Baglanma Bolgeleri) degerleri hesaplanarak belirlenir. Program
tarafindan bu degerler analiz edildiginde 5 enzim homologu Onerilmektedir. Bu
enzimler Geranylgeranyltransferase from rat brain, Sellobiyoz fosforilaz, Insiilin
degrede eden enzim, rat protemn farnesiltransferaz ve Glutamat sentaz olarak

Onerilmektedir.

URG-4 Varyant-1 cDNA’sinin tamami ATG ve sonlanma kodonlarim
icerecek sekilde okaryotik ekspresyonu vektorii olan pCDNA3.2 icerine klonlandi.
Topo Gateway kiti™ kullanilarak gergeklestirilen klonlama sonucunda olusan
rekombinant plazmit dizi analizine génderilecek ¢cDNA’da herhangi bir mutasyon
olup olmadif: incelendi. URG-4 geni iceren pCDNA3.2 vektorii Hep3B hiicrelerine
gecici transfekte edildi ve ekspresyon seviyesindeki artis RT-PCR, sq-PCR ve
western metodu ile gosterildi. URG-4 transfekte edilen hiicrelerde genin
ekspresyonunda artig olmaktadir. Proliferatif 6zelligi MTT ve hiicre sayim metodu
kullanilarak incelenmis, c¢alisma sonucunda URG-4 transfekte edilen hiicrelerde
proliferasyonun arttig1 gézlemlenmistir (Sekil 3.84B ve 3.84C) Aym zamanda koloni
olusturma kabiliyeti Hep3B hiicrelerinde koloni formasyon deneyi ile tespit
edilmistir. URG-4 transfekte edilmis hiicrelerde koloni olusumunun 2 kat arttigi

yapilan ¢alisma sonucunda analiz edilmistir (Sekil 3.85 ve Sekil 3.86).

Dokuya spesifik cevabin olusup olusmadigi gozlemlenmesi adina URG-4
geni cDNA’s1 Saos-2 hiicrelerine kalici olarak tranfekte edildi. Ektopik ifadesinin
basarili olup olmadigt qPCR metoduyla belirlendi. Aymi zamanda proliferatif
karakterinin Hep3B hiicrelerinde oldugu gibi Saos-2 hiicrelerinde de olustugu
yapilan MTT ve hiicre sayim1 sonuglarinda ggsterilmistir. URG-4 geninin proliferatif
ozelliginin vurgulandig1r Hep3B hiicreleri ile ilgili olan galismalar mevcuttur. Ancak
Saos-2’lerde ilk defa yaptigimiz ¢alisma sonucunda gosterilmis oldu. TGF-B ve
TNF-a sitokinlerinden nasil etkilendigi RT- analiz yontemiyle belirlendi. Yapilan

analiz sonucunda URG-4 ektopik ekspre olan hiicrelerde TGF-B sitokini URG-4
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mRNA seviyesinde daha fazla artisa neden olurken, TNF-a sitokini tam tersi bir

sekilde URG-4 ekspresyonunu azaltmigtir (Sekil 3.90, 3.91).
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6. EKLER

EK -A: DNA MARKER 1KB

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

bp ng/0.5pg %

10000 30 6

/ 8000 30 6

/ 6000 70 14
=——4//5000 30 6
=17 2000 30 &
A 3500 30 6

4 3000 70 14
=500 25 5
el — 000 5 &
—1500 25 5
—1000 60 12

o 750 25 5
B 95 5
—250 25 5

1% agarose

0.5 pgflane, 8 cm fength gel,
1X TAE, 7 Viem, 45 min

Sekil 6.1: DNA biiytikliik belirteci (1 kb) SM0311 Fermentas
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EK- B DNA MARKER 100bp

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
O'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,

ready-io-use
............. ' bpnS PO, %
, %00 280 56
; / 20 280 56
OSSR 1500 280 56
R/ 1200 250 56
/1, 800 160
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= — 70 270 54
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(1.5 p3dans, 8 cm length gel,
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Sekil 6.2: DNA biiyiikliik belirteci (100bp)
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EK- C PROTEIN MARKER

Representative picture of PageRuler Prestained Protein

Ladder

kDa
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—~25 —|

Gel {50 T

4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Blot

Sekil 6.3: Protein biyiiklikk gostergeci (PAGE ruler prestained Fermentas /26616)
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EK- D PROTEIN MARKER
Representative picture of PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder
kDa
~250
~130

| ~100 | we—

~05 | -

~10

G I g

4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Blot

Sekil 6.4: Protein biyiiklik gostergeci (PAGE ruler prestained Fermentas /26619)
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EK- E URG-4Promotor Bolgesi Restriksiyon Haritasi

Noncutters: Aatll, Absl, Accl, Acll, Aflll, AfIIII, Agel, Ajul, Alfl, Alol,
AIwNI, Apall, Arsl, Ascl, Asull, AvrIl, Bael, Ball, BamHI, BbvCI, Bccl,
BciVI, Bell, Bfil, Bgll, Bpll, BsaAl, BsaBI, BsePI, BseRI, Bsgl, Bsml,
Bspl14071, BspHI, BstEIl, BtgZI, CspCl, Dralll, Drdl, Eam1105I, Ecil,
Eco47III, EcoP15I, EcoRI, EcoRV, Fall, Fokl, Fsel, FspAl, HindII,
HindIIl, Hpal, MauBI, Mfel, Mlul, Msll, Ncol, Ndel, Nhel, Nrul, NspI,
Olil, Pacl, PfIMI, PmaClI, Pmel, Ppil, PshAl, Psil, PI-Pspl, PspXI, Psrl,
Pvul, Rsrll, Sacl, Sall, SanDI, Sapl, Scal, PI-Scel, SexAl, Sfil, Sgfl,
SgrAl, SgrDI, SnaBI, Spel, Sphl, Srfl, Sse8387I, Styl, Swal, Taqll, Tatl,
Tsol, TspGWI, Xbal, Xcml, Xhol

Tablo 6.1: URG-4Promotor Bolgesi Restriksiyon Haritasi

Site

Name Sequence Length Overhang | Frequency Cut Positions
Btrl CACGTC 6 blunt 1 803
Nael GCCGGC 6 blunt 1 92
Pvull CAGCTG 6 blunt 1 187
Sspl AATATT 6 blunt 1 1187
Stul AGGCCT 6 blunt 1 404
Xmnl GAANNNNTTC 6 blunt 1 1516
Aarl CACCTGC /i five prime 1 253
Bglll AGATCT 6 five prime 1 1577
Bpul0I CCTINAGC 6 five prime 1 1025
BseYI CCCAGC 6 five prime 1 187
Cfr101 RCCGGY 6 five prime 1 90
Clal ATCGAT 6 five prime 1 844
Esp3I CGTCTC 6 five prime 1 475
Narl GGCGCC 6 five prime 1 68
Notl GCGGCCGC 8 five prime 1 55
Pasl CCCWGGG 7 five prime 1 318
Plel GAGTC 5 five_prime 1 642
PpuMI RGGWCCY 7 five prime 1 161
SfaNI GCATC 5 five_prime 1 1225
Smll CTYRAG 6 five prime 1 1324
Tthi11l GACNNNGTC 6 five_prime 1 1538
Xholl RGATCY 6 five prime 1 1577
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Name Sequence Lsxiltgih Overhang || Frequency Cut Positions
Apal GGGCCC 6 three_prime 1 157
BseSI GKGCMC 6 three prime 1 157
Haell RGCGCY 6 three prime 1 71
Hpy991 CGWCG 5 three prime 1 5
Kpnl GGTACC 6 three prime 1 490
Pstl CTGCAG 6 three prime 1 593
Sacll CCGCGG 6 three prime 1 61
BsrBI CCGCTC 6 blunt 2 28, 104
Smal CCCGGG 6 blunt 2 158, 179
Acyl GRCGYC 6 | five prime 3 3, 68
Apol RAATTY 6 five prime 2 1307, 1512
Aval CYCGRG 6 five prime 2 156, 177
Avall GGWCC 5 five_prime 2 161, 1418
Eco311 GGTCTC 6 five_prime 2 27,1248
EcoNI CCTNNNNNAGG 6 five prime 2 316, 642
Hgal GACGC 5 five_prime 2 11, 120
Pfol TCCNGGA 6 five prime 2 106, 1411
Tsp451 GTSAC 5 five prime 2 1387, 1550
Vspl ATTAAT 6 five prime 2 1183, 1342
Agsl TTSAA 5 three_prime 2 1132, 1476
Barl || GAAGNNNNNNTAC 7 three prime 2 1026, 1058
Begl CGANNNNNNTGC 6 three prime 2 824, 858
Bdal TGANNNNNNTCA 6 three prime 2 1481, 1515
BsaXI ACNNNNNCTCC 6 three prime 2 119, 149
BseMII CTCAG 5 three prime 2 470, 1270
BstXI || CCANNNNNNTGG 6 three_prime 2 257, 821
HaelV GAYNNNNNRTC 6 three prime 2 1225, 1259
Hphl GGTGA 5 three_prime 2 147, 1544
Mmel TCCRAC 6 three prime 2 438, 1032
NmeAIll GCCGAG 6 three prime 2 44, 855
Tstl CACNNNNNNTCC 6 three_prime 2 119, 151
Bbvl GCAGC 5 five prime 3 26, 185,238
BspMI ACCTGC 6 five prime 3 253, 320, 635
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Site s
Name Sequence Length Overhang ||Frequency Cut Positions
Cfrl YGGCCR 6 five prime 3 55,92, 783
Drall RGGNCCY 6 five prime B 79, 161, 321
Tsel GCWGC 5 five prime 3 14, 173, 226
BsrDI GCAATG 6 three_prime 3 539, 1226, 1575
Bsrl ACTGG 5 three_prime 3 600, 786, 1266
Btsl GCAGTG 6 three prime 3 454,799, 1018
Eco571 CTGAAG 6 three prime 3 413, 646, 1053
Gsul CTGGAG 6 three prime 3 102, 279, 583
BsmAI GTCTC 5 five prime 4 27,475, 1248, 1527
THI GAWTC 5 | five prime| 4 e
1472
Hin4l | GAYNNNNNVTC | 6 [three prime| 4 . 1125286 e
Sdul GDGCHC 6 ||three prime| 4 1% ﬁ%‘;’oms ;
; 660, 1181, 1287,
Mboll GAAGA 5 three_prime 5 1346, 1443
TspRI CASTG 5 three prime 5 454, 6017 (’) 17 g 6 2555
; 102, 279, 413, 583,
Eco57MI CTGRAG 6 three prime 6 646, 1053
Taul GCSGC 5 three prime 6 5%, 60, 6231’297’ 180,
. 598, 905, 1193,
TspDTI ATGAA 5 three prime 6 1300, 1501, 1506
39, 95, 109, 186,
Faul CCCGC 5 five prime 9 197, 231, 238, 909,
914
81, 118, 213, 249,
EcoRII CCWGG 5 five_prime 13 e L

1081, 1109, 1254,
1411, 1555
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EK -F TRANKRIPSIYON FAKTORU BAGLANMA BOLGELERI

Tablo 6.2: Trankripsiyon Faktorii Baglanma Bolgeleri

Transkripsiyon Faktorleri Matriks Baglanma Pozisyonu | Zincir
X-box binding factors V$XBOX.01 12

Winged helix binding sites VSWHN.01 20 +
E-box binding factors VSMYCMAX.03 24 +
Core promoter motif ten O$HMTE.O1 34 +
elements

Activator-, mediator- and O$XCPE1.01 47 .
TBP-dependent core

promoter element for RNA

polymerase II transcription

from TATA-less promoters

E2F-myc activator/cell cycle | VSE2F4.01 47 -
regulator

GC-Box factors SP1/GC V$SP4.01 49 -
EGR/nerve growth factor VSNGFIC.01 55 -
induced protein C & related

factors

Human and murine ETS1 V$PEA3.01 61 -
factors

CTCF and BORIS gene V$CTCF.02 67 -
family,

ZF5 POZ domain zinc finger | V$ZF5.03 67 -
E-box binding factors VEMYCMAX.03 69 -
Nuclear respiratory factor 1 V$NRF1.01 71 -
Nuclear respiratory factor 1 V$NRF1.01 72 +
CTCF and BORIS gene V$CTCF.02 78 -
family

E2F-myc activator/cell cycle | VSE2F3.02 83 -
regulator

E2F-myc activator/cell cycle | VSE2F3.02 86 +
regulator

Huntington's disease gene V$HDBP1 2.01 86 -
regulatory region binding

proteins

Neuron-specific olfactory VS$EBF1.01 87 -
factor

EGR/nerve growth factor V$CKROX.01 91 +
induced protein C & related

factors

Krueppel like transcription V$KKLF.01 91 +
factors

C2H2 zinc finger V$ZNF263.01 91 -
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transcription factors 7

GC-Box factors SP1/GC V$GC.01 92
Myc associated zinc fingers | VSMAZR.01 93
C2H2 zinc finger V$7F9.01 94
transcription factors 2

Zfx and Zfy - transcription V$ZFX.01 98
factors implicated in

mammalian sex

determination

EGR/nerve growth factor VSWTI1.01 115
induced protein C & related

factors

GC-Box factors SP1/GC V$SP1.03 116
EGR/nerve growth factor V$EGR1.03 119
induced protein C & related

factors

CTCF and BORIS gene V$CTCEF.04 122
family

CTCF and BORIS gene V$CTCF.01 123
family

Winged helix binding sites V$WHN.01 130
ZF5 POZ domain zinc finger | V$ZF5.02 130
ZF5 POZ domain zinc finger | V$ZF5.02 131
GC-Box factors SP1/GC V$GC.01 142
Ras-responsive element V$RREB1.01 145
binding protein

C2H2 zinc finger V$ZNF202.01 146
transcription factors 2

RXR heterodimer binding VS$VDR_RXR.06 147
sites

Sterol regulatory element V$SREBP.01 151
binding proteins

Krueppel like transcription V$KKLF.01 152
factors

C2H2 zinc finger V$ZKSCAN3.01 152
transcription factors 2

Ras-responsive element V$RREB1.01 155
binding protein

RXR heterodimer binding V$VDR RXR.04 156
sites

C2H2 zinc finger V$ZNF202.01 156
transcription factors 2

Sterol regulatory element V$SREBP.02 161
binding proteins

C2H2 zinc finger V$ZKSCAN3.01 162

transcription factors 2
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Heat shock factors V$HSF1.02 184
Homolog to deformed V$NUDR.01 191
epidermal autoregulatory

factor-1 from D.

melanogaster

CTCF and BORIS gene VS$CTCF.01 195
family

Neuron-restrictive silencer V$NRSE.01 198
factor

Selenocysteine tRNA V$ZNF76 143.01 201
activating factor

Twist subfamily of class B V$HEN1.02 203
bHLH transcription factors

Myoblast determining factors | VSMYOD.01 203
AP4 and related proteins V$AP4.02 204
Twist subfamily of class B V$HEN1.01 204
bHLH transcription factors

Myoblast determining factors | VSMYOGENIN.02 | 204
NeuroD, Beta2, HLH domain | VSATOH1.01 204
CTCF and BORIS gene VS$CTCF.01 205
family

EGR/nerve growth factor V$EGRI1.02 207
induced protein C & related

factors

Krueppel like transcription VS$KLF7.01 209
factors

GC-Box factors SP1/GC V$SP1.01 210
Myc associated zinc fingers | VSMAZR.01 211
C2H2 zinc finger V$ZNF300.01 211
transcription factors 2

E2F-myc activator/cell cycle | VSE2F4.01 212
regulator

Ras-responsive element V$RREBI1.01 212
binding protein

Krueppel like transcription V$BKLF.01 214
factors

CTCF and BORIS gene V$CTCF.01 215
family

GC-Box factors SP1/GC V$GC.01 215
EGR/nerve growth factor VSWT1.01 216
induced protein C & related

factors

Myc associated zinc fingers | VSMAZR.01 216
C2H2 zinc finger V$ZF9.01 217
transcription factors 2

EGR/nerve growth factor V$EGR1.02 218
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induced protein C & related
factors

RXR heterodimer binding V$VDR_RXR.05 219
sites

C2H2 zinc finger V$ZKSCAN3.01 219
transcription factors 2

Krueppel like transcription V$KLF7.01 220
factors

GC-Box factors SP1/GC V$SP1.01 221
Myc associated zinc fingers | VSMAZR.01 222
C2H2 zinc finger V$ZBP89.01 222
transcription factors 2

E2F-myc activator/cell cycle | VSE2F4.01 223
regulator

EGR/nerve growth factor V$EGR1.02 223
induced protein C & related

factors

Krueppel like transcription V$KKLF.01 225
factors

GC-Box factors SP1/GC V$SP1.03 226
C2H2 zinc finger V$ZF9.01 228
transcription factors 2

PAX-4/PAX-6 paired domain | VSPAX6.02 230
binding sites

Estrogen response elements | VSESRRB.01 238
Chorion-specific transcription | VSGCM1.02 241
factors with a GCM DNA

binding domain

GC-Box factors SP1/GC V$SP1.03 249
GC-Box factors SP1/GC V$SP4.01 256
Krueppel like transcription V$KLF7.02 257
factors

NeuroD, Beta2, HLH domain | VSNEUROD1.01 261
Myoblast determining factors | V§E47.01 262
Selenocysteine tRNA V$ZNF76 143.01 | 264
activating factor

Pancreas transcription factor | VSPTF1.01 267
1, heterotrimeric transcription

factor

Vertebrate homologues of V$DEC2.01 269
enhancer of split complex

E-box binding factors V§USF.04 270
Twist subfamily of class B V$TAL1 E2A.01 | 270
bHLH transcription factors

Two-handed zinc finger V$AREB6.03 270

homeodomain transcription

178




factors

Activator protein 2 V$TCFAP2B.01 276
Activator protein 2 V$TCFAP2B.01 277
Human and murine ETS1 VS$ELK1.02 285
factors

Homolog to deformed VSNUDR.O1 288
epidermal autoregulatory

factor-1 from D.

melanogaster

Huntington's disease gene V$HDBP1 2.01 291
regulatory region binding

proteins

GC-Box factors SP1/GC V$SP1.03 296
E2F-myc activator/cell cycle | VSE2F.02 310
regulator

Barbiturate-inducible element | VSBARBIE.O1 316
box from pro+eukaryotic

genes

GATA binding factors V$GATAL.04 325
Peroxisome proliferator V$PPARG.01 328
activated receptor

homodimers

Peroxisome proliferator V$PPARG.01 328
activated receptor

homodimers

Activator protein 2 V$TCFAP2B.01 335
Activator protein 2 V$TCFAP2B.01 336
Mouse Krueppel like factor | VSMOK2.02 337
PAR/bZIP family V$TEF_HLF.01 345
RXR heterodimer binding V$VDR_RXR.05 345
sites

Brachyury gene, mesoderm V$TBX5.01 358
developmental factor

PAX-4/PAX-6 paired domain | VEPAX6.03 358
binding sites

PAR/bZIP family V$TEF.01 363
cAMP-responsive element V$E4BP4.01 364
binding proteins

PAR/bZIP family V$TEF_HLF.01 364
Cart-1 (cartilage VS$ISX.01 365
homeoprotein 1)

Distal-less homeodomain V$DLX3.01 365
transcription factors

Paralog hox genes 1-8 from | VSHOXB6.01 366

the four hox clusters A, B, C,
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D

Homeodomain transcription | VSNOBOX.01 367
factors

Lim homeodomain factors V$LHX4.01 367
Bicoid-like homeodomain V$PCE1.01 368
transcription factors

Homeobox transcription V$GSH2.01 368
factors

Cart-1 (cartilage V$S8.01 370
homeoprotein 1)

Distal-less homeodomain V$DLX2.01 370
transcription factors

AT rich interactive domain V$BRIGHT.01 374
factor

Homeodomain transcription | VSHHEX.01 374
factors

Brn-5 POU domain factors V$BRN5.03 375
Distal-less homeodomain V$DLX3.01 376
transcription factors

Paralog hox genes 1-8 from | VSHOXBS.01 317
the four hox clusters A, B, C,

D

Abdominal-B type VSHOXA9.02 378
homeodomain transcription

factors

Homeodomain transcription | VEMSX.01 378
factors

NK6 homeobox transcription | VENKX61.01 378
factors

SOX/SRY-sex/testis VSHMGA.01 378
determinig and related HMG

box factors

PAR/bZIP family V$TEF.01 383
cAMP-responsive element V$E4BP4.01 384
binding proteins

SOX/SRY-sex/testis V$S0X9.03 396
determinig and related HMG

box factors

PAX-2/5/8 binding sites V$PAXS.01 409
PAX-4/PAX-6 paired domain | VSPAX6.01 412
binding sites

Brn-5 POU domain factors V$BRNS5.03 418
Paralog hox genes 1-8 from V$HOX1-3.01 424
the four hox clusters A, B, C,

D

Bm-5 POU domain factors V$BRN5.04 425
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Brn POU domain factors V$BRN3.03 426
Homeodomain transcription | VSBARX2.01 426
factors

Paralog hox genes 1-8 from | VSHOXB3.01 427
the four hox clusters A, B, C,

D

NKX homeodomain factors | VINKX25.02 427
MEF2, myocyte-specific VSMEF2.01 428
enhancer binding factor

Homeobox transcription V$GSH1.01 429
factors

NK6 homeobox transcription | VENKX61.01 429
factors

snRNA-activating protein V$PSE.02 429
complex

Motif composed of binding VS$OSNT.01 435
sites for pluripotency or stem

cell factors

Hepatic Nuclear Factor 1 V$HNF1.03 438
C-abl DNA binding sites V$CABL.01 440
Fork head domain factors V$FHXB.01 440
MYT1 C2HC zinc finger VEMYTIL.01 444
protein

Nuclear factor of activated T- | VENFATS5.02 444
cells

SOX/SRY-sex/testis V$S0X5.01 445
determinig and related HMG

box factors

Glucocorticoid responsive V$ARE.02 463
and related elements

DM domain-containing V$DMRT5.01 504
transcription factors

SOX/SRY-sex/testis V$S0X9.01 506
determinig and related HMG

box factors

Abdominal-B type V$HOXD12.01 513
homeodomain transcription

factors

FAST-1 SMAD interacting VSFAST1.02 321
proteins

Vertebrate TATA binding O$VTATA.01 527
protein factor

Estrogen response elements VS$ERR.01 528
MYT1 C2HC zinc finger VEMYT1.01 529
protein

NKX homeodomain factors VENKX24.01 529
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SOX/SRY-sex/testis V$S0X9.03 530

determinig and related HMG

box factors

Vertebrate steroidogenic V$SF1.01 533

factor

Octamer binding protein VS$OCT.01 555

NKX homeodomain factors | VENKX29.01 559
182
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EK-G URG-4 Varyant 1 mRNA’s1 restriksiyon haritasi
Noncutters: Acll, AflIl, Agel, Ajul, Alfl, Arsl, Ascl, Barl, Begl, BciVI, Bglll,
BsaAl, BsaBI, BsePl, BtgZl, Ecil, Eco47Ill, EcoRI, EcoRV, Fsel, HindIIl, Hpal,
Kpnl, MauBI, Mfel, Mlul, Ndel, Nhel, NmeAIIl, Nrul, Pacl, PmaCI, Pmel, PshAI,
Psil, PI-Pspl, Psrl, Pvul, Rstll, PI-Scel, Sfil, Sgfl, SgrAl, SgrDI, SnaBI, Spel, Sspl,
Swal, Taqll, Tfil, Tsol, Tstl, Tth111I, VspI, Xbal
Tablo 6.3: URG-4 Varyant 1 mRNA’s1 restriksiyon haritasi
Name Sequence Site Overhang Frequency : Cut Positions
Length
FspAl RTGCGCAY 8 blunt 1 829
Nael  GCCGGC 6 blunt 1 1940
Scal AGTACT 6 blunt 1 1723
Xmnl | GAANNNNTTC 6 blunt 1 1558
Aarl CACCTGC 7 five_prime 1 3179
Absl CCTCGAGG 8 five_prime 1 2204
Apal! GTGCAC 6 five_prime 1 3584
Asull TTCGAA 6 five_prime 1 1635
Bcll TGATCA 6 five_prime |1 2387
Bsp14071 TGTACA 6 five_prime 1 3509
BspHI TCATGA 6 five_prime 1 2496
BspMI  ACCTGC 5 five_prime 1 3179
BstEll GGTNACC 6 five_prime 1 2557
Cfr10l  RCCGGY 6 five_prime 1 1938
Clal ATCGAT 6 five_prime 1 2018
Narl GECECE 6 five_prime 1 808
Notl GCEGOCEE 8 five_prime 1 7
PspXl VCTCGAGB 8 five_prime 1 2204
Sall GTCGAC 6 five_prime i1 1414
Sapl GCTCTTC 7 five_prime 1 ﬁ 2185
Xhol CTCGAG 6 five_prime 1 2204
Bgll GCCNNNNNGGC 6 three_prime 1 1848
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Name Sequence f(iat:gth Overhang Frequency  Cut Positions
Dralll CACNNNGTG 6 three_prime 1 2557
Eam11051 : GACNNNNNGTC 6 three_prime ' 1 1053
Haell RGCGCY 6 three_prime ' 1 811
HaelV  GAYNNNNNRTC 6 three_prime |1 1072

Sacl GAGCTC 6 three_prime 1 3492
Sacll CCGCGE 6 three_prime |1 7
Sse83871  CCTGCAGG 8 three_prime |1 1360
Ball “TGGCCA 6 blunt 2 133, 2353
BstBI  CCGCTC 6 blunt 2 38, 1845
Srfl GCCCGGGC 8 blunt 2 69, 884
Aflll ACRYGT 6 five_prime 2 1269, 3465
Apol RAATTY 6 five_prime 2 378, 968
Avrll (CCTAGG 6 five_prime 2 1860, 2518
EcoNI éCCTNNNNNAGG 6 five_prime 2 1279, 1497
Ncol CCATGG 6 five_prime 2 2690, 3319
Pasl CCCWGGG 7 five_prime 2 3047, 3533
sanDl  GGGWCCC 7 five_prime 2 504, 1524
SexAl ACCWGGT 7 five_prime 2 284, 2553
Aatll GACGTC 6 three_prime 2 839, 2317
Alol GAACNNNNNNTCC 7 three_prime |2 1543, 1575
Apal GGGCCC 6 three_prime 2 2351,3114
Bael ACNNNNGTAYC 7 three_prime 2 554, 587
BstDI  GCAATG 6 three_prime |2 134, 2382
Drdl ' GACNNNNNNGTC 6 three_prime 2 747,793
Eco57I  CTGAAG g three_prime |2 2086, 2229
Mmel  TCCRAC 6 three_prime |2 250, 2106
Ppil ' GAACNNNNNCTC 7 three_prime 2 1543, 1575
Sphl ;GCATGC 6 three_prime 32 2040, 2434
TspGWI  ACGGA 5 three_prime 2 172, 2693
Btrl CACGTC 6 blunt 3 141, 1833, 2079
Hindll  GTYRAC & blunt 3 1166, 1416, 2117
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Site o

Name Sequence Eength Overhang Frequency : Cut Positions

Qlil CACNNNNGTG blunt 3 430, 1831, 2892

Pvull CAGCTG 6 blunt 3 127,511, 2320

Smal CCCGGG 6 blunt 3 69, 884, 943

Accl GTM KAC 6 five_prime 3 1415, 2483, 3551

BamHI GGATCC 6 five_prime 3 1319, 2547, 3096

Eco31l  GGTCTC 6 five_prime 3 35 1061, 1800

Pfol TCCNGGA 6 five_prime 3 305, 779, 2543

Smll CTYRAG 6 five_prime 3 1707, 2204, 3494

Tatl §WGTACW 6 five_prime 3 1148, 1721, 3509

Xholl RGATCY 6 five_prime (3 1319, 2547, 3096

Bsgl GTGCAG 6 three_prime 3 1693, 2059, 2850

Bsml GAATGC 6 three_prime 3 72,1643, 3280

BstXIl CCANNNNNNTGG 6 three_prime 3 462, 1833, 2672

Bts| \GCAGTG 6 three_prime |3 901, 2705, 3169
459, 2621, 2669,

Stul AGGCCT 6 blunt 4 (ya

BbvCl CCTCAGC 7 five_prime 4 877, 1810, 1612,
2237

PpuMl RGGWCCY 7 five_prime 4 394, 905, Lo,
2253

Bdal TGANNNNNNTCA 6 three_prime 4 ;g;; 1451, 2361,

: . 354,510, 1411,

Bfil ACTGGG 6 three_prime 4 2835

Bpll GAGNNNNNCTC 6 three_prime 4 i?gg' L

CspClI CAANNNNNGTGG 7 three_prime 4 gig'2694’ e

Fall AAGNNNNNCTT 6 three_prime 4 1708, 1390, 26,
3258

Hpy99I CGWCG 5 three_prime 4 bR, 14920, 212%,
2602

PfIMI CCANNNNNTGG 6 three_prime 4 L0, 2 iy ey
3539

Xcml CCANNNNNNNNNTGG ' 6 ;three_prime 4 141, 432, 2361,
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Site e
Name Sequence Length Overhang Frequency Cut Positions
3205
. : 61, 452, 808, 836,
Acyl GRCGYC 6 five_prime |5 2314
x 7,131, 1650, 2351,
Cfrl YGGCCR 6 five_prime 5 2693
" ; 111, 271, 1783,
Esp3| CGTCTC 6 five_prime 5 2085, 2808
Hgal GACGC 5 five_prime |5 20: 460, 1800, 3148,
3562
SfaNI GCATC 5 five_prime 5 116,402, 821, 1473,
2731
¥ 250, 642, 2731,
Agsl TTSAA 5 three_prime |5 2736, 3285
: 1273, 2040, 2434,
Nspl RCATGY 6 three_prime |5 2466, 3469
) . 67, 882, 941, 1665,
Aval CYCGRG 6 five_prime |6 1686, 2204
L 287,317, 1543,
BsaXI ACNNNNNCTCC 6 three_prime 6 1573, 2080, 2110
. 1057, 1791, 2289,
Hphl GGTGA 5 three_prime |6 2373, 2569, 2823
. 320, 1070, 1360,
Pstl CTGCAG 6 three_prime |6 1520, 2577, 3176
430, 1268, 1831,
sll CAYNNNNRTG 6 blunt 7 2230, 2275, 2892,
3318
209, 877, 1510,
BpulQl CCTNAGC 6 five_prime 17 1612, 1853, 2237,
2563
; ; 507, 752, 857, 985,
BseYl CCCAGC 6 five_prime 7 1763, 2048, 2320
304, 679, 1170,
Plel GAGTC 5 five_prime :7 1199, 1477, 2278,
2978
1021, 2236, 2256,
AlwNI CAGNNNCTG 6 three_prime |7 2544, 3088, 3507,
3539
; : 502, 597, 1083,
BseRl GAGGAG 6 éthree_prlme 7 1444, 1653, 2143,
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Name

Sequence

Site
Length

Overhang

Frequency

Cut Positions

12965

—
(%]
(v

r-;

ATGAA

three_prime

7

352,1171, 1173,
1671, 2205, 2485,
3591

GGATG

five_prime

8

967, 1171, 1467,
1501, 1749, 2257,
2647,2776

CCWWGG

five_prime

8

760, 1860, 2348,
2405, 2518, 2690,
3259, 3319

GAAGA

three_prime

8

351, 496, 796, 1326,
2202, 2748, 2957,
3386

GCSGC

three_prime

8

6,9, 12,1620, 1623,
1770, 1845, 2698

GTSAC

five_prime

260, 1045, 2052,
2263, 2379, 2557,
2998, 3133, 3167

Gsul

CTGGAG

three_prime

9

289, 1551, 1555,
2029, 2107, 2359,
3166, 3252, 3502

GGWCC

five_prime

10

288, 504, 749, 918,
1524, 1584, 2200,
2253,3194, 3274

CCATC

five_prime

10

187, 474, 949, 1336,
1449, 1731, 1881,
2014, 2577, 2875

CCcaC

five_prime

10

25,719, 819, 1340,
1355, 1402, 1874,
3096, 3177, 3257

EcoP15I

CAGCAG

five_prime

11

570, 684, 1317,
1672, 1725, 1959,
1962, 2447, 2824,
2832, 3095

Eco57MI

CTGRAG

three_prime

11

289, 1551, 1555,
2029, 2086, 2107,
2229, 2359, 3166,
3252, 3502

o
=
2

RGGNCCY

five_prime

12

348, 399, 504, 918,
1524, 1746, 2210,
2253, 2306, 3111,

187




Name

Sequence

Site
Length

Overhang

Frequency

Cut Positions

13263,3536

GAYNNNNNVTC

three_prime

12

1034, 1039, 1066,
1071, 1648, 1680,
2080, 2112, 2184,
2216, 2732, 2764

GKGCMC

three_prime

13

351, 597,934, 1353,
1825, 2462, 2613,
2889, 2932, 3114,
3299, 3402, 3588

BsmAl

GTCTC

five_prime

14

35,111, 271, 1061,
1770, 1783, 1800,

2085, 2522, 2529,

2808, 2977, 3051,

3084

ACTGG

three_prime

14

349, 505, 568, 657,
1066, 1406, 1572,
2090, 2475, 2618,
2841, 3142, 3269,
3388

CASTG

three_prime

15

236, 575, 901, 1066,
1299, 1579, 2237,
2618, 2705, 2721,
2988, 3142, 3176,
3276, 3388

%
Q
=

GDGCHC

three_prime

20

351, 446, 597, 934,
1353, 1825, 1859,
2029, 2063, 2462,
2613, 2685, 2889,
2907, 2932, 3114,
3299, 3402, 3492,
3588

EcoRll

CCWGG

five_prime

27

284, 305, 373, 415,
454, 802, 973, 1274,
1468, 1528, 1748,
1968, 2130, 2249,
2255, 2273, 2543,
2553, 2621, 2664,
3046, 3143, 3179,
3197, 3369, 3532,
3538

BseMll

CTCAG

three_prime

29

223, 312, 367, 399,
536, 623, 891, 1030,

11180, 1213, 1501,
11583, 1598, 1603,
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Name

Sequence

Site
Length

Overhang

Frequency

Cut Positions

1720, 1765, 1795,
1844, 1898, 2023,
2228, 2362, 2431,
2554, 2630, 2906,
3030, 3095, 3214

GCAGC

five_prime

32

36, 510, 536, 587,
1052, 1301, 1331,
1402, 1502, 1552,
1610, 1653, 1709,
1922, 1973, 1976,
1988, 2060, 2159,
2182, 2232, 2431,
2559, 2587, 2658,
2808, 2846, 2881,
3076, 3111, 3168,
3452

GCWGC

five_prime

32

49, 523, 549, 600,
1065, 1289, 1344,
1390, 1515, 1540,
1623, 1641, 1697,
1935, 1986, 1989,
2001, 2073, 2172,
2195, 2220, 2419,
2572, 2575, 2646,
2796, 2859, 2869,
3064, 3124, 3156,
3440
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e =

EK-H Varyant 1 ¢cDNA’sina ait dizi analizi sonucunun NCBI veritabaninda
karsilastirilmasi

URG-4 1 GAGACCTCGCTGCGCTCATGGCGTCGCCCGGGCATTCAGATTTGGGAGAAGTAGCCCCAG 60

FEEEETEEE TR e et b e e e b e e e e e e e b e
NCBI 41 GAGACCTCGCTGCGCTCATGGCGTCGCCCGGGCATTCAGATTTGGGAGAAGTAGCCCCAG 100

URG-4 61 AAATARAAGCATCAGAGAGACGAACAGCTGTGGCCATTGCAGATTTGGAATGGAGAGAAA 120

R N N RN NN R RN NN RN
NCBI ~ 101  AAATAARAAGCATCAGAGAGACGAACAGCTGTGGCCATTGCAGATTTGGAATGGAGAGAAA 160

URG-4 121 TGGAAGGAGATGATTGCGAGTTCCGTTATGGAGATGGTACARATGAGGCTCAGGACAATG 180

CEEEEEEEETEr e e e e e e e b e e e e e e e e et e ey
NCBI ~ 161  TGGAAGGAGATGATTGCGAGTTCCGTTATGGAGATGGTACAAATGAGGCTCAGGACAATG 220

URG-4 181 ATTTTCCAACAGTGGAGAGAAGCAGGCTTCAAGARATGCTGTCACTTTTGGGCCTAGAGA 240

CEEEEEEEET et e e b e e b e e b e e e e e e e e ey
NCBI =~ 221  ATTTTCCAACAGTGGAGAGAAGCAGGCTTCAAGAAATGCTGTCACTTTTGGGCCTAGAGA 280

URG-4 241 CGTACCAGGTCCAGAAACTCAGCCTCCAGGACTCTCTGCAGATCAGTTTTGACAGTATGA 300

R NN R R R NN RN NN R RN
NCBI ~ 281  CGTACCAGGTCCAGAAACTCAGCCTCCAGGACTCTCTGCAGATCAGTTTTGACAGTATGA 340

URG-4 301 AGAACTGGGCCCCTCAGGTTCCCARAGACTTGCCCTGGAATTTCCTCAGGAAGTTGCAGG 360

R R N R NN RN R RN RN NN RN RN RN
NCBI ~ 341  AGAACTGGGCCCCTCAGGTTCCCAAAGACTTGCCCTGGAATTTCCTCAGGAAGTTGCAGG 400

URG-4 361 CCCTCAATGCTGATGCCAGGAATACCACTATGGTGCTGGACGTGCTCCCAGACGCCAGGC 420

R R R R RN RN NN AR RN RN RN RN
NCBI ~ 401  CCCTCAATGCTGATGCCAGGAATACCACTATGGTGCTGGACGTGCTCCCAGACGCCAGGC 460

URG-4 421 CTGTGGAGAAGGAGAGCCAGATGGAAGAGGAGATCATCTACTGGGACCCAGCTGATGACC 480

FPECETTEEEEEr e et e e e et b e bbb e e e e e ey
NCBI ~ 461  CTGTGGAGAAGGAGAGCCAGATGGAAGAGGAGATCATCTACTGGGACCCAGCTGATGACC 520

URG-4 481  TTGCTGCCGACATTTATTCCTTTTCTGAGCTGCCCACCCCTGATACGCCAGTGAACCCCT 540
CEEEETEEE T EE e e b et et b e e bbb et e e e e e ey

NCBI =~ 521  TTGCTGCCGACATTTATTCCTTTTCTGAGCTGCCCACCCCTGATACGCCAGTGAACCCCT 580

URG-4 541  TAGACCTTCTCTGTGCCCTGCTGCTCTCCTCAGACAGTTTCCTGCAACAAGAAATAGCGT 600

R R R R RN R RN NN RN R RN AR RN RN R
NCBI ~ 581  TAGACCTTCTCTGTGCCCTGCTGCTCTCCTCAGACAGTTTCCTGCAACAAGAAATAGCGT 640
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URG-4

NCBI

URG-4

NCBI

URG-4

NCBI

URG-4

NCBI

URG-4

NCBI

URG-4

NCBI

URG-4

NCBI

URG-4

NCBI

URG-4

NCBI

URG-4

NCBI

URG-4

NCBI

URG-4

601

641

661

721

761

821

841

901

1001

L1021

1061

1081

11271

1141

1181

1201

1241

1261

TGAAAATGGCCCTCTGCCAGTTTGCACTCCCACTCGTGTTGCCTGACTCGGAGAACCACT

CETTEET e e e e e e et et e e e e e bbb b e

TGAARATGGCCCTCTGCCAGTTTGCACTCCCACTCGTGTTGCCTGACTCGGAGAACCACT

ACCATACATTTCTGCTGTGGGCCATGCGGGGCATTGTGAGGACATGGTGGTCCCAGCCCC

R R R RN RN RN R RN RN R R AR NN RN
ACCATACATTTCTGCTGTGGGCCATGCGGGGCATTGTGAGGACATGGTGGTCCCAGCCCC

CAAGGGGCATGGGGAGCTTCCGGGAAGACAGCGTGGTCTTGTCCAGGGCGCCCGCCTTCG

R R R R R AR RN R R R RN R AR NN R AR RR RN
CAAGGGGCATGGGGAGCTTCCGGGAAGACAGCGTGGTCTTGTCCAGGGCGCCCGCCTTCG

CCTTCGTGCGCATGGACGTCAGTAGCAACTCCAAGTCCCAGCTTCTCAACGCCGTCCTCA

e R e N R RN R R R RN RN RN RN AR R RN
CCTTCGTGCGCATGGACGTCAGTAGCAACTCCAAGTCCCAGCTTCTCAACGCCGTCCTCA

GCCCGGGCCACAGGCAGTGGGACTGCTTCTGGCATCGGGACCTCAACTTGGGCACCAATG

R R R R RN R R R RN RN RN AR RN
GCCCGGGCCACAGGCAGTGGGACTGCTTCTGGCATCGGGACCTCAACTTGGGCACCAATG

CCCGGGAGATTTCGGATGGGTTGGTAGRAATTTCCTGGTTTTTTCCCAGCGGAAGGGAGG

N R e R RN R RN NN R RN R RN R AR NN NN RN
CCCGGGAGATTTCGGATGGGTTGGTAGARATTTCCTGGTTTTTTCCCAGCGGAAGGGAGG

ACTTGGACATTTTCCCAGAACCTGTGGCCTTTCTGAACCTGAGAGGTGACATCGGGTCTC

R R R RN RN R RN RN RN RN AR
ACTTGGACATTTTCCCAGAACCTGTGGCCTTTCTGAACCTGAGAGGTGACATCGGGTCTC

ACTGGCTGCAGTTTAAGCTCTTGACAGARATCTCCTCCGCTGTGTTTATATTGACTGACA

R N R RN R RN RN AR AR NN AR RRR RN
ACTGGCTGCAGTTTAAGCTCTTGACAGAAATCTCCTCCGCTGTGTTTATATTGACTGACA

ATATCAGTAAGAAGGAATACAAATTGCTGTACTCCATGAAGGAGTCAACCACAAAATACT

RN R RN N NN AR RRR RN
ATATCAGTAAGAAGGAATACAAATTGCTGTACTCCATGAAGGAGTCAACCACARAATACT

ACTTCATCCTGAGTCCCTACCGTGGGAAGCGCAACACAAACCTGAGATTTCTGAATAAGT

R R e RN RN R R AR RN RN RN R RN R RRRN
ACTTCATCCTGAGTCCCTACCGTGGGAAGCGCAACACAAACCTGAGATTTCTGAATAAGT

TAATTCCTGTGCTGAARRATAGACCACTCACATGTCCTGGTAAAGGTCAGCAGCACTGACA
R RN RN R RN R RN NN RN RN R AR

TAATTCCTGTGCTGAAAATAGACCACTCACATGTCCTGGTAAAGGTCAGCAGCACTGACA

GCGACAGCTTCGTGAAGAGGATCCGGGCCATCGTTGGGAATGTGCTGCGGGCACCCTGCA

R RN RN NN RN RN R NN R RN R RN R RN AR
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1301

1321

1361

1381

1421

1441
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1501

1561

1601
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1661

1681

1721

1741

1781

1801

1841

1861

1901
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1961

GCGACAGCTTCGTGAAGAGGATCCGGGCCATCGTTGGGAATGTGCTGCGGGCACCCTGCA

GGCGGGTATCTGTGGAGGACATGGCGCACGCAGCCCGCARACTGGGCCTARAGGTCGACG

R N NN NN RN RN NN RN RN
GGCGGGTATCTGTGGAGGACATGGCGCACGCAGCCCGCARACTGGGCCTARAGGTCGACG

AGGACTGTGAGGAGTGTCAGAAAGCGAARAGACCGGATGGAGAGGATTACCAGGAAAATCA

N RN RN RN R RN RR NN N RN
AGGACTGTGAGGAGTGTCAGAAAGCGAAAGACCGGATGGAGAGGATTACCAGGAARATCA

AAGACTCGGATGCCTACAGAAGGGACGAGCTGAGGCTGCAGGGGGACCCCTGGAGARAGG

R RN RN RN RN RN RN RN NN R N
AAGACTCGGATGCCTACAGAAGGGACGAGCTGAGGCTGCAGGGGGACCCCTGGAGRRAGG

CAGCCCAAGTGGAGAAGGAGTTCTGCCAGCTCCAGTGGGCCGTGGACCCCCCTGAGAAGC

R R N R R RN NN RN RN AR RN
CAGCCCAAGTGGAGAAGGAGT TCTGCCAGCTCCAGTGGGCCGTGGACCCCCCTGAGARGC

ACAGGGCTGAGCTGAGGCGGCGGCTGCTAGAACTTCGAATGCAGCAGAACGGCCATGATC

R N R N N R N R RN RN RN R RR RN
ACAGGGCTGAGCTGAGGCGGCGGCTGCTAGAACTTCGAATGCAGCAGAACGGCCATGATC

CCTCCTCGGGGGTGCAGGAGTTCATCTCGGGGATCAGCAGCCCCTCCTTGAGTGAGAAGC

RN N R RN RN R NN RN RN RN RN R AR
CCTCCTCGGGGGTGCAGGAGTTCATCTCGGGGATCAGCAGCCCCTCCTTGAGTGAGAAGC

AGTACTTCCTGAGGTGGATGGAGTGGGGCCTGGCACGGGTGGCCCAGCCGCGACTGAGAC

R N N N RN R RN RN R R RN R RR N
AGTACTTCCTGAGGTGGATGGAGTGGGGCCTGGCACGGGTGGCCCAGCCGCGACTGAGAC

AGCCTCCGGAGACGCTTCTCACCCTGAGACCAAARGCATGGGGGCACCACAGACGTGGGGG

CEEEEEET R ee et e et e bbb bbb e e ey
AGCCTCCGGAGACGCTTCTCACCCTGAGACCAAAGCATGGGGGCACCACAGACGTGGGGG

AGCCGCTCTGGCCTGAGCCCCTAGGGGTGGAACACTTCTTGCGGGAGATGGGACAGTTTT

R N RN RN NN RN R R R RN AR AR
AGCCGCTCTGGCCTGAGCCCCTAGGGGTGGAACACTTCTTGCGGGAGATGGGACAGTTTT

ATGAGGCTGAGAGCTGTCTTGTGGAGGCAGGGAGGCTGCCGGCAGGCCAGAGGCGTTTTG

RN R RN RN RN RN R AR RN RN
ATGAGGCTGAGAGCTGTCTTGTGGAGGCAGGGAGGCTGCCGGCAGGCCAGAGGCGTTTTG

CCCACTTCCCAGGCTTGGCCTCGGAGCTGCTGCTGACAGGGCTGCCTCTGGAGCTAATCG

R R N R AN RN RN R R AR RRR RN
CCCACTTCCCAGGCTTGGCCTCGGAGCTGCTGCTGACAGGGCTGCCTCTGGAGCTAATCG
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1981

2021

2041

2081

2101

2141

2161

2201

2221

2281

2321

2341

2381

2401

2441

2461

2501

2521

2561

2581

2621

2641

ATGGGAGCACGCTGAGCATGCCCGTCCGCTGGGTCACAGGGCTCCTGAAGGAGCTGCACG

R NN R RN NN R R R RN RN R NN RN
ATGGGAGCACGCTGAGCATGCCCGTCCGCTGGGTCACAGGGCTCCTGAAGGAGCTGCACG

TCCGACTGGAGAGACGGTCAAGGCTGGTGGTTCTGTCAACCGTCGGGGTGCCAGGCACGG

RN R R R R R NN RN RN
TCCGACTGGAGAGACGGTCAAGGCTGGTGGTTCTGTCAACCGTCGGGGTGCCAGGCACGG

GCAAGTCCACACTCCTCAACACCATGTTTGGGCTGCGGTTTGCCACAGGGAAGAGCTGCG

R R R R R R NN NN NN RN RN
GCARGTCCACACTCCTCAACACCATGTTTGGGCTGCGGTTTGCCACAGGGAAGAGCTGCG

GTCCTCGAGGGGCCTTCATGCAGCTCATCACAGTGGCTGAGGGCTTCAGCCAGGACCTGG

R NN R R RN NN R R R RN RN R AR NN
GTCCTCGAGGGGCCTTCATGCAGCTCATCACAGTGGCTGAGGGCTTCAGCCAGGACCTGG

GCTGTGACCACATCCTGGTGATAGACTCCGGGGGCTTGATAGGTGGGGCCTTGACGTCAG

R N R R R R R NN NN NN RN RN RN
GCTGTGACCACATCCTGGTGATAGACTCCGGGGGCTTGATAGGTGGGGCCTTGACGTCAG

CTGGGGACAGATTTGAGCTGGAGGCTTCCTTGGCCACTCTGCTCATGGGACTGAGCAATG

R N NN R R R R R RN NN R R R RN RN R AR AN
CTGGGGACAGATTTGAGCTGGAGGCTTCCTTGGCCACTCTGCTCATGGGACTGAGCAATG

TCACCGTGATCAGTCTAGCTGAAACCAAGGACATTCCAGCAGCTATTCTGCATGCATTTC

R RN RN NN R RN RN NN R AN R RRRRN
TCACCGTGATCAGTCTAGCTGAAACCAAGGACATTCCAGCAGCTATTCTGCATGCATTTC

TGAGGTTAGAAAAAACGGGGCACATGCCCAACTACCAGTTTGTATACCAGAACCTTCATG

R N R R R RN NN NN R R R R RN AN R RN RN
TGAGGTTAGAAARAACGGGGCACATGCCCAACTACCAGTTTGTATACCAGRACCTTCATG

ATGTATCTGTTCCCGGCCCTAGGCCCAGAGACRAGAGACAGCTCCTGGATCCACCTGGTG

R NN NN R R RN NN R R R RN R RN R RN R N AR
ATGTATCTGTTCCCGGCCCTAGGCCCAGAGACAAGAGACAGCTCCTGGATCCACCTGGTG

ACCTGAGCAGGGCTGCAGCCCAGATGGAGARACAGGGCGACGGCTTCCGGGCACTGGCAG
R RN N R R R RN RN NN NN R RN AR AR RN RN
ACCTGAGCAGGGCTGCAGCCCAGATGGAGARACAGGGCGACGGCTTCCGGGCACTGGCAG
GCCTGGCCTTCTGCGACCCTGAGARGCAGCACATCTGGCACATCCCAGGCCTGTGGCACG
R NN R RN R NN R NN RN R R RN NN RN

GCCTGGCCTTCTGCGACCCTGAGAAGCAGCACATCTGGCACATCCCAGGCCTGTGGCACG

GAGCACCTCCCATGGCCGCAGTGAGCTTGGCCTACAGTGAAGCCATATTTGAATTGAAGA
N R RN RN R R R R R RN RN N RN N AR RR R AR
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3001

3041

3061

3101

3121

3161

3181

3221

3241

3281

3301

3341

GAGCACCTCCCATGGCCGCAGTGAGCTTGGCCTACAGTGAAGCCATATTTGAATTGAAGA

GATGCCTACTCGAARACATCAGGAACGGCTTGTCGAACCAAAACAAAAACATCCAGCAGC

RN AN R R R R R R RN AR RR RN
GATGCCTACTCGAARACATCAGGAACGGCTTGTCGAACCAAAACAAAAACATCCAGCAGC

TCATTGAGCTGGTGAGACGGCTGTGAGTGTGCAGAGAAACCCAGTTCAGGTGTAGGAGGC

RN R NN R R R RN RN RN RN
TCATTGAGCTGGTGAGACGGCTGTGAGTGTGCAGAGAAACCCAGTTCAGGTGTAGGAGGC

TGCTGTGGGCAGCCCTGTCTGATGGGGCACCCGTGTGGGGCTGTGCTCTGGTGCCTGAGA

RN NN R RN RN RN RN RN
TGCTGTGGGCAGCCCTGTCTGATGGGGCACCCGTGTGGGGCTGTGCTCTGGTGCCTGAGA

ATGGCTGGTGCCCAATCGACATGAGARAGACGAGGAAAAGACAGGGTTTGGAGTCTCCTCA

RN R R NN R R RN RN RN R R AR R NN
ATGGCTGGTGCCCAATCGACATGAGAAGACGAGGAAAAGACAGGGTTTGGAGTCTCCTCA

ACAGTGTTAAAAGAGGAAGTGACCTCACAGACCAGCTCAGAGATGTTACCAAGAATATCA

RN R N R R R RN RN NN R RN
ACAGTGTTAAAAGAGGAAGTGACCTCACAGACCAGCTCAGAGATGTTACCAAGAATATCA

CAGCCCCCAGGGTAGGGAGACAAGCAGCAGTTTGTTCTGTCTCAGCTCCTGTCAAGGATC

R N R R NN RN RN AR RN RN R AR RN
CAGCCCCCAGGGTAGGGAGACAAGCAGCAGTTTGTTCTGTCTCAGCTCCTGTCAAGGATC

CTGCGGGGTGGGCCCTCTGTATAGCTGCTCTCTGTCACTGGCCCCTGGAGTGGGAGCAGC

R RN R RN RN RN RN RN R NN RN RN RN RN RR R
CTGCGGGGTGGGCCCTCTGTATAGCTGCTCTCTGTCACTGGCCCCTGGAGTGGGAGCAGT

GTCCTTAGTCACTGCAGGCCCAGGCGGGCAGGTGGTCCCAGGACAGAGGTGGGGAAGTTG

R NN R R R R R RN RN RN AR AR R NN
GTCCTTAGTCACTGCAGGCCCAGGCGGGCAGGTGGTCCCAGGACAGAGGTGGGGAAGTTG

TCCTGAGGAAGCAGAAGTAGGCCTTGCTCCCGCCCAACCCAAGGGCCTCCAGTGGACCAG

R R R N RN RN RN R AR RN AR R AR RN
TCCTGAGGAAGCAGAAGTAGGCCTTGCTCCCGCCCARCCCAAGGGCCTCCAGTGGACCAG

CATTCAAGATGTGAGTGCCCGTGGTGTGCAAGGCACTCCCATGGCACCGTATTTATTGAC

R R NN R R R R RN RN NN NN R RN NN
CATTCAAGATGTGAGTGCCCGTGGTGTGCAAGGCACTCCCATGGCACCGTATTTATTGAC

TGATCTGTgaaggcttccbtvacccctgcc:aggaaga'ttcactwgtcgctctgttgtg

RN R R R R N R NN R R R R RN R R R RN R RN
TGATCTGTGARGGCTTCCCTGACCCCTGCCCAGGAAGAGTTCACTGGTCGCTCTGTTGTG
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3361

3401

3421

3461

3481

3521

ccccacageactttgttatacctetgecacacacttcacgeagegegttgtaacteatgt
R NN NN RN R RN R R R RN R N RN N RN
CCCCACAGCACTTTGTTATACCTCTGCCACACACTTCACGCAGCGCGTTGTAACTCATGT

gtttacatgtctgtcececececagactgtgagetecttgagggcagggactgtacattetee
RN R R N AR R R NN R RN RN RN R AR RN
GTTTACATGTCTGTCCCCCCAGACTGTGAGCTCCTTGAGGGCAGGGACTGTACATTCTCC

agctetgtgteccccagggectggcacattgtagacgettaataaatgtetgttaaatgaa

R RN RN RN AR AR RN RRRE
AGCTCTGTGTCCCCAGGGCCTGGCACATTGTAGACGCTTAATARATGTCTGTTAAATGAA
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