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PURINERJIK RESEPTORLER ILE WNT/B-KATENIN SINYAL YOLAGI ARASINDAKI
ILISKISININ ZEBRABALIGI MODELINDE ARASTIRILMASI
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Izmir/Tiirkiye

kucukaylakismail@gmail.com

OZET

Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi, gelisimde, néral biliyime, diferansiyasyonda
ve rejenerasyonda énemli rollere sahiptir. Dolayisiyla, yolagin hatali isleyisi pek gok
kanser turlyle, kaltsal hastalikla ve nérodejeneratif bozuklukla iligkilendirilmistir. Bir
cok calisma yolak bilesenlerini aydinlatmasina ragmen yolagin ayrintili regiilasyonu
hala tam olarak bilinmemektedir. Wnt sinyal iletim mekanizmalarinin ayrintil

arastirlmasi yolagin hastalik olusumundaki rollerini aydinlatacaktir.

Bu calismada, sinaptik iletimde ve rejenerasyonda 6nemli rolleri oldugu bilinen
purinerjik reseptorlerin Wnt/B-katenin yoladi ile baglantisi aragtirilmistir. Yeni nesil RNA
dizileme verileri arasindan segilen aday Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi hedef genleri
olan zebrabali§i p2rx8 ve p2rx5 genlerinin gelisimsel siirecte rolleri arastirilarak p2rx5
geninin asirn  eksprese edildiginde Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi aktivitesini

engelledigi ve gelisim sirasinda somit olusumu icin gerekli oldugu tespit edilmistir.

Ardindan tim tanimlanmig P2X purinerjik reseptorlerinin asiri ekspresyonunun
Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi tizerindeki etkisi arastiriimis ve p2rx1, p2rx3a, p2rx5,
p2rx7 genlerinin Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi aktivitesini engelledigi hem
zebrabali§i embriyolarinda hem de iki farkli insan hiicre hattinda gosterilmistir. Son
olarak, purinerjik reseptorler ile Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi arasindaki iligkinin
eriskin zebrabaligi kuyruk rejenerasyonunda incelenmesi icin 7g(hsp./0/.p2rx3a:EGFP)
ve Tg(hsp/0l:p2rx7:EGFP) transgenik baliklar Gretilmeye baglanmistir.



Bu calismayla birlikte nérodejeneratif hastaliklarda 6nemli rolleri olan purinerjik
reseptorler ile Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi arasindaki iliski, 6nemli bir
rejenerasyon modeli olan zebrabaliginda arastiriimis ve purinerjik reseptorlerin
Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi hedef genleri oldugu ve purinerjik reseptorlerin de
geri bildirim yoluyla Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagini diizenledigi gosterilmistir. Bu
bulgular ile Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarin mekanizmalarinin anlagiimasina

ve hedeflenen tedavilerin gelistiriimesine katki saglanmasi hedeflenmistir.

Anahtar kelimeler: Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi, P2X reseptorleri, Zebrabaligi,

Rejenerasyon
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ABSTRACT

Wnt/B-catenin signalling pathway has essential roles in development, neural
growth, differentiation and regeneration. Therefore, malfunctioning in the pathway has
been associated with different types of cancer, genetic diseases and
neurodegenerative disorders. Although most studies enlighten the pathway
components, there are still unknown about its detailed regulation. Detailed research
about Wnt signalling pathway and its mechanism will reveal pathway’s critical roles in

diseases.

In our studies, the interaction between Wnt/B-catenin signalling pathway and
purinergic receptors, which their significant role is known in synaptic transmission and
regeneration, is investigated. Zebrafish p2rx8 and pZrx5 genes, which are chosen
candidates from RNA sequencing data for regulation of Wnt/B-catenin signalling
pathway, were investigated in development. It was observed that Wnt/B-catenin
signalling pathway is inhibited when zebrafish p2rx5 gene is overexpressed and it is

necessary for proper somitogenesis during the development.

Then, all identified P2X purinergic receptors were investigated and it was
observed that overexpression of pZrx1, pZ2rx3a, p2rx5, p2rx7 genes inhibits Wnt/[3-
catenin signalling pathway activity in both embryos and cell culture. Lastly, we started
to generate 7g(hsp/0/:p2rx3a:EGFP) and Tg(hsp/0l:p2rx7:EGFP) transgenic zebrafish
lines in order to investigate the interaction between Wnt/B-catenin signalling pathway

and purinergic receptors in zebrafish caudal fin regeneration.



Our study demonstrated that purinergic receptors, associated with their
important roles in neurodegenerative diseases, are novel targets of Wnt/B-catenin
signalling pathway and they also act as a negative feedback regulator. We aimed with
this findings to contribute to understand better the mechanism of neurodegenerative

diseases such as Alzheimer and develop new therapies.

Keywords: Wnt/B-catenin signalling patway, P2X receptors, Zebrafish, Regeneration



1. GIRIS VE AMAC

Wnt sinyal iletim yolaginin diizgiin kontrol edilememesi durumunda gelisimsel
bozukluklar, kanser, dejeneratif ve metabolik hastaliklar gortlir. Ayrica, Wnt sinyal
iletim yolagi rejenerasyon sirasinda da 6nemli sinyal yolaklarindan bir tanesidir. Wnt
sinyal yolaklarindan en iyi anlasilmis olan Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagidir. Bu
yolak, homeostatik aralik icinde, hiicre kaderini, bolinmeyi, kok hiicrelerin ve
progenitdr hicrelerin kendilerini yenilemesini dlzenler. Son zamanlarda yapilan
calismalar molekiler mekanizmalari daha da acia kavusturmasina ragmen sinyal
iletiminin dizenlenmesine iliskin yanitlanamamis sorular vardir. Bu nedenle, iligkili
hastaliklarin hedeflenen tedavisi henliz mimkin degildir. Wnt/B-katenin sinyal iletim
yolaginin ayrintih olarak arastiriimasi hastalik mekanizmalarinin anlasiimasina ve

hedeflenen tedavilerin gelistiriimesine katki saglayacaktir.

Purinerjik reseptdrler (purinoseptdrler) hemen her memeli dokusunda bulunan
plazma membran molekiilleri ailesi tyeleridir. Genel olarak 6grenme, hafiza, lokomotor
ve beslenme davranigi ve uyku ile baglantisi oldugu duisiiniilen purinoseptérler, néral
kdk hiicrelerin proliferasyonu ve migrasyonu, vaskiler reaktivite, apoptoz ve sitokin

salgilanmasi gibi birgok hiicre fonksiyonu ile iligkilendirilmistir.

Purinerjik reseptorler, aktivasyon prensiplerine ve yapisal 6zelliklerine gére (g
gruba ayrilmaktadir: P1, P2X ve P2Y reseptorleri. P1 ve P2Y gruplari G-protein-eglesmis
reseptorlerden olusurken P2X grubu reseptdrler ligand-kapili iyon kanallardir. P1
grubunun adenozin ile P2 grubunun ise nikleotidler (ATP/ADP veya UTP/UDP) ile

aktive oldugu bilinmektedir.

Zebrabaliginin model organizma olarak kullanilmasi hizla yayillan ve omurgali
gelisimini anlamak icin cok degerli model sistemlerden biridir. Vicut uzantilarinin
rejenerasyonu hakkindaki bilgilerin cogu zebrabaligi gibi canlilardan gelmektedir.
Zebrabaligi kuyruk rejenerasyonunda, bir ¢gok Wnt ligandi ekspresyonu, B-katenin
hedef genleri ve trangenik raportdrlerinin transkripsiyonel aktivitesi artar. Wnt sinyal

iletim yoladi inhibe edildiginde zebrabaligi kuyruk rejenerasyonunun engellenmesine



ek olarak, B-katenin sinyal iletim yolagi aktive edildiginde uzuv rejenerasyonunun

glglenir.

Bu calismada, purinerjik reseptorler ile Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi

arasindaki iliskisinin zebrabaligi modelinde arastiriimasi ve yolagin diizenlenmesindeki

potansiyel rollerinin zebrabaligi embriyolarinda ve memeli hiicre kiiltlirinde molekiiler

diizeyde karakterize edilmesi amaclanmistir.

Calismanin amaglari sirasiyla sunlardir:

Amacg 1:

Amacg 2:

Amag 3:

Amag 4:

Amag 5:

Amacg 6:

Purinerjik reseptorlerin Wnt hedef genleri olarak dogrulanmasi

Purinerjik reseptorler ile Wnt/B-katenin yolagi arasindaki iliskinin
arastiriimasi

Whnt/B-katenin yolaginin aktivasyonunun ya da inhibisyonunun
purinerjik reseptorler lizerindeki etkisinin arastirilmasi

Purinerjik reseptor fonksiyonunun arastiriimasi

Purinerjik sinyal iletiminin kuyruk rejenerasyonu strecindeki
aktivasyonunun arastiriimasi

Transgenik balik Gretimi




2. GENEL BILGILER

2.1. Wnt Sinyal Iletim Yolag:

Ilk olarak Int-1 olarak adlandirilan Wntl1, meme kanserlerinde fare memeli timér
virusi icin entegrasyon bdlgesi olarak tanimlandi [1]. Ardindan, Wntl'in Drosophila
memeli homologu bulundu ve wingless (wg) olarak adlandirildi [2]. Wg mutant sinek
embriyolarinda dlizgiin kanat gelisiminin olmamasi gibi dnemli eksiklikler goruldia ve
bu fenotip glikojen sentaz kinaz (GSK3), Dishevelled ve B-katenin eksikliklerinde
gorilen fenotiplerle benzerlik gosterdi. Sonraki deneylerle, bu genlerin gelisim igin
gerekli sinyal yolaklarindan biri oldugu anlasildi [3, 4] ve wg ve Int-1 isimlerininden
esinlenerek Wnt sinyal iletim yolagi olarak adlandirilidi [5]. Ayni zamanlarda

adenomatosis polyposis coli (APC)'nin de B-katenin ile etkilesimi oldugu bulundu [6].

Whnt sinyal iletim yolagi siingerlerden insanlara kadar ¢ok hticreli organizmalarda
aksiller olusumu dizenler [7, 8]. Doku donguisiinde ve hasar ya da zarar verildiginde,
Whnt sinyal iletim yolagi normal viicudun ya da dokunun tekrar olusmasini diizenler ve

yasam boyunca énemli roller Gstlenir [9].

Wnt proteinleri gelisim strecinde ve erigkinlikte cesitli slregleri dlizenleyen,
reseptor aracili sinyal yolaklarinda ligand olarak goérev alan oldukca korunmus
glikoproteinlerdir [10, 11]. Wnt sinyal iletim yolaginin diizgiin kontrol edilememesi
durumunda gelisimsel bozukluklar ve kanser, dejeneratif ve metabolik hastaliklar,

endokrin fonksiyonunda bozukluklar ve otoimmun hastaliklar géraltr [12].

Wnt'in kristal yapisi incelendiginde, korunmus sistein aminoasitlerinin  Wnt
molekdlinin C- ve N-uglarinda intermolekdler disilfat baglar olusturdugu gorildi
[13]. Bu disllfat badlarinin bozulmasi, intramolekiiler disiilfat baglarlyla Wnt
oligomerlerinin olusmasini indikler [14]. N-ucundaki korunmus sisteinlerin mutasyona
ugratildiginda Wnt aktivitesinin yok oldugu ve diizgiin bir fonksiyon igin bu disiilfat
baglarinin 6énemli oldugu gosterildi. Wnt proteinleri 40 kDA sistein-zengin olan
proteinlerdir ve Frizzled proteinlerine baglanmasi igin bu bélgede sistein palmitulasyonu

olmasi gerekir [15].



Endoplazmik retikulum (ER) transmembran protein olan Porcupine, O-acyl
transferaz bolgesi icerir ve Wnt'in lipid modifikasyonlari igin gerekli olan enzimdir [16].
Daha sonraki calismalarda da Wnt'in posttranslasyonel modifikasyonlarindan da
sorumlu oldugu gosterildi [17]. Bu proteinin aktivitesinin IWP2 tarafindan
engellenmesi, Wnt sinyal iletim yolagini engellemek icin kullanilan yaygin

yontemlerdendir [18].

Wnt sinyal iletim yolagi baslica B-katenin-bagimli ve B-katenin-bagimsiz olarak
ikiye ayrilir. Kanonikal Wnt sinyal iletim yolagi olarak da adlandilaran Wnt/B-katenin
sinyal iletim yolaginda Wnt ligandinin baglanmasiyla B-katenin stabilizasyonu saglanir.
B-katenin-bagimsiz yolaklar ise Wnt/Ca?* yoladi ve diizlemsel hiicre kutuplasmasi
(PCP) yolaklaridir [19, 20].

2.1.1. B-katenin-badimi Sinyal Iletim yoladi

Wnt sinyal yolaklarindan en iyi anlagiimis olan Wnt/B-katenin sinyal iletim
yolagidir. Bu yolak, homeostatik aralik icinde, hiicre kaderini, boliinmeyi, kok hiicrelerin
ve progenitor hiicrelerin kendilerini yenilemesini diizenler [21, 22]. B-katenin-bagimli
sinyal iletim yolagi, hiicre proliferasyonu, hiicre 6limd, hiicre gocli ve kutuplasmasi

gibi cok cesitli hiicresel fonksiyonlarda gorev alir.

Son zamanlarda yapilan calismalar molekiiler mekanizmalar daha da agiga
kavusturdu. Ozellikle, Wnt ligandlarinin olmadi§i durumda, glikojen sentaz kinaz 3
(GSK3), kasein kinaz 1a (CK1a), Axin ve adenomatous polyposis coli (APC)'den olusan
bir degradasyon kompleksi olusur. Bu protein kompleksi B-katenin’in fosforillenmesine
ve daha sonra ubikutin eklenmesine dncti olur ve B-katenin 26S proteozom tarafindan
degradasyona ugrar [23]. Wnt sinyal iletim yolaginin aktif olmadigi durumda,
degredasyon kompleksine E3 ligaz beta-transducin containing protein (B-TrCP)
baglanir. Bu ligaz B-katenin’in ubikutinlenmesini sadlar ve bu nedenle proteazomlarin
hedefi haline gelir [24].

Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi ile G-protein sinyal iletim yolagi arasindaki iligki

ilk kez Malbon ve arkadaslan tarafindan kanitlandi [25]. B-katenin-bagimli



transkripsiyonun aktivasyonu birincil endoderm kaderini indikler ¢linki Wnt'in hiicre
kaderi Uzerindeki etkisi G proteinlerinin Gaj ve Gao alt tnitelerinin inhibitdrleri tardindan
engellenir. Daha yakin zamanda, Frizzled reseptorlerinin Gao ile eslestigi biyokimyasal
olarak kanitlandi [26]. Frizzled aktivasyonundan sonra 5 dakika icerisinde, GSK3[
hizlica Axin'den ayrilir ve Frizzled reseptérlerinin Gao ile eslesmesi azalir. GSK3p ve Axin
arasindaki etkilesimin dizenlenmesi ve bunun sonucunda B-katenin stabilizasyonun

saglanmasi G proteinlerine bagiml oldugu gosterildi.

Daha sonra yapilan biyokimyasal deneyler, Frizzled reseptérlere ek olarak, Wnt
ligandlarin da LRP reseptérlerin amino uglarina baglandigini ve Frizzled-LRP-Wnt (gl

kompleksi indiikledigini ya da stabilize ettigini gosterdi [27].

Axin, LRP5 ko-reseptoriin karboksi ucuna baglanir ve Wnt proteinlerinin bu
etkilesimi baslatmasi Wnt sinyal iletim yolaginin sitoplazmada nasil basgladigini agiklar
[28]. Floresan rezonans enerji transfer (FRET) teknigiyle, Frizzled aktivasyonundan
sonra 4 dakika igerisinde Axin molekdllerinin LRP5 ucunda biriktigi gdsterildi. Mekanik
olarak, Axinin LRP ko-reseptdriinde stoklanmasi, LRP5 ve LRP6 proteinlerinin
sitoplazmik bolimlerinde bulunan bes tane Pro-Pro-Ser-Pro tekrarlariyla dizenlenir
[29]. Bu bes tane Pro-Pro-Ser-Pro tekrarlarinin mutasyon analizinde, B-katenin’in tam
olarak indiklenebilmesi icin LRP6 ko-reseptdriindeki bu motiflerin en az 4 tanesinin
bulunmasi gerektigi gosterildi [30]. Normal hiicre iceriginde, Axin‘in LRP5 ya da LRP6
ko-reseptorlerine badlanmasi icin yiiksek baglanma egiliminin, Wnt-stimiilasyonu
sonrasi LRP'deki Pro-Pro-Ser-Pro motifinin fosforillenmesi sayesinde gergeklestigi
savunulur. Buna ek olarak, CKly ve GSK3B, LRP5 ve LRP6 ko-reseptorlerinin
fosforillenmesinde rol alan kinazlar oldugu tanimlandi [31]. Bu calismalarda, CK1y- ve
GSK3B-bagimh LRP5 ve LRP6 C-ucunun fosforilasyonun, Axin icin yiliksek baglanma
egilimi yarattigi savunulur. Hicre iginde ¢ok diistik diizeyde bulunan Axin‘in LRP5 ve
LRP6 tarafindan ayrilmasi, Axin‘in B-katenin degredasyon kompleksindeki rollini

baskilayarak, niikleer B-katenin’in fonksiyonunu aktive eder [32].

Frizzled proteinleri, filogenetik olarak G protein-eslesmis reseptérler (GPCRs)
ailesine Uye olan yedi transmembran hiicre yulzeyi reseptorleridir [33]. Frizzled

reseptorleri homomerik ya da heteromerik kompleksler halinde diger Frizzled



ailesindeki proteinler ile bulunurlar [34]. Wnt/Frizzled etkilesimleri ve sintal artmasi ya
da engellenmesi, R-spondin (RSPO), Dishevelled ve E3 ligaz Ring finger protein 3
(RNF43) ve Zin ve ring finger 3 (ZNFR3) gibi molekiiller tarafindan diizenlenir.

Frizzled
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Sekil 1. B-katenin-bagiml sinyal iletim yolagi [35]

Frizzled reseptorleri, LRP5 ya da LRP6 yoklugunda da Wnt ligandlari tarafindan
uyarilabilir ve bu durumda B-katenin-bagimsiz (non-canonical) yolaklari aktive ediilir.
Omurgalilarda, bu pB-katenin-bagimsiz sinyal yolaklar kohlear sac hiicrelerinin
dizlemsel hiicre kutuplagmasini [36], yakinsak ekstansiyon hareketlerini [37], doku
sinirlarinin olusmasini ve gastrulasyon sirasinda dorsoventral bicimlenmesini kontrol
eder [38].

Yedi hidrofobik katmanlara ek olarak Frizzled reseptérleri, prototipikal GPCR'ler

ile siklik AMP-baglantili protein kinaz (PKA)In, protein kinaz C (PKC)'nin ve kasein kinaz
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2 (CK2)'nin glikolizasyon ve fosforilasyon vyerlerinin ayni olmasi 06zelligini de
paylasmaktadir. Ancak, Frizzled reseptorleri G protein eslesmesi icin gereken ve
GPCR'lerin ikincil hicre ici yapisinda bulunan korunmus Asp-Arg-Tyr motiflerini
icermez. Ek olarak Frizzled reseptorleri, GPCR'lerin yedi transmembran katmaninin

sonunda bulunan Asn-Pro-X-X-Tyr motifini de icermez.

Wnt ligandlarinin Frizzled reseptorleriyle ve distik yogunluklu lipoprotein
reseptor-baglantili protein 5 ya da 6 ile etkilesmesi, Dishevelled sitoplazmik
fosfoproteinleri aktive eder. Bu proteinler de degredasyon kompleksini inhibe ederek
B-katenin’in yikimini engeller. Daha sonra B-katenin niikleus igerisinde birikir ve lenfoid
cogaltan- baglanma faktorii (LEF) ve T hiicresi faktorii (TCF) proteinlerine baglanir. Bu
durum hedef genlerin ekspresyonu dlizenlemek icin transkripsiyonun baslamasini

saglar.

Dishevelled, B-katenin-bagimli ve B-katenin-bagimsiz sinyal yolaklari arasindaki
molekiiler dallanma noktasidir. Dishevelled proteinleri Wnt sinyal iletim yoladi
tarafindan plazma membraninin sitoplazmik tarafinda aktive edilen ilk proteinlerden
biridir [39]. Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginda Dishevelled, Axin araciligiyla B-
katenin degredasyon kompleksini inaktive ettigi diistinllir [40]. Ek olarak Dishevelled,
Wnt tarafindan LRP5 ve LRP6 ko-reseptérlerinin fosforillenmesinde de rol aldigi

dugundlar [41].

Bir hipotez ise, Wnt ligandlarina cevap olarak Dishevelledin Frizzled
reseptorlerine baglandigi ve Axin-GSK3B kompleksinin baglanmasini baslattigi ve
GSK3p tarafindan LRP6 fosforillenmesinde 6nemli bir adim oldugu savunulur. Birlikte,
Dishevelled, Axin ve GSK3p’Un, Wnt tarafindan LRP6 fosforillenmesi icin hepsinin

gerekli oldugu gosterilir.

Gergek zamanl goriintiileme deneylerinde, degisik dalgalarda eksitasyon yapan
yesik floresan proteinlerle etiketlenen LRP6 ko-reseptéri ve Axin'in bu slirecteki gérevi
daha aydinlatildi. Dingin durumda, Axin hicre icinde noktali gézlikirken, LRP6 plazma
membraninda esit olarak dadilmis durumdadir. Wnt proteinleri ile stimiilasyondan

sonra 15 dakika iginde ise, LRP6 ve Axin membranda kiimelesir [42]. Daha sonraki
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calismalarla, Wnt-indiklenmis sinyalozomlarin fosforillenmis LRP6, Dishevelled,

Frizzled ve GSK3p icerdigi gosterildi.

2.1.2. B-katenin-badimsiz Sinyal Iletim Yolaci

Zebrabaliklarinda B-katenin-bagimsiz Wnt yolaklarinda Frizzled reseptorlerinin G
protein sinyal iletim yolagiyla iliski oldugu gosterildi [43]. Bu deneylerde, zebrabalidi
embriyolarinda Wnt5a ya da frizzled2'ye cevap olarak Ca2* akisinin degisiminin G
proteinler tarafindan engellendigi gosterildi [44]. Farkli sistemlerde Ca%*-badimli
proteinlerden Ca?*/calmodulin-bagimli protein kinaz II (CAMKII), PKC ve aktive T
hiicrelerin nikleer faktorlii (NFAT)lerin Wnt5a aktivasyonu G proteinlere bagimlidir
[45].

Ayrica, omurgalilarda B-katenin-bagimsiz Wnt sinyal iletim yolaginin, Wnt/p-
katenin sinyal iletim yolagini aleyhine cevirdigi hakkinda bir fikir birligi vardir [46]. Bu
karsitlik, filogenetik olarak doku rejenerasyonunda [47], uzuv gelisiminde [48] ve 6ncll

timositlerin varligini sirdiirmesinde belirgindir [49].

ROR2'de Wnt-baglanan Cys-zengin bdélgesinin ve RYK'de Wnt-inhibitdr faktor
modliinin tanimlanmasiyla, Wnt sinyalinin Frizzled reseptorleri de olmadan aktarildig
disinilda [50]. ROR2'nun overekspresyonunda, non-canonical Wnt yolagindaki gibi
dorsal mezodermin ve noroektodermin yakinsak hiicre hareketlerini engelledigi
gorildi. ROR2'nun fonksiyon kaybi fenotipi ile Wnt5a mutantlarinin fenotipinin
benzedigi gorildi [51]. Wnt3a-bagimh B-katenin aktivasyonunun Wnt5a tarafindan
engellemesi, fare Ror2 genini silrekli eksprese eden insan HEK293 hiicrelerinde daha
da glglendirmesi ROR2'nun B-katenin sinyal iletim yolagina karsit calistigini gosterir
[52]. Zit olarak Wnt5a sinyali B-katenin-bagimsiz yoladgin, frizzled 4 ve LRP5

overeksprese edilerek B-katenin-bagimh yolakla etkisinin saptirildigi gosterildi.
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Sekil 2. B-katenin-bagimsiz sinyal iletim yolagi [35]

Mitoz boliinme sirasinda Wnt fonksiyonlari transkripsiyondan bagimsizdir. Wnt'in
yoklugunda, GSK3 aktif olarak mitotik etkenleri ubikutinleyerek degrede olmalari igin
etiketler [53]. Bu yeni kesfedilen sinyal iletim yoladi proteinin Wnt/stabilizasyonu
(STOP) sinyal iletim yolagdi olarak adlandirildi. Bu sinyal iletim yolagi B-katenin-bagimsiz
olmasina ragmen bu yolak igin GSK3 gereklidir.

2.1.3. Wnt Sinyal Iletim Yoladi Diizenleyicileri

Salgilanan Frizzled-iligkili proteinler ve Wnt inhibitdr faktoria (WIF) direk olarak
Wnt'e baglanir ve reseptore baglanmasini engeller. Dickkopf proteinleri (DKK), yiizey
ektodermdeki Wnt modulatorleri (Wise) ve Sclerostin (SOST) LRP’ye baglanir ve Wnt'in
ona baglanmasini engeller [54, 55].

Norrin Frizzled'a baglanir ve FZD/LRP kompleksinin olusmasini indiikleyerek Wnt
sinyal iletim yolagini indiikler [56]. Ozel olarak Wnt7 yoladini aktive eden bir diger

protein ise adezyon G protein eslesmis reseptér 124 (GPR124)tlir [57].
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2.2. Wnt Sinyal Iletim Yolagi ve Rejenerasyon

Rejenerasyon farklilasmis hicrelerin proliferasyonuyla, eriskin hiicrelerin kbken-
kisith 6ncil hiicrelere tekrar farkhlagsmasiyla, farklilasmis hiicrelerin bagka bir tip

hiicreye farkllagsmasliyla ya da var olan kok hicrelerin aktivasyonuyla gergeklesir.

Farkl sistemler farkl hiicresel prensipler kullanarak zarar géren yapilara tekrar
hiicre saglar [58]. Bazi sistemlerde rejenerasyon, homeostazi sirasindaki dokularda

bulunan kok hticrelerin aktivasyonuyla olur.

Zebrabaligi kuyruk rejenerasyonunda osteoblastlar, eriskin hiicrelerden tekrar
farklilasarak unipotent olan oncil hiicrelere donilstr [59]. Zebrabaliginda, eriskin

kardiyomiyositler rejenere olan kalp kaslarinin énctilleridir [60].

Wnt sinyal iletim yolagi rejenerasyon sirasinda 6nemli sinyal yolaklarindan bir
tanesidir. Ozellikle B-katenin sinyal iletim yolagd hidra kafalarinin rejenerasyonunda
gereklidir [61]. Ayrica, semender lens rejenerasyonunda [62], amniyot retina
rejenerasyonunda [63], memeli pankreas rejenerasyonunda [64] ve akciger tamirinde

[65] Wnt sinyal iletim yolagi 6rnek gosterilebilir.

Planaryalarda, doku homeostazi ve rejenerasyon, tim vicut boyunca var olan
neoblast olarak adlandirilan kdk hiicreler aracihigiyla gerceklesir. Ampiitasyon sonrasi
neoblastlar, blastema olarak adlandirilan farklilasmamis hiicre toplulugunu olusturur
[66]. Kafa ya da kuyruk hayvandan cikarildiginda iki yapi da rejenere olur. Wnt/pB-
katenin sinyal iletim yolagi engellendiginde ise kuyruk yarasindan kafa olusur [67].
Buna karsin olarak da APC kompleksini engelleyerek Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi
aktive edildiginde anterior yarada kuyruk olusur [68]. Sonug olarak, planaryalarda B-
katenin sinyal iletim yolagi anterior-posterior viicut kutuplasmasi olusmasi igin gerekli

bir sinyal iletim yolagidir.

Viicut uzantilarinin rejenerasyonu hakkindaki bilgilerin gogu amfibiler, zebrabaligi
gibi canlilardan gelmektedir. Bu sistemlerde verilen zarardan sonra blastema olusur.
Kemik erigkin osteoblastlardandan tekrar farklilasarak blastemada oncul hicreleri
olusturur [59, 69]. Zebrabaligi kuyruk rejenerasyonun arastiriimasi, blastema

olusumunu ve fonksiyonunu kontrol eden molekdler sinyalleri anlamak igin aydinlatici
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olmustur [47, 70]. Vicut uzantisi rejenerasyonunda Wnt/B-katenin sinyal iletim
yolaginin 6nemli bir roli oldugu anlasildigi gibi B-katenin-bagimsiz sinyal iletim

yolaginin da roli oldugu goruldi [71].

Zebrabaligi kuyruk rejenerasyonunda bir cok Wnt ligand ekspresyonu, B-katenin
hedef genleri ve trangenik raportdrlerinin transkripsiyonel aktivitesi artar [47]. Isi-soku
ile indiiklenebilir ya da adenoviriis-aracili olarak Dickkopfl overeksprese edildiginde
zebrabaligi kuyruk rejenerasyonunun engellendigi gorildi [72]. Uzuv rejenerasyonu
icin epidermis ve blastemal mezenkim arasinda Wnt sinyal iletim yolagini da iceren

kompleks iki tarafli sinyal iletim yolagi etkilesimlerinin gerekli oldugu gosterildi [73].

Whnt sinyal iletim yolagdi inhibe edildiginde zebrabaligi kuyruk rejenerasyonunun
engellenmesine ek olarak, B-katenin sinyal iletim yolagi aktive edildiginde uzuv
rejenerasyonunun giiclenir. Indiklenebilir B-katenin sinyal iletim yolagi aktivatorii
Wnt8 hattinda zebrabaligi kuyruk rejenerasyonunda blastema olusumunun giiglendigi
ve Axinl'in engellendigi transgenik hattinda rejeneratif biylimenin hizlandigi gorildii
[47].

B-katenin-bagimsiz sinyal iletim yolagi da zebrabaligi kuyruk rejenerasyonu
sirasinda rol alir. B-katenin-bagimsiz sinyal iletim yolagdi aktive eden Wnt5a ve Wnt5b
genlerinin ekspresyonunun artar ve Wnt5b geninin overekspresyonunun zebrabaligi
kuyruk rejenerasyonunda blastema bdélinmesini engeller. Ek olarak, Wnt5b mutanti

zebrabaliginda fin rejenerasyonunun hizlandigi goruldu [47].

2.3. Purinerjik Sinyal Iletim Yolag:

Pirinerjik sinyal iletim yolagi hiicre disi sinyal molekiilii adenosine 5-triphosphate
(ATP) tarafindan aktive edilen bir sinyal iletim yoladi oldugu 1972'de iddia edildi [74].
Ardindan 1976’da ATP molekiliniin periferal ve merkezi sinir sistemindeki (CNS) cogu
sinirde  kotransmitter oldugu bulundu [75, 76]. Pirinler daha sonra, adenosine
tarafindan aktive edilen P1 reseptorleri, ATP ya da adenosine 5’-diphosphate (ADP)
tarafindan aktive edilen P2 reseptorleri olarak iki aileye ayrildi [77]. Adenozin P1

reseptorlerinin dort alt tlrl (A1, Aza, Azs, A3), iyon kanall reseptdri P2X reseptorlerinin
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yedi alt tlrl (P2X1-7) ve G protein esli P2Y reseptdrlerinin sekiz alt tirl (P2Y1, P2Y,,
P2Y4, P2Ys, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14) bulunur [78].
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Sekil 3. Purinerjik sinyal iletimi [79]

Adenozin merkezi sinir sistemindeki transmiter salinimi icin predominant,
presinaptik dlizenleyicidir ancak ATP de presinaptik olarak gdrev alir [80]. Adenozin
salinmig ATP'nin ectoenzimatik yikimi sonucu olusur ama beyindeki néronlarin alt

topluluklarinda ya da astrositlerde adenozinin direk salindigi gordilir [81].

Cesitli P1 ve P2 reseptorleri astrositlerde, oligodendritlerde ve mikrogliyalarda
ekspres edilir [82, 83]. ATP hem kisa sureli kalsiyum sinyal olaylarini ve hem de uzun
sureli proliferasyon, farklilasma ve gliyalarin élimuni kontrol eder [84]. Ek olarak,

purinerjik reseptoérlerin erigkin néronal kdk hiicrelerde de ekspresyonu goralir [85].

2.3.1. P2X Plrinerjik Reseptorieri

Hicre disi ATP tarafindan aktive edilen trimerik P2X reseptérlerinin, aci algilama
[86], inflamasyon [87], tat [88], ndrotransmiter saliniminin diizenlenmesi [89] gibi

fizyolojik ve patolojik olaylarda roli vardir.
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P2X reseptdrlerinin aktivasyonu hiicre ici trofik sinyalleri indiikler. P2X reseptorleri
hiicre adezyon molekilleri ile etkilesebilir, nikotinik, GABA ya da 5-HT3 kanallar gibi
dider reseptor kanallari ile fiziksel olarak konusabilir ya da G protein esli reseptorler ile
etkisebilirler [90]. Nikleotitler P2X reseptorleri araciliiyla hizlica etkilerini gosterirler.
Bu homomerik ya da heteromerik reseptorler NA*, K* ve Ca2* iyonlarini gegirir ve

membran potansiyelini hizlica degistirirler [91, 92].

P2X2, P2X4 ve P2X6 reseptorleri heteromultimer olusturur. P2X1 reseptorleri
beynin serebellum gibi bazi bdélgelerinde ekspres edilirken, P2X3 reseptdrleri beyin
kokiinde ekspres edilir. P2X7 reseptorleri cogunlunlukla presinaptiktir [93]. P2X7
haricindeki tim aile Uyeleri baslica dorsal kdk gangliyonu ve trigeminal gangliyalarda

eksprese edilir [94].

Zebrabaliginda yiiksek homolojisi olan dokuz p2rx reseptori izole edildi; p2rx1,
p2rx2, p2rx3.1, p2rx3.2, p2rx4.1, p2rx4.2, p2rx5, p2rx7, p2rx8 (diger adi p2rx514)
[95]. Memelilerde oldugu gibi bu reseptorlerin bazilan elektrofizyolojik 6zelliklerine
gore homodimer ya da heterodimerler halinde bulunur. Zebrabalgi embriyolarinda,
cesitli p2rx alt tirleri kafatasi duyu gangliyonlari ve omurilikteki Rohon-Beard (RB)
hicreleri gibi duyu ndéronlarinda eksprese olur (bou 00, egan 00, kuce 06).
Zebrabaliginda dort p2rx Uyesi (p2rx2, p2rx3.1, p2rx3.2, p2rx8) RB ndéronlarinda
trigeminal gangliyada ve daha sonra kafatasi sinirlerinde benzer ekspresyon gdsterir.
p2rx1 dollenmeden sonra 32. ve 48. saatlerde go6zlerin arkasinda daha ¢ok
hipotalamusun kuyruguna dogru kisith bir alanda ekspreyon gosterir. p2rx5 gelisiminin
ilk Uc glininde somatik kaslarda ekspresyon gdsterirken, p2rx7 beyinde, dzellikle orta
beyin arka beyin sinirinda ekspresyon gdésterir. Dollenmeden sonra 32. saatte p2rx8

hipotalamusta ekspresyon gosterir [95].

P2X7 reseptorleri bazi ikincil haberci molekdilleri ve Akt, c-Jun N-terminal kinaz 1
ve 2, ERK'leri ve p38 MAP kinaz gibi enzim basamaklarini aktive edebilir. Ek olarak,
protein tirozin fosforlanmasini arttirarak MAP kinaz yolagini aktive eder ve porlarini

acarak plazma membraninda iyon gegisini saglar ve hiicreyi 6lime goétirir [96, 97].
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Kas rejenerasyonu sirasinda P2X5, P2Y1 VE P2X2 reseptorleri sirali olarak
eksprese olur. P2X5 ve P2Y1 reseptorleri ilk olarak aktive satelit hiicrelerinde, P2Y1

reseptorl infiltratif immun hiicrelerinde eksprese olur [98].

2.4. Model Organizma Olarak Zebrabalig:

Zebrabaliginin model organizma olarak kullanilmasi hizla yayillan ve omurgali
gelisimini anlamak icin cok dederli model sistemlerden biridir. 1980‘lerde model
organizma olarak kullaniimaya baslanan zebrabalidi ile bir gok goriintiileme ve erken
gelisimsel siirecini degistirebilme teknikleri gelisti. Zebrabaligi ile insanlari da igine alan
diger omurgalilarin arasindaki genomik ve molekiiler benzerlikler, zebrabaligindaki
buluslarin insanlar igin uygulanabilmesine olanak saglamistir. Zebrabaliginin gelisimi
digsal, hizli ve gdzle gorilebilirdir. Embriyo ve koryonu seffaftir ve ilk 5 glin iginde bitlin
ana organlar gelisir. Zebrabaligi yilin her zamani lreyebilir ve haftada yizlerce embriyo
uUretebilirler [99].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma deneysel bir nitelik tasimaktadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma, Dokuz Eyliil Universitesi, Izmir Uluslararasi Biyotip ve Genom Enstitiisii
(iBG-izmir) laboratuvarlarinda Eylil 2014 ve Mayis 2017 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirmada insan lzerinde bir calisma yapilmamistir.

3.4. Calisma Materyali

Arastirmada Dokuz Eyliil Universitesi IBG Deney Hayvanlar Laboratuari’ndan
saglanacak olan Wild Type (Yabanil Tip), Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi raport6rii
Tg(7xTCF.siam:mCherry), ~ Wnt/B-katenin  sinyal iletim yolagi  aktivatori
Tg(hs:Wnt8GFP), Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi inhibitérli 7g(hs:Dkk1GFP) ve
Tg(hs.:Axin1GFP) transgenik zebrabaliklar kullanilmigtir. Ayrica arastirmada, HEK293T
insan embriyonik bdbrek hcreleri ve SH-SYS5Y insan ndroblastoma hiicreleri

kullanilmigtir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Wild Type (Yabanil Tip), T7g(7xTCF.siam:mCherry), Tg(hs:Wnt8GFP),
Tg(hs:Dkk1GFP) ve Tg(hs.Axin1GFP)transgenik zebraliklari bagimsiz degiskenler iken

bu baliklarin giftlestiriimesi ve embriyolarinin toplanmasi bagimh degiskenlerdir.
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Embriyolara mikroenjeksiyon yapilmasi bagimsiz degiskenler iken bu embriyolara

mikroenjeksiyon ile verilen capped RNA'nin ekspresyonu bagiml degiskenlerdir.

Insan embriyonik bobrek (HEK293T) ve insan noroblastoma (SH-SY5Y) hiicre

hatlari bagimsiz degiskenler iken bu hiicrelere yapilan transfeksiyon ve genlerin

ekspresyon diizeyleri bagimli degiskenlerdir.

Larvalarin kuyruklarinin kesilmesi bagimsiz degiskenler iken bu kuyruklarin

rejenerasyonu bagimli degiskenlerdir.

3.6. Veri Toplama Araglari

3.6.1. Malzeme ve Cihazlar

Tablo 1. Arastirmada kullanilan kimyasal, reaktif ve kitlerin listesi

Malzeme Ad Firma Katalog numarasi
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase | Thermo Scientific F-534L
Ribozol RNA Extraction kimyasali Amresco Katalog N580-200
Ribozol Amresco N580-200ML
Direct-zol™ RNA MiniPrep Kiti Zymo Research R2050
Chloroform Merck 102445
Isopropanol Merck K47798334
Etanol Merck K45636683426
DNase/RNAse-siz su Gibco 10977023
iScript™ cDNA Synthesis Kit Bio-Rad 170-8891
KiloGreen 2X gPCR MasterMix-No Dye | ABM MasterMix-KS
BamHI-HF NEB R3136L
Xhol Thermo Scientific FD0694
Xbal Thermo Scientific FD0684
EcoRI Thermo Scientific FD0274
Kpnl Thermo Scientific FD0524
Ncol Thermo Scientific ER0575

20



T4 DNA Ligase ABM G467
Yeast Extract Merck 1037530500
Sodyum Klorir Bioshop S0D001.1
L-Tryptophan Sigma T0254-5G
Agar Merck VM623914347
NucleoSpin Plasmid Miniprep Kiti Macherey-Nagel 740588.50
P1, P2 ve P3 sollisyonlari Qiagen 19052
Dulbecco's Modified Eagle Medium Gibco 41965-039
Dulbecco's Modified Eagle Medium: Gibco 1623179
Nutrient Mixture F-12
Fetal Bovine Serum Biological Industries | 04-222-1A-US
Penicillin-Streptomycin Gibco 15140122
Trypsin-EDTA (0.25%), phenol red Gibco 25200-056
DMSO Fisher Scientific 146738
L-Glutamine Biological Industries | 03-020-1B
Trypan Mavisi Biological Industries | 03-102-1B
Aquaguard-1 Biological Industries | 01-867-1B
Aquaguard-2 Biological Industries | 01-916-1E
GeneRuler™ DNA Ladder Mix Thermo Scientific SM0331
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific SM0311
SafeView Classic ABM G108
Lipofectamine 2000 Thermo Fisher 11668019
Scientific
Dual Luciferase Reporter Assay Promega E1910
Gel Extraction Kit Macherey-Nagel 740609.50
Paraformaldehit Merck K45535705424
Methanol Sigma 32213-2.5L
Formamide-deionized Amresco 0606-100ML
Tween-20 Amresco 0777-1L
Heparin Sodium Serva 24590
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Ribonucleic acid from torula yeast Sigma-Aldrich R6625-25G
Type VI

Tris Amresco 0826_1KG
MMESSAGE mMACHINE® SP6 Thermo Fisher AM1340
Transcription Kit Scientific

PCR Clean-up kiti Macherey-Nagel 740609.50
Taqg DNA Polymerase Geneaid XN18104
pGEM-T Easy Vector System I kiti Promega A1360
IPTG Thermo Scientific R1171
Gliserol Amresco 0854-1L
Gateway® BP Clonase® II Enzyme Invitrogen 11789020
Gateway® LR Clonase® II Enzyme Invitrogen 11791020

Tablo 2. Arastirmada kullanilan ekipmanlarin listesi

Ekipmanin Adi Firma Katalog numarasi
Vorteks Thermo Scientific 88880018
Immunofloresan mikroskobu Olympus BX61
Calkalayici(shaker) Thermo Scientific 88880620
CO2 inkiibatorii Memmert INCO153
Santriftij(falkon tip) Eppendorf 05-413-327
Biyogivenlik seviye 2 kabini Thermo Scientific 51026637
Thermal Cycler Applied Biosystems | A24811
Aspirator Megasan Medikal 13102
Su banyosu Nive Z10.NB
Hemositometri Marienfield Superior | 0630010
NanoDrop Thermo Scientific ND2000
Tarti Sartorious 8221S
Mekanik karistirici Stuart 80001490
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Jel Elektroforez sistemi Thermo Scientific D2
MicroCL 17R(mikro santrifiij) Thermo Scientific 75002455
pH metre Hanna Instruments | HI8521
-80°C Derin Dondurucu Thermo Scientific

Sivi Azot Hicre Saklama Tanki Thermo Cryoplus 2
Microplaka Okuyucu Thermo Varioskan® Flash
Konfokal mikroskop (780 Upright Zeiss

FCS/Confocal Microscope)

Hcre kultlrd 10 cm petri dish Corning

24 kuyulu hiicre kultlirt plaka Corning

6 kuyulu htcre kultira plaka Corning

3.6.2. Besi Yeri ve Sollisyoniar

Tam besiyeri
DMEM

FBS
P/S

L-Glutamin

Fiksasyon soliisyonu (%4 PFA)

Son konsantrasyon

1X
%10
%1
%1

500 mL icin

1X PBS*

Paraformaldehit

500 mL'e kadar
16 gram

* 400 mL 1X PBS 65°C'ye getirildikten sonra 16 gram paraformaldehit eklenir ve

Isitilarak kanstirilir. NaOH ile pH 7.4'e ayarlanir ve ardindan 500 mL’e 1X PBS ile

tamamlanir.
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RNA agaroz jel 100 mL icin Son konsantrasyon

Agaroz 1.2 gram %1.2
10X MOPS 10 mL 1X
DEPC-muamele edilmis su 87 mL

%40 Formaldehit 3mL %1.2
TAE (50X 1L icin

Tris baz 242 g

0,5M EDTA 100 mL

Glacial acetic acid 57.1 mL

dH20 1 L'ye kadar

E3 ortami (60X) 2L icin

NaCl 34.8 ¢

KCI 1.6g

CaCI2:2H20 58g¢g

MgClI2:-6H20 9.78 g

dH20 2 L'ye kadar

* Tum malzemeler su icinde ¢bziindikten sonra pH NaoH ile 7.2'ye ayarlanir ve

ardindan 1X yapildiginda %1 metilen mavisi eklenir.

LB 1L icin
Yeast Extract 5g
NaCl 10g
Tryptone 10 g

dH20 1 L'ye kadar



LB Agar
Yeast Extract

NaCl
Tryptone
Agar
dH0

SOB
Tryptone
Yeast Extract
NaCl

KCI

MgCl,

MgS0O4

PBST (1X)
NaCl

KCl
NazHPO4
KH2PO4
dH20

* Tum malzemeler ¢6ziindikten sonra pH HCl ile 7.4'e ayarlanir ve %0.1 Tween20

eklenir

1L icin

59

10g

10 g

15¢g

1 L'ye kadar

Son konsantrasyon

%2
%0.5
10 mM
2.5 mM
10 mM
10 mM

1L icin

849

0.2g

1.44 g

0.24 ¢

1 L'ye kadar
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NTMT solisyonu 20 mL icin

Tris HCI (pH 9.5, 1M) 2 mL

MgCl> (1M) 1 mL

NaCl (1M) 2 mL
Tween20 (%10) 200 pL
dH20 14.8 mL
SSC (20X) 1L icin
Sodium Chloride 1753 g
Sodium Citrate 88.2 ¢
dH20 1 L'ye kadar

*pH 7 olacak sekilde ayarlanir.

NBT
50 mg Nitro Blue Tetrazolium (NBT), 0.7 mL N-N, dimethyl formamide icinde

¢dzUllr ve ardindan 0.3 mL su eklenir.

BCIP
50 mg 5-Bromo 4-Chloro 3-Indolyl Phosphate (BCIP), 1 mL N-N, dimethyl

formamide icinde g¢ozulr.



Hibridizasyon soliisyonu

Formamide (deionized)

SSC (20X)
Tween20 (%20)
Heparin (5 mg/mL)
tRNA (50 mg/mL)
Citric acid (1M)
dH.0

Phosphate sollisyonu

NaH2PO4 (0.5M)
Na>HPO4 (0.5M)

STOP soliisyonu

Phosphate sollisyonu
EDTA

Tween20

50 mL icin
25 mL
12.5 mL
0.25 mL
0.5mL
0.5mL
0.46 mL

50 mL'ye kadar

500 mL icin

46 mL
4 mL

Son konsantrasyon

0.05M
1 mM
9%0.1

Son konsantrasyon

%50

5X

%0.1

50 pg/mL
500 pg/mL
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3.6.3. Yontemler

3.6.3.1. Primer Dizayri

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu tekniginde kullanilmak Uzere yeni nesil RNA
dizileme verileri sonucundan elde edilen aday gene (purinerjik reseptor P2X, ligand
kapili iyon kanali 8 (p2rx8)) 6zgii primerler dizayn edildi. Bu primerlerin baglanma
sicakliginin 60-61 °C olmasina, primer uzunluklarinin 21-25 baz olmasina, GC iceriginin
%50-55 arasinda olmasina, son bes baz dizisinde Ucten fazla G ya da C bazinin
olmamasina dikkat edildi. Ardindan NCBI Primer Blast gevrimigi programi kullanilarak
dizayn edilen primerlerin genlere 6zgii olup olmadigi kontrol edildi. Kantitatif polimeraz

zincir reaksiyonunda normalizasyon igin ise referans gen olarak B-actin geni secildi.

Tablo 3. Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu igin primerler

Genler Primer Yonu Primer Sekanslari
oyl Forward CATGACGGGCAGGTGTATGAA
Z p2rx
P Reverse CCTGACTACATCAAACTGGGGA
. Forward TGGTCAAAGAACAGGACGGTG
Z p2rx
P Reverse TAATGGCCTGTTCCAAAGCCG
Forward GGAAAGCCAATGCACGAGGT
Z_p2rx3a
Reverse AAAGATGGGACAGAACGGATGG
Forward GAAGTCCAGCCAAACCCCAT
z_p2rx3b
Reverse CCCCACTTTGAATATCGGGCAA
Forward AATTGTCGATCCCCCGAACC
Z_p2rx4a
Reverse GATTGGACAGTCAGGATCCGTT
Forward AATTCGTGGCAATGGCGTTC
Z_p2rx4b
Reverse CGCTCAAAAGAGCAGGCTTTG
- Forward AGGATTTGGCAACAAGGGGT
Z p2rx
P Reverse GTGACCGAGTGCTGTGAGTT
oy Forward GGCTGCATCTATCACCGCTA
Z p2rx
P Reverse GTTCAGGTCACAGTCCCAGT
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_— Forward TGCTCGCTATTCCAGTGATGC
Z_p2rx
- Reverse AAAGTAAGAACGGAGGCGACAT
. Forward GCTTCACGCAGGTGTGGAT
Z_s
—*P Reverse TTCTGGAGATGAGCTGGGAGT
13 Forward TCTGGAGGACTGTAAGAGGTATGC
z_rpll3a
P Reverse AGACGCACAATCTTGAGAGCAG
A Forward CCTCACTATTCTTTTAGCCGTCTGG
rX
- Reverse GGTAGATGAGTACCAGGTCGCAGA
Forward CCGCCCTACGACAAGAAA
h_rpll3a
Reverse CAGGGTGGCTGTCACTGC
Forward GAACGGCCACGAGTTCGAGA
mcherry
Reverse CTTGGAGCCGTACATGAACTGAGG

3.6.3.2. Baliklarin Ciftlestirilmesi ve Embryolarin Toplanmasi

Deneyde kullaniimak tzere Wnt/B-catenin sinyal iletim yolagi inhibitér hatlari
Tg(hsp70l:axinl:YFP), Tg(hsp70I:dkk1:EGFP) ve Wnt/B-catenin sinyal iletim yolad
aktivator hatti 7g(hsp/0/:wnt8:EGFP)transgenik eriskin zebrabaliklar kullanildi. Erigkin
zebrabaliklar ilk olarak erkek ve disi olarak secildi ve giftlestirmek icin egleri Yabanil
Tip zebrabaliklarindan segildi. Daha sonra zebrabaliklar giftlestirme tanklarina konuldu.
Bu tankta yumurtalari baliklardan ayri tutan bir engel olmasina ek olarak disi ve erkegi
de birbirinden ayiran bir engel bulunur. Yaklasik 6gleden sonra ciftlestirmek igin
tanklara konulan zebrabaliklari bltlin geceyi tankta gegcirdikten sonra ertesi glin ilk

Isikla birlikte bulunduklari su degistirilerek, aralarindaki engel kaldirildi.

Ciftlesmenin gergeklesmesini bekledikten sonra embriyolar toplanip E3 embriyo
ortamina (E3 medium) aktarildi. Déllenmemis olanlar ve 6lller ayiklandiktan sonra bu

ortam icerisinde buylmeleri icin 28°C inkibatdre konuldu.
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3.6.3.3. RNA Izolasyonu

Gastrulasyon, somit olusumu ve dollenmeden 24 saat sonra evrelerinde
embriyolar toplandi. 30-40 embryo, 500 pL RiboZol RNA Extraction Kimyasali (Amresco
Katalog#N580-200 mL) icerisinde fiziksel olarak parcalandi. Daha sonra 22G siringa
icerisinden gecirilerek homojenize edildi ve 5 dakika boyunca vortekslendi. Bu
asamadan sonra Trizol icerisindeki érneklerden ya direk RNA izolasyonu yapildi ya da
daha sonra gerceklestirmek lzere -80°C'de saklandi. Daha iyi sonug almak icin 6rnekler
-80°C’de en az bir glin bekletildi.

3.6.3.3.1 Zymo Research Direct-zol™ RNA MiniPrep Kiti ile Izolasyon

Trizol icerisindeki 6rnekler -80°C’den alindiktan sonra oda sicakliginda erimeleri
icin 10 dakika bekletildi. Daha sonra 12 000 g'de 1 dakika santrifij yapilarak
supernatant yeni bir eppendorf tiipiine alindi ve pellet atildi. Zymo Research Direct-
zol™ RNA MiniPrep Kiti (Katalog#R2050) protokiliine uygun olarak izolasyon
gergeklestirildi.

3.6.3.3.2 Manual RNA Izolasyonu

Trizol icerisindeki drnekler -80°C’den alindiktan sonra oda sicakliginda erimeleri
igin 10 dakika bekletildi.

1. 500 pL Trizol icerisindeki érneklerin tizerine 250 pL kloroform eklendi ve
vortekslendi. Daha sonra oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

2. Karisim 12 000 g'de +4°C'de 15 dk. santrifiij edildi.

3. Santrifij sonrasi supernatant yeni bir tipe aktarildi ve tzerine 250 pL isopropanol
eklendi. Alt st yaparak iyice kanstirdiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi.

4. Karigim tekrar 12 000 g'de +4°C’de 10 dakika santriftij edildi.

5. Supernatant uzaklastirildiktan sonra pellet %75 etanol (%25 DEPC'li su) ile
yikandi.

30



6. Daha sonra pellet Vacum Cleaner ile kurutulduktan sonra 15 pl of DNase/RNase-siz
su ile ¢ozulda.

7. Izole edilen RNA érneklerinin konsantrasyon ve safliklari NanoDrop’da 260nm ve
280nm’deki absorbanslarina bakilarak spektrofotometrik olarak dlguldu.

8. Elde edilen RNA ya direk bir sonraki deneyler icin kullanildi ya da -80°C'de ileriki

deneyler icin saklandi.

3.6.3.4. Revers Transkriptaz (RT) Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Elde edilen RNA 6rnekleri, Revers Transkriptaz (RT) polimeraz zincir reaksiyonu
ile komplementer DNA (cDNA)’ye cevrildi. Bunun icin her RNA 6rneginden 1 pg alinarak
iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Katolog#170-8891) ile asagidaki reaksiyon

kuruldu.

Reaksiyon basina bilesenler

5X iScript reaksiyon karisimi 4 uL

iScript revers transkriptaz 1L

Nikleaz-siz su X ML

RNA 6rnegi x ML (1 pg olacak sekilde)
Toplam hacim 20 pL

Daha sonra karisim termal dénglileyicide asadidaki sicaklik ve siire boyunca
inklibe edildi.

Reaksiyon Protokoli

259C’de 5 dakika
420C'de 30 dakika
859C'de 5 dakika

40C'de kisa sureli olarak saklandi. Uzun sire saklamak igin -20°C’ye konuldu.

31



3.6.3.5. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Dizayn edilen primerler ve sentezlenen cDNA ile kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu gerceklestirildi. Bunun icin KiloGreen 2X gPCR MasterMix-No Dye (ABM
Katalog #MasterMix-KS) kiti kullanildi. Kurulan reaksiyon Roche - LightCycler® 480

System termal dongiileyicide analiz edildi.

3.6.3.6. Klonlama

Hedef genlerle calisabilmek igin, genlerin kodlayan sekanslari memeli ekspresyon
vektdriine klonlandi. Bu genler hem stop kodonlu olarak klonlandi hem de Yesil
Floresan Protein (Green Fluorescent Protein — GFP) ile etiketlemek igin stop kodonsuz

olarak klonlandi.
3.6.3.6.1. Primer Dizayrni

Klonlama icin asagidaki tablodaki primerler dizayn edildi. Genin kodlayan kisimlari
ENSEMBL ve NCBI veritabanlari kullanilarak bulundu. Primer bagslarina arzu edilen
memeli vektdriine uygun olarak enzim kesim bélgeleri eklendi. Stop kodonlu igin EcoRI
ve Eagll enzim kesim bdlgeleri eklenirken, GFP etiketli icin BamHI ve Ecorl enzim kesim
boélgeleri primerlere eklendi. Forward primerlere CCACC kozak sekansi eklendi. Genlerin
kodlayan kisimlarindan en az 18 baz alinarak primer sonlarina eklendi. Primer baglarina

enzimlerin rahat tutunabilmesi igin fazladan 5 baz Adenin eklendi.

Tablo 4. Klonlama igin kullanilan primerler

Genler Primer YOnU | Primer Sekanslari

- Forward AAAAAGAATTCCCACCATGGCTCGACGGTGCAGTAATC
Z_p2rx

Reverse AAAAACGGCCGTCAGTGACTGAACTTTCTTTTCG

Z_p2rx8 Forward AAAAAGGATCCCCACCATGGCTCGACGGTGCAGTAATC

(GFP etiketli) | Reverse AAAAAGAATTCGTGACTGAACTTTCTTTTCGAATG
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Z_p2rx8

AAAAATCTAGACTAAGCGTAGTCAGGTA-

(HA etiketli) Reverse -CATCGTAAGGGTAGTGACTGAACTTTCT
Forward AAAAAGAATTCCACCATGGGGCAGGCGGGCTGCAA
n-pana Reverse AAAAACTCGAGTCACGTGCTCCTGTGGGGCT
h_p2rx5
(GFP etiketl) Reverse AAAAAGGCGCGCCCGTGCTCCTGTGGGGCTCCA
h_p2rx5 Forward AAAAAGGATCCACCATGGGGCAGGCGGGCTGCAA
(Myc etiketli) | Reverse AAAAAATCGATACGTGCTCCTGTGGGGCTCCA
Forward AAAAAGGATCCACCATGGCTCAGACCTGGGGTAAC
2-P2ro Reverse AAAAATCTAGACTACTGGTGGCGTGCTGCTCT
Z_p2rx5
(GFP etiketl) Reverse AAAAAGAATTCCTGGTGGCGTGCTGCTCTCAA
Z_p2rx5
(Myc etiketl) Reverse AAAAAATCGATTCTGGTGGCGTGCTGCTCTCAA
Forward AAAAGAATTCCACCATGACTAGGATGAAATCTGCAAT
2-p2ng Reverse AAAACTCGAGTCACTCCTTCTGTGACTCGCT
Forward AAAAGAATTCCACCATGGGTTGTCTGGAGTTCCTCAAAG
2panc Reverse AAAACTCGAGTTATAAGGGTACGCCATCTGACAGGT
Forward AAAAGAATTCCACCATGGCTCCCAGAGTGCTGGGCTT
2-parx3a Reverse AAAACTCGAGTCACTCCTGACGCCCAATAGA
Forward AAAAGAATTCCACCATGCAGCAGTGCTCTGGAAAAATG
2-p2nab Reverse AAAACTCGAGTTAGCTGTAACGTTCGATGGA
Forward AAAAGAATTCCACCATGAGCGAAAGTGTTGGTTGCT
7-panda Reverse AAAACTCGAGCTATTTGTCTTCGTTGTGTAAAAGTC
Forward AAAAGGATCCACCATGGGCTGTTCTGCTTATTGCTT
2-p2ndb Reverse AAAACTCGAGTCAAGGAGTCCCGTATGAGCTCT
Forward AAAAGAATTCCACCATGCCTTGCGTTTTGCTGAAC
7Pt Reverse AAAACTCGAGTCATCTGTTGACCTCTGTCTGAGAC
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3.6.3.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Elde edilen cDNA ve dizayn edilen primerler ile Phusion® High-Fidelity DNA

Polymerase (Katalog #M0530S)kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kuruldu.

Reaksiyon basina bilesenler

5X HF Buffer 4 uL 1X

10 mM dNTP 0,4 uL 200 uM
Forward primer 0,5 4L 250 nM
Reverse primer 0,5 puL 250 nM
Template (cDNA) 1L

Phusion DNA Polymerase 0,2 L 0,4 Unite
Nikleaz-siz su 13,4 L

Toplam hacim 20 pL

Daha sonra karisim termal dénglleyicide asagidaki sicaklik ve siire boyunca

Reaksiyon Protokoli

inklibe edildi.
Ik denatiirasyon 98°C
Denaturasyon 98°C
Yeniden Birlesme 60°C
Uzama 72°C
Son uzama 72°C

40C’de kisa sureli olarak saklandi. Uzun siire saklamak igin -20°C’ye konuldu.

30 saniye
10 saniye
30 saniye
40 saniye
7 dakika

35 dongi
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3.6.3.6.3. Restriksiyon Enzimleri ile Kesim
PZR Urlnleri ve vektorler uygun enzimlerle birlikte kesildi.

Reaksiyon basina bilesenler

10X Fast Digest Buffer 2 UL

DNA (1 ug olacak sekilde) X UL

Enzimler 0,7 uL/0,7 pL (her birinden)
Nikleaz-siz su X ML

Toplam hacim 20 pL

Kurulan reaksiyon daha sonra 37°C'de 1 saat boyunca inkiibe edildi.

3.6.3.6.4. Ligasyon

Kesilen PZR Urlnleri ve vektorler arasinda T4 DNA Ligase (Katalog #G467) ile

ligasyon reaksiyonu kuruldu. Miktarlar icin asagidaki hesaplamadan yararlanildi.

Insert uzunlugu x 50 ng
x 3 = Insert ng

Vektor uzunlugu

Ornegdin p2rx8 geni icin PZR (riinii restriksiyon enzimi kesimi sonucu uzunlugu
1184 baz cifti iken vektorlin restriksiyon enzimi kesimi sonucu uzunlugu 3140 baz

ciftidir. 50 ng vektor kullandigimizda ve 1:3 oraninda insert koymak istedigimizde;

1184 x 50 ng
3140

x 3 = 56,6 ng insert kullanmamiz gerekir.
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Hesaplamalardan sonra ligasyon reaksiyonu kuruldu.

Reaksiyon basina bilesenler

Vektor x UL (50 ng)
Insert X WL (56,6 ng)
T4 DNA Ligase 1L

5X Ligation Buffer 2 UL

Toplam hacim 10 pL

Kurulan reaksiyon daha sonra ya oda sicakliginda 1 saat boyunca ya da tiim gece

boyunca 16°C'de inkibe edildi.

3.6.3.6.5. Transformasyon

1.

Kimyasal kompetent Escherichia coli (E.coli) hucreleri -80°C'den alinarak buz

Uzerinde eritildi.

. Her bir ligasyon trininden 3 pL alinarak 50 pL bakteri tGizerine eklendi ve ependorf

tlpune parmakla yavasca vurularak karistirildi.

3. Bakteri ve DNA karisimi buz (izerinde 20 dakika daha inktbe edildi.

Isi soku yapmak icin ependorf tlipl buz tizerinden alinarak 42°C’de 45 saniye inkiibe

edildi ve ardindan hemen buz Uzerine konularak 2 dakika inkibe edildi.

. Calisma ortami steril edildikten sonra ateg etrafinda 450 pL LB sollisyonu eklendi

ve 37°C'de 1 saat boyunca sallanarak inktibe edildi.

. Daha sonra ependorf tlipiinden 100 pL bakteri alinarak uygun antibiyotikli LB agar

plagi lizerine ekildi ve 37°C'de gece boyunca (yaklasik olarak 16-18 saat) sallanarak
inklibe edildi.

3.6.3.6.6. Tek Koloni Secimi ve Plasmid Izolasyonu

Transformasyondan sonraki glin sabah LB agar plaklar 37°C inkibatérden

alinarak parafilm ile sariip 4°C'ye konuldu. Ogleden sonra ates etrafinda plaklar
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Uzerinden pipet tipi ucu ile tek koloniler secilerek 50 mL falkon tip icindeki uygun
antibiyotikli 5 mL LB sollisyonu icerisine konuldu. Daha sonra 37°C'de gece boyunca

(yaklasik olarak 16-18 saat) sallanarak inktlibe edildi.

Macherey-Nagel NucleoSpin Plasmid Miniprep Kiti (Katalog #740588.50)

protokiile uygun olarak izolasyon yapildi ya da manuel plasmid izolasyonu yapildi.

3.6.3.6.6.1. Manuel Plasmid Izolasyonu

1. Falkon iginde biyilyen bakteriler 37°C inklibatdrden alindi ve 10 dakika boyunca
3500 rpm’de santrifiij edilerek pelet haline getirildi. Supernatant atildi.

2. Peletler, 250 pL P1 sollisyonu igerisinde ¢ozildi ve ependorf tiiplerine aktarild.

3. 250 pL P2 sollisyonu eklendikten sonra ependorf tlipleri nazikce alt Ust edilerek
karnistirldi ve 3 dakika inklibe edildi.

4. Sirenin bitmesine dikkat edilerek hemen 300 pL P3 solisyonu eklendi ve ependorf
tipleri hemen alt st edilerek karstirildi.

5. Tupler daha sonra 13 000 rpm’de 8 dakika boyunca santrifiij edildi.

6. Supernatant (yaklasik olarak 700 uL) yeni bir ependorf tlpine aktarildi ve Gzerine
500 pL isopropanol eklendi. Tupler alt st edilerek karistirildi.

7. Tupler daha sonra 4°C'de 13 000 rpm‘de 15 dakika boyunca santrifiij edildi.

8. Supernatant atildi ve pelet %75 etanol ile yikandi.

9. Daha sonra pellet Vacum Cleaner ile kurutulduktan sonra 50 pl of DNase/RNase-siz
su ile cozalda.

10.1zole edilen DNA &rneklerinin konsantrasyon ve safliklari NanoDrop’da 260nm ve
280nm’deki absorbanslarina bakilarak spektrofotometrik olarak élculdu.

11.Elde edilen DNA ya direk bir sonraki deneyler igin kullanildi ya da -20°C’de ileriki

deneyler icin saklandi.
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3.6.3.7. Hiicre Kiltdrd

HEK293T (insan embriyonik kok hicresi) ve SH-SY5Y (insan néroblastoma

hiicresi) ve L-hicreleri (fare fibroblast hiicresi) kullanildi. HEK293T ve L-hlicreleri icin
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibco Katalog #41965-039) kullanilirken
SH-SY5Y hiicreleri icin DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F-12) (Gibco Katalog #1623179) besiyerleri kullanildi. Tim besiyerlere ek
olarak %10 FBS (Fetal Bovine Serum) (Biological Industries Katalog #04-222-1A-US)
ve %1 P/S (Penicillin-Streptomycin) (Gibco Katalog #15140122) eklendi. Tim hticreler
37°C'de %5 CO:; igeren inklbatdrde blyuttlda.

3.6.3.7.1. Htcrelerin Agilmasi

1.

Krayotlp igerisinde sivi nitrojen tankinda saklanan hicreler alindi ve 37°C su
banyosuna erimeleri igin konuldu.

15 mL falkon tlp igerisine 9 mL tam besiyeri konuldu ve hiicreler erir erimez bu
besiyer icine dokillp, falkon alt Gst edilerek karigtirild.

Daha sonra hicreler 1500 rpm‘de 5 dakika boyunca dondirilerek pelet haline
getirildi.

Ustte kalan besiyer aspiratér yardimiyla uzaklastirildiktan sonra pelet 5 mL tam

besiyeri iginde ¢6zuldu.

. Hucre sollisyonu T-25 flask igerisine aktarldi ve hicrelerin homojen sekilde

dagilmasi icin sag-sol ve yukari-asagi yonlerinde sallandi.
Flask 37°C'de %5 CO; igeren inkiibatére konuldu ve %90-%100 doluluk oranina

gelene kadar blytilip daha pasajlandi.

3.6.3.7.2. Hicrelerin Pasajlanmasi

1.

Hiicreler %90-%100 doluluk oranina geldiginde tiim besiyeri uzaklastirildi ve
hiicreler 2-3 mL PBS ile yikandi.
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. Hcreler tzerine 1 mL Trypsin-EDTA (0.25%), phenol red (Gibco Katalog #25200-

056) eklendi ve hiicrelerin yiizeyden kalkmalari saglandi.

3. 9 mL tam besiyeri eklenerek hiicreler serolojik pipet ile homojenize edildi.

. Hucre tipine de gore degiserek 1:10 ya da 1:5 oraninda hiicreler pasajlandi. 1:10
oraninda pasajlamak icin toplam 10 mL icerisinde ¢ézlinen hiicrelerden 1 mL alind
(1:5 oraninda icin 2 mL alindi) ve 11-12 mL tam besiyeri iceren 10 cm? flask igine
aktarildi. Hucrelerin homojen sekilde dagilmasi icin sag-sol ve yukari-asagi
yonlerinde sallandi.

. Flask 37°C'de %5 CO2 igeren inklibatore konuldu ve %90-%100 doluluk oranina

gelene kadar blytilip daha pasajlandi.

3.6.3.7.3. Hucre Sayimi

1. Hicreler %90-%100 doluluk oranina geldiginde tiim besiyeri uzaklastirildi ve

hiicreler 2-3 mL PBS ile yikandi.
. Hucreler tzerine 1 mL Trypsin-EDTA (0.25%) eklendi ve hicrelerin ylzeyden

kalkmalari saglandi.

3. 9 mL tam besiyeri eklenerek hiicreler serolojik pipet ile homojenize edildi.

. Bu sirada 50 L trypan mavisi ile 100 pL PBS karistirildi. Karisimin igine 50 pL hiicre
sollisyonundan eklendi.
. Bu karisimdan 10 pL alindi ve hemositometre (sayim lami) lizerine konuldu.

. Hemositometre Uzerindeki 5 alan sayildi ve toplam hiicre sayisi hesaplandi.

Diltisyon faktor
Toplam hicre/mL = Sayilan toplam hiicre x x 10* hiicre/mL
Sayilan kareler

3.6.3.7.4. Hdicrelerin Dondurulmasi

1. Hicreler %90-%100 doluluk oranina geldiginde tim besiyeri uzaklastirildi ve

hiicreler 2-3 mL PBS ile yikandi.

2. Hicreler Gzerine 1 mL Trypsin-EDTA (0.25%) eklendi ve hiicrelerin ylzeyden

kalkmalari saglandi.
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3. 9 mL tam besiyeri eklenerek hicreler serolojik pipet ile homojenize edildi.

4. Daha sonra hicreler 1500 rpm’de 5 dakika boyunca dondirilerek pelet haline
getirildi.

5. Ustte kalan besiyer aspirator yardimiyla uzaklastirildiktan sonra pelet 5 mL
dondurma soltisyonu icinde (%90 FBS ve %10 DMSO) icinde ¢ozulda.

6. Daha sonra hiicrelerin tipi ve sayisina gére krayottplere 1 mL hiicre solisyonu
aktarildi.

7. Krayotipler 1 saat -20°C'de tutulduktan sonra gece boyu -80°C'de tutuldu. Ertesi

gin krayotipler sivi nitrojen tankina aktarildi.

3.6.3.7.5. Wnt3a Kosullu Ortaminin Hazirlanmasi

1. Krayotlp igerisinde sivi nitrojen tankinda saklanan fare L-Wnt3a hicreleri ve fare
L-hiicreleri ilk 6nce T25 flask igerisine acild.

2. Hucreler %90-%100 doluluk oranina ulastiinda 5 tane 10 cm? flask igerisine
pasaijlandi.

3. Pasajlanan hiicreler %100 doluluk oranina ulastiginda Uizerindeki besiyer aspirator
yardimiyla alindi ve yeni tam besiyer eklendi. Bu islemin yapildigi zaman Giin 0
olarak adlandirild.

4. Daha sonra Gun 2'de hiicrelerin Uzerindeki ortam alindi ve igerisindeki hicreler
1500 rpm’de 5 dakika boyunca ddndirilerek pelet haline getirildi. Slipernatant bir
cam sise icerisine alindi.

5. Ayni islem Giln 4'te ve Gln 6'da da yapildi ve toplanan ortamlar karistirildiktan
sonra kisa sireli olarak 4°C'de, uzun streli olarak -20°C'de sakland.

6. Fare L-hicrelerinden toplanan ortamlar kontrol ortami olarak kullanilirken, fare L-
Wnt3a hicrelerinden toplanan ortamlar Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagini

indiklemek igin kullanildi.
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3.6.3.8. Lisiferaz Raportor Analizi

3.6.3.8.1. Transfeksiyon

1. 100.000 HEK293T hiicresi transfeksiyon éncesi glin 24-kuyulu plate’e ekildi.

2. Ertesi gun, firefly lUsiferaz geni déncesi TCF baglanma bolgesini iceren plasmid
(plasmid#587), renilla lUsiferaz geni 6ncesi kontrol promoter iceren plasmid
(plasmid#652) ve purinerjik reseptérleri iceren plasmidler sirasiyla karistirild.
Kontrol olarak purinerjik reseptor iceren plasmid yerine GFP plasmidi kullanildi.
Transfekte edilen DNA miktarini egitlemek icin pCS2P+ bos vektori
(plasmid#112) kullanild.

GFP 75 ng p2rxl 200 ng
587 20 ng 587 20 ng
652 5ng 652 5ng
112 125

3. Yukaridaki gibi tim purinerjik reseptdrler icin kuyucuk bagina transfeksiyon
edilecek DNA miktari hesaplandi ve hazirlandiktan sonra DMEM ile 20 pL'ye
tamamlandi.

4. 19,3 pyL DMEM ile 0,7 pL Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific
Katalog#11668019) kuyucuk basina kanstirildi.

5. Daha sonra Lipofectamine ve DMEM karigimi, DNA karigimi ile birlestirildi. 30
dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra kuyucuk basina 40 L
transfeksiyon karisimi hiicrelerin tizerine eklendi.

6. Plate 37°C'de %5 CO2 iceren inklibatdre konuldu ve ertesi giin ortam alinarak

yerine tam besiyer konuldu.



3.6.3.8.2. Wnt3a Kosullu Ortam ile Indiiksiyon

1.

Transfeksiyondan 2 giin sonra hicrelerin (izerindeki ortam aspiratdr yardimiyla
alindi. Kontrol grubuna, kuyu basina 37°C su banyosunda isitiimis 500 uL fare

L-hiicrelerinden elde edilen ortam konuldu.

. Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginin indiklenmesi istenilen kuyulara ise kuyu

basina 37°C su banyosunda isitilmis 500 pL fare L-Wnt3a hilicrelerinden elde edilen

ortam konuldu.

. Ortamlar degistirildikten sonra plate’ler tekrar 37°C'de %5 CO?2 igeren inkiibattre

konuldu ve 6 saat inkiibe edildi.

3.6.3.8.3. Ldminometrik Analiz

1.

Hicreler Wnt3a kosullu ortam ile indlklendikten sonra hiicreler lizerindeki ortamlar

aspirator yardimiyla alindi ve 2-3 mL PBS ile yikandi.

. Bu sirada 5X Pasif Liziz Sollsyonu, otoklavlanmig distile su ile 1X'e seyreltildi.

. 24-kuyudaki hiicrelere, kuyu bagina 100 L 1X Pasif Liziz Sollisyonu eklendi ve oda

sicakhiginda 15 dakika sallanarak inkiibe edildi.
Liziz olan hicreler ependorf tliplerine aktarildi ve hiicre peletinin ¢ékmesi igin

santriflijde cok kisa dondirilda.

. Ependorf tlplerinden 20’ser uL alinarak, Greiner 96-kuyulu beyaz plate’e aktarildi.

. Daha sonra Luminometre Cihazi yaninda ilk 6nce kuyu basina 50 pL LARII

soliisyonu eklendi ve igima 6lgllda.

. Ardindan kuyu basina 50 pL Stop&Glo sollisyonu eklendi ve cihazda tekrar 1s1ima

slcuild.

. Elde edilen degerler cihazdan alinarak analiz edildi.

3.6.3.9. RNA Prob Sentezi

1.

Ilk olarak arzu edilen anti sense RNA prob’un sentezlenmesi icin uygun vektor

uygun enzim ile lineer hale getirildi. Bunun igin;
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Reaksiyon basina bilesenler

10X Fast Digest Buffer 5uL
DNA (5 ug olacak sekilde) X ML
Enzim 1L
Nikleaz-siz su X ML
Toplam hacim 50 pL

. Kurulan reaksiyon daha sonra 37°C'de 1 saat boyunca inklbe edildi.

. Lineer hale getirilen vektorl iceren tim reaksiyon %1 agaroz jelde 90 Voltta 40
dakika boyunca yur(tildikten sonra vektoriin oldugu kisim agaroz jelden kesildi ve
Gel Extraction Kit (Macherey-Nagel Katalog #740609.50) ile izole edildi.

. Rna prob igin su reaksiyon kuruldu;

Reaksiyon basina bilesenler

5X Transcription Buffer 4 uL
DIG Labelling Mix 2 UL
Rnase I 1L
T7 RNA Polymerase 1L
Lineer DNA X UL
Nukleaz-siz su X ML
Toplam hacim 20 pL

. Reaksiyon kurulduktan sonra 37°C'de 2 saat boyunca inkibe edildi.

. Sonra karisima 1 uL DNaz I eklendi ve 37°C'de 15 dakika daha inklibe edildi.

. Reaksiyondan 1 L, %1 formaldehit agaroz jel ile RNA 90 Voltta 40 dakika boyunca
yuritildikten sonra gérintllendi.

. Kalan RNA icin Zymo Research Direct-zol™ RNA MiniPrep Kiti ile izolasyon
gerceklestirildi.

. RNA konsantrasyon ve safliklari NanoDrop'da 260nm ve 280nm‘deki
absorbanslarina bakilarak spektrofotometrik olarak 6lglildiikten sonra son

konsantrasyonu 50 ng/uL olacak sekilde hibridizasyon sollisyonu ile seyreltildi.
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10.0rnekler daha sonra in sitii hibridizasyon tekniginde kullanilmak tizere -20°C’de

saklandi.

3.6.3.10. In Situ Hibridizasyon

1.

Fiksasyon yapilmasi istenilen embriyolar %4 PFA sollisyonu igerisinde 4°C'de gece

boyu inkibe edildi.

. Dollenmeden sonra 24 saat 6ncesi embriyolarin koryonlarinin gikariimasi fiksasyon

isleminden sonra yapildi.

. Déllenmeden sonra 24 saat sonrasi embriyolarin koryonlarinin gikariimasi ise

fiksasyon isleminden 6nce yapildi. Bunun igin embriyolar 1 mg/mL pronase enzimi
iceren embriyo ortaminda oda sicakliginda yaklasik olarak 10 dakika inkibe edildi.
Ardindan 3 kere ortam degistirilerek enzim uzaklastirildi ve fiksasyon islemi
gerceklestirildi.

Fiksasyondan sonraki glin embriyolar 2 kere PBST sollisyonu igerisinde yikandi.

5. Ardindan embriyolar adim adim metanollendi. Ilk olarak %25 Metanol + %75 PBST

soliisyonu icerisinde 5 dakika inklibe edildi. Sonra %50 Metanol + %50 PBST
sollisyonu igerisinde 5 dakika inklibe edildi. %75 Metanol + %25 PBST solisyonu
icerisinde de 5 dakika inklibe edildikten sonra son olarak %100 metanol igerisine
alindi. Bu asamadan sonra embriyolar ya hemen kullanildi ya da daha sonra

kullaniimak tizere -20°C'de saklandi.

In Situ Hibridizasyon — Giin 1

1. Embriyolara ilk olarak rehidrasyon yapildi. Bunun igin embriyolar adim adim PBST

icine alindi. Ik olarak %75 Metanol + %25 PBST soliisyonu icerisinde 5 dakika
inklibe edildi. Sonra %50 Metanol + %50 PBST sollisyonu igerisinde 5 dakika
inktbe edildi. %25 Metanol + %75 PBST sollisyonu icerisinde de 5 dakika inklibe
edildikten sonra son olarak %100 PBST igerisinde 4 kere 5 dakikada bir soliisyon

degistirilerek inkiibe edildi.
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2. Embriyolar daha sonra Proteinaz K ile inkiibe edildi. Inkiibasyon zamani asagidaki

tabloya gore belirlendi.

Tablo 5. Embriyolarin Proteinaz K ile inkiibasyon zamanlari

Gastrulasyon Bu evre icin gerekli degil.

1 somit 5 pg/mL 3 dakika
15 somitler 5 pg/mL 5 dakika
24 saat 10 pg/mL 5 dakika
36 saat 10 pg/mL 6 dakika

3. Inkiibasyondan sonra embriyolar 2 kere PBST ile yikandi ve enzim uzaklastirildi.

4. Daha sonra embryolar %4 PFA soliisyonu ile oda sicakliginda sallanarak 20 dakika
boyunca inkiibe edildi ve tekrar fiksasyon islemi yapildi.

5. Ardindan embriyolar 5 kere PBST igerisinde 5 dakikada bir sollisyon degistirilerek
yikandi.

6. Prehibridizasyon iglemi yapildi. Bunun igin embryolar 1 mL hibridizasyon sollisyonu
icerisinde 67°C su banyosunda 3 saat boyunca inkibe edildi.

7. Bu asamadan sonra embriyolar istenilirse bir kac hafta boyunca -20°C'de
saklanabilir.

8. Hibridizasyon islemini gerceklestirmek igin tlp basina kullaniimak istenilen RNA
probtan 200 ng alindi ve hibridizasyon sollisyonu ile 200 pL'ye tamamlandi. Yani
son konsantrasyonu 1 ng/uL oldu.

9. Embriyolar Gzerinden hibridizasyon sollisyonu alindi ve 6nceden 67°C'ye isitilan RNA
prob ve hibridizasyon sollisyonu karisimi eklendi.

10.Embriyolar gece boyu 67°C su banyosunda inkilibe edildi.

In Situ Hibridizasyon — Guin 2

1. Embriyolar lizerinden RNA prob ve hibridizasyon sollisyonu karisimi alindi ve daha
sonra tekrar kullaniimak Gzere -20°C'de saklandi.
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. Yikama islemlerine baslandi. Embriyolar ilk olarak dnceden 67°C'ye isitilan 1 mL

hibridizasyon sollisyonu ile 20 dakika 67°C su banyosunda inkiibe edilerek yikandi.

. Ardindan dnceden 67°C’ye 1sitilan 1 mL %50 2X SSCT + %50 Formamide ile 20

dakika 67°C su banyosunda inkiibe edilerek yikandi. Bu islem toplam 3 kere
tekrarlandi.
Sonra 6nceden 67°C’ye isitilan 1 mL 2X SSCT ile 20 dakika 67°C su banyosunda

inktbe edilerek yikandi. Bu islem toplam 2 kere tekrarlandi.

. Onceden 67°C'ye isitilan 1 mL 0,2X SSCT ile 30 dakika 67°C su banyosunda inkiibe

edilerek yikandi. Bu islem toplam 4 kere tekrarlandi.

. Bu islemlerden sonra artik embriyolar oda sicakliginda PBST igerisinde 5 dakika

yikandi.

. Embriyolar in situ bloklama sollisyonu ile 1 saat oda sicakliinda yavasca sallanarak

inktbe edildi.

. Daha sonra embriyolar 200 pL antikor sollisyonu igerisinde gece boyu 4°C'de inklibe

edildi.

. Antikor soltisyonunun hazirlanmasi igin Bovine Serum Albumin (Amresco Katalog

#0332-100G) son konsantrasyonu 2 mg/mL olacak sekilde PBST igerisinde ¢ozuldu.
Bu sollsyonun igerisine 1:4000 oraninda Anti-Digoxigenin-AP (Roche Katalog
#12486520) eklendi.

In Situ Hibridizasyon — Giin 3

1.

Embriyolar Uzerinden antikor sollisyonu karisimi alindi ve daha sonra tekrar

kullaniimak tizere 4°C’'de saklandi.

. Yikama islemlerine baslandi. Embriyolar oda sicakliginda 1 mL PBST ile 20 dakika

boyunca sallanarak yikandi. Bu islem toplam 3 saat olacak sekilde 8 kere daha

tekrarlandi.

. Ardindan taze olarak NTMT sollisyonu hazirlandi ve embriyolar NTMT sollsyonu

icerisinde 3 kere 5 dakikada bir sollisyon degistirilerek inkiibe edildi.

Son yikamada embriyolar 24-kuyulu plate’e aktarild.

46



Boyama soliisyonu, 1 mL NTMT igerisine 3,5 yL NBT ve 3,5 pyL BCIP konulup
karistirilarak taze olarak hazirlandi.
Embriyolar tzerine kuyu basina 500 pL boyama solliisyonu eklendi ve karanlikta

inklibasyon gergeklestirildi.

. Boyama ara ara mikroskoptan kontrol edildi ve tamamlandiginda embriyolar

ependorf tliplerine aktarilarak 2 kere hizlica PBST ile yikandi ve boyama durduruldu.

8. Ardindan STOP sollisyonu icerisinde oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

9. Embriyolar tekrar 2 kere hizlica PBST ile yikandiktan sonra %80 Gliserol + %20

STOP sollisyonu karisimina aktarildi ve fotograflari gekildi.

10.Uzun sureli saklamak igin 4°C'ye konuldu.

3.6.3.11. Mikroenjeksiyon

[E=Y

. Mikroenjeksiyon isleminden bir giin dnce baliklar giftlestiriimek tzere kuruldu.

. Ertesi glin disi ve erkek baliklarin arasindaki engel kaldirildi ve giftlesmeleri icin

birakildi.

. Bu sirada mikroenjeksiyon icin gerekli malzemeler hazirlandi. Cam mikroenjeksiyon

igneleri ve embriyolar hizalamak icin agar tabaka hazirland.

Embriyolar toplandiktan sonra tek hiicreliyken mikroenjeksiyon yapildi.

of

Sekil 4. Tek hiicreli zebrabalidi embriyosuna mikroenjeksiyon gdsterimi ve agar tabaka [100]
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3.6.3.12. In vitro transkripsiyon

1. mMESSAGE mMACHINE® SP6 Transcription Kit (Katalog #AM1340) kullanilarak
baslkli (capped) RNA sentezi gerceklestirildi.
2. mRNA'nin Uretilmesi istenilen vektér uygun restriksiyon enzimiyle lineer hale

getirildi ve asagidaki reaksiyon kuruldu.

Reaksiyon basina bilesenler

2X NTP/CAP 10 pL
10X Reaction Buffer 2 UL
SP6 Enzyme Mix 2 UL
Lineer DNA (1 ug) X UL
Nikleaz-siz su X UL
Toplam hacim 20 pL

3. Reaksiyon kurulduktan sonra karisim 2 saat boyunca 37°C'de inkibe edildi.

4. Ardindan karigima 1 pL TurboDNase eklendi ve 15 dakika daha 37°C'de inkibe
edildi.

5. Sentezlenen mRNA, RNA izolasyon Kkiti ile izole edildi ve érneklerin konsantrasyon
ve safliklarnn NanoDrop’da 260nm ve 280nm’deki absorbanslarina bakilarak
spektrofotometrik olarak dlguldu.

6. Elde edilen mRNA -80°C'de ileriki deneyler icin saklandi.

3.6.3.13. TA Klonlama

1. Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase ile elde edilen PZR uriint NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up kiti (Macherey-Nagel Katalog #740609.50) ile izole edildi.

2. Izolasyondan sonra Phusion DNA Polimerazin diizeltme okumasi oldugu icin
dizeltme okumasi olmayan Taq DNA Polymerase (Geneaid Katalog #XN18104) ile

asadidaki reaksiyon kuruldu.
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Reaksiyon basina bilesenler

10X Reaction Buffer 2 uL 1X

10 mM dNTP 0,4 uL 200 uM
PZR Grind 15 pL

MgCl, 0,8 uL 2 mM

Tag DNA Polymerase 0,25 uL 1,25 Unite
Nikleaz-siz su 1,55 pL

Toplam hacim 20 pL

3. Kurulan reaksiyon 72°C'de 20 dakika inkiibe edildi ve sonra asagidaki reaksiyon
pGEM-T Easy Vector System I kiti (Promega Katalog #A1360) ile kuruldu.

Reaksiyon basina bilesenler

2X Rapid Ligation Buffer 5puL 1X
pGEM-T Easy Vektor 1L 50 ng
PZR Grdnu 3 yL

T4 Ligase 1L 3 Unite
Toplam hacim 10 pL

4. Kurulan reaksiyon ya oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi ya da gece boyu 4°C'de

inktbe edildi.

5. Ligasyon Urlna igin transformasyon yapildi. Ancak farkh olarak, bakterileri LB agar

plate Uzerine ekmeden yaklasik 30 dakika 6nce plate’ler tzerine 40 pyL (100mM

IPTG) ve 120 pL X-Gal (20 mg/mL) yayildi ve kurutuldu.

6. Ertesi giin plate’den mavi (yanhs) koloniler degil, beyaz (dogru) koloniler segildi.

7. Ardindan tek koloni secimi ve plasmid izolasyon islemleri yapildi.
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3.6.3.14. Dokun — Uyar (Touch — Evoke) Deneyi

1.

Embriyolara tek hicreliyken mikroenjeksiyon ydntemiyle genlerin sentezlenen
mRNA'lar verildi.

. Ddllenmeden 48 saat sonra larvalarin kuyruklarina ince bir sis ucu ile hafifce

dokunuldu ve ytzmeleri icin uyarildi.

. Larvalarin ylzmeleri mikroskop altinda vidyoya alindi ve daha sonra imagel

programi ile 30 milisaniyede bir ekran gdérintisid alinarak larvalarin ylizmeleri

birbirleriyle kiyaslandi.

3.6.3.15. Larvalanin Kuyruk Yizgeglerinin Kesilmesi

1.

Embriyolara tek hicreliyken mikroenjeksiyon yontemiyle genlerin sentezlenen

mRNA'lar verildi.

. Doéllenmeden 48 saat sonra larvalara Tricaine (Mesab) ile 0.4 mM

konsantrasyonunda anestezi uygulandi.

. Larvalarin kuyruklari daha sonra mikroskop altinda bisturi yardimiyla kesildi.

/\

mwl
LS

Sekil 5. Zebrabalidi larvalari kuyruklarinin kesiminin sematik gésterimi [101]

Kuyruklari kesilen larvalar E3 embriyo ortamina tekrar konuldu ve kuyruk

rejenerasyonu izlendi.

. Larvalar kuyruk kesiminden 1 glin sonra, 2 glin sonra ve 5 glin sonra toplanarak

%4 PFA sollisyonu ile fikse edildi.
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6.

Fikse edilen larvalar ile in sitli hibridizasyon teknigi kullanilarak genlerin

aktivitelerine bakildi.

3.6.3.16. Faloidin Boyamasi

1.

Embriyolara tek htcreliyken mikroenjeksiyon yodntemiyle genlerin sentezlenen

mRNA'lar verildi.

. Dollenmeden 48 saat sonra embriyolar %4 PFA sollisyonu ile gece boyu fikse edildi.

. Ertesi glin embriyolar PBST sollisyonu ile iki kere hizlica yikandiktan sonra PBS

sollisyonu ile 5 dakika oda sicakliginda yikandi.
Ardindan embriyolar %2 Triton-X 100 (PBS icinde) ile 90 dakika boyunca oda

sicakliginda calkalanarak inkiibe edildi.

. Ardindan faloidin antikoru ile 1:2000 oraninda (PBS iginde) oda sicakliginda 1 saat

boyunca inktibe edildi.

. Son olarak PBST icerisinde 3 kere 5 dakikada bir sollisyon degistirilerek inkiibe

edilerek yikandi.

. Embriyolar %80 Gliserol + %20 PBS solisyonu icine alinarak gorintilendi ve

saklandi.

3.6.3.17. Gateway Klonlama Yontemi

Bu klonlama yénteminde homolog rekombinasyondan yararlanilarak istenilen klon elde

edildi. Arzu edilen vektdre Asp/0/ promoter bolgesinden sonra p2rx3aya da p2rx7 geni

ve ardindan EGFP etiketi konuldu. Bunun icin 5" giris vektériinde hAsp/0/ promoter

bélgesi, orta giris vektdriinde p2rx3a ya da p2rx7 geni ve 3’ giris vektoriinde EGFP

olmasi dizayn edildi. Bu giris vektorler pDestTol2CG destinasyon vektériindeki iki Tol2

bélgesinin arasina girecek sekilde dizayn edildi. Ayrica bu destinasyon vektoriinde

cmlc2 promoter bélgesinden sonra EGFP bulunmasi transgenik belirtec olarak
kullanild.
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Elimizde 5’ giris vektdriinde Asp/0/ promoter bolgesi, 3’ giris vektorinde EGFP ve
pDestTol2CG destinasyon vektorleri oldugu icin orta giris vektoriinde p2rx3a ya da

p2rx7 geninin oldugu vektorler klonlandi.

3.6.3.17.1. Primer Dizayrni ve PZR

Gateway klonlama yonteminde homolog rekombinasyondan yararlanarak klonlama
yapildidi icin ilk 6nce istenilen genin kodlayan sekansi buna uygun olarak c¢ogaltildi.

Bunun igin asagidaki primerler kullanilarak 2-adimli PZR islemi gergeklestirildi.

Tablo 6. Gateway klonlama ydnteminde kullanilan primerler

Primerler Primer Sekanslari
12atB1_p2x3a AAAAAGCAGGCTCCACCATGGCTCCCAGAGT
12atfB2_p2x3a AGAAAGCTGGGTACTCCTGACGCCCAATAGA
12atB1_p2x7 AAAAAGCAGGCTCCACCATGCCTTGCGTTTTGCT
12atB2_p2x7 AGAAAGCTGGGTATCTGTTGACCTCTGTCTGAGAC
attB1 adaptor primer | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC T
attB2 adaptor primer | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

Ilk adim olarak asagidaki reaksiyon 12atfB1 ve 12atfB2 primerleri ile kuruldu.

Reaksiyon basina bilesenler

Malzemeler Miktar Son konsantrasyon
5X HF Buffer 10 pL 1X

10 mM dNTP 1L 200 uM

12atB1 0,5 L 100 nM

12att82 0,5 L 100 nM

Template (plasmid) 1L 20 ng

Phusion DNA Polymerase 0,5 L 1 Unite
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Nukleaz-siz su

36,5 pL

Toplam hacim

50 uL

Daha sonra karisim termal dongiileyicide asagidaki sicaklik ve siire boyunca

inktbe edildi.

Reaksiyon Protokoli

Ik denatiirasyon 98°C
Denatlirasyon 98°C
Yeniden Birlesme 55°C
Uzama 72°C

Son uzama 72°C

30 saniye
15 saniye
30 saniye
60 saniye
7 dakika

10 doéngl

ikinci adim olarak ilk stepteki 10 déngiiden elde edilez PZR (iriinii, atfB1 ve atfB2

adaptor primerleri kullanilarak asagidaki reaksiyon kuruldu.

Reaksiyon basina bilesenler

Malzemeler Miktar Son konsantrasyon
5X HF Buffer 10 pL 1X

10 mM dNTP 1L 200 pM

attB1 adaptor primer 0,5 uL 100 nM

at2 adaptor primer 0,5 hL 100 nM

Ilk adimdan PZR iiriinii 10 pL

Phusion DNA Polymerase 0,5 L 1 Unite
Nikleaz-siz su 27,5 pL

Toplam hacim 50 pL

Daha sonra karisim termal dongileyicide asagidaki sicaklik ve siire boyunca

inktbe edildi.
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Reaksiyon Protokoli

Ik denatiirasyon 98°C 30 saniye
Denatiirasyon 98°C 15 saniye
Yeniden Birlesme 45°C 30 saniye - 5 dongi
Uzama 72°C 60 saniye

J\

Denaturasyon 98°C 15 saniye

Yeniden Birlesme 55°C 30 saniye  +~ 20 dongl

Uzama 72°C 60 saniye
Son uzama 72°C 7 dakika

Son atB PZR Urinl 4°C’de kisa sureli olarak saklandi. Uzun sire saklamak igin -
20°C'ye konuldu.

3.6.3.17.2. BP reaksiyonu

attBl— +—attB2
m___________m

attLl— +attlL2

attP1— +attP2

Sekil 6. BP reaksiyonu sematik gosterimi [102]

1. Elde edilen son attB PZR Grini ve pDONR221 vektorl ile BP reaksiyonu kuruldu.
Bu reaksiyon icin Gateway® BP Clonase® II Enzyme karisimi (Invitrogen Katalog
#11789020) kullanild.
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Reaksiyon basina bilesenler

Malzemeler Miktari  Son konsantrasyon
att PZR Grana X UL 15 ng/pL
pDONR221 vektdri 1L 15 ng/pL

BP Clonase II enzyme mix (5X) 2 L 1X

TE Buffer X UL

Toplam hacim 10 pL

2. Reaksiyon kurulduktan sonra oda sicakliginda bir saat inkiibe edildi.

3. Sonra karisima 1 uL Proteinaz K eklendi ve 37°C'de 10 dakika daha inkibe edildi.

4. Reaksiyondan 3 pL ve ccdB genine karsl yasayamayan TOP10 kompetent
bakterileri ile transformasyon yapildi.

5. Bakteriler kanamisinli LB agar plate’lere ekildi ve ardindan plasmid izolasyonu

gergeklestirildi.

3.6.3.17.3. LR Reaksiyonu

Your Promoter, or CT tag. CTtag
Promoter and NT-tag Gene, ORF, or and rerminsior
of your choice CDNA library of yvout chokce

[~ gene ™ ™

3" entry

5" entry

entry clone

clone

clone

//@ .,0.% PUC on

/

(s [ expression 2 *

clone
-

PUC ont

Sekil 7. LR reaksiyonu sematik gésterimi [102]
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1. Elde edilen orta giris vektoriinde p2rx3a ya da p2rx7 geninin oldugu vektorler ile

5 giris vektorinde hsp/0/ promoter bdlgesi, 3’ giris vektdriinde EGFP ve

pDestTol2CG destinasyon vektorleri ile LR reaksiyonu kuruldu.

2. Bu reaksiyon icin Gateway® LR Clonase® II Enzyme karisimi (Invitrogen Katalog

#11791020) kullanildi.

Reaksiyon basina bilesenler

Malzemeler Miktari Son konsantrasyon
5’ girig vektoru X ML 5 ng/uL

Orta giris vektori X ML 5 ng/uL

3’ giris vektori X ML 5 ng/uL
pDestTol2CG X ML 15 ng/uL

LR Clonase II enzyme mix (5X) 2 pL 1X

TE Buffer X ML

Toplam hacim 10 pL

3. Reaksiyon kurulduktan sonra oda sicakliginda bir saat inkiibe edildi.
4. Sonra karisima 1 L Proteinaz K eklendi ve 37°C'de 10 dakika daha inklbe edildi.
5. Reaksiyondan 3 pL ve ccdB genine karsi yasayamayan TOP10 kompetent

bakterileri ile transformasyon yapildi.

6. Bakteriler ampisilinli LB agar plate’lere ekildi ve ardindan plasmid izolasyonu

gergeklestirildi.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvim

©o
1 v [t} ©
Aavar (3819|838 |5|8 |82 |8
. o g g g (o} N g N (=] N (]
Yapilacak Isler - I E|l x| S| =9 c | @
33|32 | E| 3|8 |8 |28 |5 |8 |3
e | & | & | 2| < |0 | & | 2|2 |=
Malzeme alimi, literatlir taramasi ve X
optimizasyon slreci
Klonlama, g-PCR ve RNA Problar X | X
igin primer dizayni
Tum purinerjik reseptoérlerin X | X
ekspresyon vektoriine klonlanmasi
capped RNA'larin sentezlenmesi ve X | X
Tg(7xTCF.siam:mCherry)
transgenik hattina
mikroenjeksiyonu
RNA problarin sentezlenmesi ve In X | X
situ hibridizasyon
Purinerijik reseptorlerin Wnt X | X
lUzerindeki etkisine hiicre
kiiltiirinde bakilmasi
Larvalarin kuyruklarinin kesilmesi ve X | X
In situ hibridizasyon
Transgenik balik Gretimi icin X | X
klonlama yapilmasi
Transgenik balik Gretimi X | X
Verilerin toplanmasi, analiz edilmesi X | X |X

ve tez yazim asamasi
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Primer dizayni ve klonlamalar icin National Center for Biotechnology Information
(NCBI) ve ENSEMBL sitelerinden ve SnapGene programindan yararlanilacaktir. Biittin
deney setleri en az lic kere tekrarlanacaktir. Istatistiksel ¢coziimlemeler icin GraphPad
Prism programi kullanilacaktir. In situ hibridizasyon analizleri Student'’s t-test ile

degerlendirilecektir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir.

3.9. Arastirmanin Sinirliliklar

Insan embriyonik bdbrek (HEK293T) ve insan noroblastoma (SH-SY5Y) hiicre
hatlarina tiim tanimlanmig purinerjik reseptérlerin Lipofectamine® 2000 Transfection
Reagent ile transfeksiyonu yapilacaktir. Ancak transfeksiyonun basarili olamamasi
durumunda ya da transfeksiyon ajaninin toksik olmasi durumunda bagka bir

transfeksiyon ajani denenecektir.

3.10. Etik Kurul Onayi

Bu tez calismasi Dokuz Eyliil Universitesi Izmir Uluslararasi Biyotip ve Genom
Enstitiisii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IBG-HADYEK) tarafindan 29.07.2016
tarih ve 07/2016 protokol numarasi ile etik acidan sakinca olmadigina oy birligi ile karar

verilmigtir. Etik Kurul Izin Belgesi ekte sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Yeni Nesil RNA Dizileme Verileri Sonucu Aday Genlerin Segilmesi

Zebrabaligi embriyolarinda gastrulasyon, somit olusumu ve organ olusumu
gelisim evrelerinde Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginin manipule edildi. Bunu
yapabilmek icin Wnt/B-katenin sinyal iletim vyolagi aktivatdrli T7g(hs:Wnt8GFP)
zebrabaligi transgenik embriyolari, Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi inhibitori
Tg(hs:Dkk1GFP) ve Tg(hs:Axin1GFP) zebrabaligi transgenik embriyolari kullanildi.
Gelisimsel surecteki evrelerde bir saat 1s1 soku verildikten iki saat sonra transgenik
embriyolardan RNA izolasyonu yapildi ve cDNA sentezlenerek sekanslamaya gonderildi
(Sekil 8).
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Sekil 8. Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginin i1s1 soku transgenik embriyolarinda fonksiyon
kazanimi ve kaybi ile manipule edilmesi. Wnt/B-katenin sinyal iletim vyoladi inhibitér
(7g(hs:Dkk1GFP) ve Tg(hs:Axin1YFP)) ve aktivator (Tg(hs:Wnt8GFP)) hatlarinda 1si soku ile
indiklenerek embryolardan gastrulasyon, somit olusumu ve organ olusumu evrelerinde elde edilen RNA

ornekleri yeni nesil RNA dizileme igin gdnderildi.
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Gastrulasyonda Somit Organ

Gen adi Gen tanimi diizenlenmesi o__IU§umunda_ o__Iugumunda_
diizenlenmesi diizenlenmesi
BCL-2 RELATED SUBFAMILY NOT < v
NAMED
G-PROTEIN NEUROTENSIN v .
COUPLED RECEPTOR TYPE 1
RECEPTOR
SERINE/THREONI  SERINE/THREONINE- N \
NE PROTEIN PROTEIN KINASE PIM-3
KINASE
ARRESTIN BETA-ARRESTIN-1 v v .
DISABLED/NUMB- PROTEIN NUMB < v
RELATED HOMOLOG
ADAPTOR
EARLY GROWTH EARLY GROWTH v N \
RESPONSE RESPONSE PROTEIN 1
PROTEIN-
RELATED
FOLLISTATIN- FOLLISTATIN v v
RELATED
CYSTEINE-RICH CYSTEINE-RICH R v \
SECRETORY SECRETORY PROTEIN
PROTEIN- LCCL DOMAIN-
RELATED CONTAINING 2

Sekil 9. Yeni nesil sekanslama sonucu Wnt sinyal yolaginin bir c¢ok bilinen
geribildirim diizenleyicilerinin bulunmasi. RNA 6rneklerinin yeni nesil sekanslama analizi
sonucunda Wnt sinyal yoladini bilinen geribildirim yoluyla diizenleyen genler bulundu.

4.2. Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginin zebrabaligi p2rx8 geni
ekspresyonu lizerindeki etkisine q-PCR ile bakilmasi

Yeni nesil RNA dizileme verileri sonucu segilen p2rx8 genine uygun primerlerle
icin  Wnt/B-katenin sinyal iletim yolag aktivatdri 7g(hs:Wnt8GFP) transgenik
zebrabali§i embriyolar, Wnt/B-katenin sinyal iletim yolag inhibitorli 7g(hs:Dkk1GFP)
ve Tg(hs:Axin1GFP) zebrabaligi embriyolarindan elde edilen cDNA &rnekleri g-PCR
yapildi. p2rx8 geninin ekspresyonu Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi inhibe edildiginde
azalirken, Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi aktive edildiginde artti (Sekil 10).
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Sekil 10. g-PCR yontemi ile p2rx8 geninin ekspresyon degisimi analizi. Wnt/B-katenin sinyal
iletim yolagi aktivatorli 7g(hs:Wnt8GFP) transgenik zebrabali§i embriyolari, Wnt/B-katenin sinyal iletim
yoladi inhibitorli 7g(hs:Dkk1GFP) ve Tg(hs:Axin1GFP) zebrabali§i embriyolarindan elde edilen cDNA
ornekleri g-PCR yapildi. p2rx8 geninin ekspresyonu Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi inhibe edildiginde

azalirken, Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi aktive edildiginde artti.

4.3. Zebrabalhigi p2rx8, p2rx5 ve insan ortologu p2rx5 genlerinin
klonlanmasi

Zebrabali§i p2rx8, p2rx5 ve bu iki genin insan ortologu p2rx5 genleri uygun
primerlerle, ddllenmeden 24 saat sonra embriyolardan elde edilen cDNA ile PZR
yontemi ile ¢odaltildi. Daha sonra uygun enzimlerle kesilen PZR (riinleri pCS2P+

memeli ekspresyon vektoriine aktarildi (Sekil 11).
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Sekil 11. Klonlanan genlerin haritalari. Zebrabali§i p2rx8ve p2rx5ile insan p2rx5 genleri kodlayan

kisimlari konvensiyonel klonlama yéntemi ile pCS2P+ memeli ekspresyon vektériine klonlandi.
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BamHI

Xbal

pCS2P+z_p2rx5

5520 bp
INSERT
FRAGMENT Replace Insert
BamHI (79) — Xbal (115) BamHI (6) — Xbal (1458)

BamHI Xbal

BamHI Xbal
z_p2rx5
Amplified
1468 bp
PCR| primer 1
Primer 2
pCS2P+
4104 bp

Sekil 12. Klonlama stratejisi. Konvensiyonel klonlama yontemi ile uygun primerlerle codaltilan
genlerin kodlayan kisimlari uygun restriksiyon enzimleri ile kesilip pCS2P+ memeli ekspresyon vektoriine
aktarildi.
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4.4. Lisiferaz Raportor Analizi
4.4.1. HEK293T hdicrelerinde z_p2rx8, z_p2rx5 ve h_p2rx5 asiri ekspresyonu ve

Whnt3a kosullu ortam ile indiiklenmesi

Lisiferaz raportor analiz yontemi ile genlerin Wnt aktivasyonu Gzerisindeki etkisi
arastirildi. Bunun icin HEK293T hiicrelerine transfekte edilen z p2rx8, z p2rx5 ve
h_pZ2rx5 genleri, Wnt-3a kosullu ortam ile indiklendikten sonra Wnt aktivasyonu pBAR
(B-katenin hassas lusiferaz raportor) bakilarak 6lctildi ve kontrole gére karsilastirildi.
Kontrole gére z p2rx8, z p2rx5 ve h_p2rx5 genlerinin asir ekspresyonu Wnt etkisini

onemli bir 6lctide dustrdu. (Sekil 13).

60+ 10- -
e 1T = ILN Fekk
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GFP + + + +
Z_p2rx8 +
Z_p2rx5 +
h_p2rx5 +
Wnt3a ortami + + + + +

Sekil 13. HEK293T hiicrelerinde z_p2rx8, z p2rx5ve h_p2rx5 genlerinin asiri ekspresyonu
ve Wnt aktivasyonu iizerinde etkisine lusiferaz raportér analizi ile bakilmasi. HEK293T
hiicrelerinde z_p2rx8, z p2rx5 ve h_p2rx5 genlerinin asiri ekspresyonu Wnt aktivasyonunu engelledigi

gorulda.
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4.4.1. SH-SY5Y hdicrelerinde z_p2rx8, z_p2rx5 ve h_p2rx5 asiri ekspresyonu ve
Whnt3a kosullu ortam ile indiiklenmesi

Lisiferaz raportor analiz yontemi ile genlerin Wnt aktivasyonu Uzerisindeki etkisi
arastirildi. Bunun icin SH-SY5Y hicrelerine transfekte edilen z p2rx8, z p2rx5 ve
h_pZ2rx5 genleri, Wnt-3a kosullu ortam ile indiklendikten sonra Wnt aktivasyonu pBAR
(B-katenin hassas lusiferaz raportor) bakilarak 6lclildi ve kontrole gére karsilastirildi.
Kontrole gbre z_p2rx8, z_p2Zrx5ve h_p2rx5 genlerinin asiri ekspresyonu Wnt3a etkisini

onemli bir 6lctide dustrdu. (Sekil 14).
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© ©
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GFP + + + +
Z_p2rx8 +
Z_p2rx5 +
h_p2rx5 +
Wnt3a ortami + + + + +

Sekil 14. SH-SY5Y hiicrelerinde z_p2rx8, z_p2rx5ve h_p2rx5 genlerinin asiri ekspresyonu
ve Wnt aktivasyonu iizerinde etkisine lusiferaz raportér analizi ile bakilmasi. SH-SY5Y
hiicrelerinde z_p2rx8, z p2rx5 ve h_p2rx5 genlerinin asiri ekspresyonu Wnt aktivasyonunu engelledigi

gorilda.
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4.5. Zebrabaligi p2rx5 geninin gelisimsel siirecte ekspresyonu ve rolii

4.5.1. Zebrabaligi p2rx5 geninin gelisimsel siirecte ekspresyonu

Zebrabaligi embriyolar %80 epiboli, 19 somit olusumu ve ddllenmeden 24 saat
sonra fikse edilip, in sitli hibridizasyon teknigiyle gelisimsel siirecte ekspresyonuna
bakildi (Sekil 15).

p2rx5

%380 epiboli 19 ss 24 hpf
Sekil 15. Zebrabaligi p2rx5 geninin gelisimsel siirecte ekspresyonuna in sitii hibridizasyon
teknigi ile bakilmasi. Zebrabali§i embriyolar %80 epiboli, 19 somit olusumu ve déllenmeden 24 saat
sonra fikse edilip, in sitl hibridizasyon teknigiyle gelisimsel siirecte ekspresyonuna bakildi ve somitlerde

ekspresyonu oldugu gorildi.

4.5.2. Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginin zebrabaligi p2rx5 geni tizerinde etkisi

Zebrabali§i embriyolarinda 10 somit olusumu ve doéllenmeden 24 saat sonra
gelisim evrelerinde Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi manipule edildi. Bunu yapabilmek
icin Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi inhibitérti Tg(hs:Dkk1GFP) ve Tg(hs:Axin1GFP)
zebrabaligi transgenik embriyolari kullanildi. 3 somit olusumu ve déllenmeden 21 saat
sonra evrelerde bir saat 1s1 soku verildikten iki saat sonra transgenik embriyolar fikse
edildi. In sitl hibridizasyon teknigi ile zebrabali§i p2rx5 geni ekspresyonu incelendi.
Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi inhibe edildiginde p2rx5 geni ekspresyonunun
azaldigi gorulda (Sekil 16).
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Sekil 16. Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginin fonksiyon kaybi ile manipule edilmesi
sonucu embriyolarda zebrabaligi p2rx5 geni ekspresyonuna in sitii hibridizasyon teknigi ile
bakilmasi. Zebrabalifi embriyolarinda 10 somit olusumu ve dollenmeden 24 saat sonra gelisim
evrelerinde Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi inhibitdrl 7g(hs:Dkk1GFP)ve Tg(hs.:Axinl1GFP)zebrabalig
transgenik embriyolarinda in sitii hibridizasyon teknidi ile zebrabaligi p2rx5 geni ekspresyonu incelendi.

Whnt/B-katenin sinyal iletim yoladi inhibe edildidinde p2rx5 geni ekspresyonunun azaldigi gorildi

4.5.3. Zebrabaligi p2rx5 geninin Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi tizerinde etkisi

Zebrabali§i 7g(7xTCF-Siam:mCherry) Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi raportor
embriyolarinda, mikroenjeksiyon yontemi ile zebrabaligi p2rx5 geni asir ekprese edildi.
Ardindan embriyolar, 1 somit olusumu, 19 somit olusumu ve doéllenmeden 24 saat

sonra evrelerinde fikse edilerek Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi aktivitesine mCherry
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probu ile bakildi. Zebraballgi p2rx5 geni asiri ekprese edildiginde mCherry

expresyonunda azalma goézlendi (Sekil 17)

A —
slamoism TG (7XTCF siam:mCherry)
e

fix @1 ss st. fix @19 ss st. fix @24 hpf

mCherry

GFP mRNA
-
“
- -

z_p2rx5 mRNA
-

Sekil 17. (A) Wnt/B-katenin sinyal iletim yolag: raportor transgeniginin sematik gosterimi,
(B) GFP ya da z_p2rx5 asin eksprese edildiginde Wnt/pB-katenin sinyal iletim yolaginin
aktivitesine in sitii hibridizasyon teknigi ile bakilmasi. Wnt/B-katenin sinyal iletim yolag
aktivitesine mCherry probu ile bakildi ve zebrabaligi p2rx5 geni asiri ekprese edildiginde mCherry

expresyonunda azalma gézlendi.

4.5.4. Zebrabaligi p2rx5 geninin asir ekpresyonu noroektodermal paterni
anterforfastirmasi

Zebrabaligi embriyolarinda mikroenjeksiyon yontemi ile zebrabaligi p2rx5 geni
asiri ekprese edildi. Ardindan embriyolar %100 epiboli evresinde fikse edilerek, 6n
beyin belirteci otx2 ve posterior néral belirteci hoxb1b problari ile in sitl hibridizasyon

yapildi. Zebrabali§i p2rx5 geni asin ekprese edildiginde, 6n beyin belirteci otx1
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ekspresyonunun arttigi goriliirken posterior néral belirteci Aoxb1b ekspresyonunun

azaldigi gorulir (Sekil 18)

| neuroectoderm |

| otx2, hoxb1b; %100 epiboly I | otx2, hoxb1b; %100 epiboly |

dorsal lateral

GFP mRNA

z_p2rx5 mRNA

Sekil 18. GFP ya da z_p2rx5 asin eksprese edildiginde noroektodermal belirteglere in sitii
hibridizasyon teknigi ile bakilmasi (dorsal=sirt, lateral=yan). Embriyolar %100 epiboli
evresinde fikse edilerek, 6n beyin belirtegi otx2 ve posterior néral belirteci hoxb1lb problari ile in siti
hibridizasyon yapildi. Zebrabaligi p2rx5 geni asir ekprese edildiginde, on beyin belirtegi otx1

ekspresyonunun arttigi gorlliirken posterior noral belirteci hoxb1b ekspresyonunun azaldigi gordildi.

4.5.5. Zebrabaligi p2rx5 geninin asirr ekpresyonunun somit olusumunda etkisi

Zebrabaligi embriyolarinda mikroenjeksiyon yontemi ile zebrabali§i p2rx5 geni
asiri ekprese edildi. Ardindan embriyolar 19 somit olusumu evresinde fikse edilerek,
orta beyin ve arka beyin siniri belirteci Aer5, tglincli ve besinci rhombomere belirtegi
krox20 ve somit belirteci myoD problari ile in sitli hibridizasyon yapildi. Zebrabaligi
p2rx5 geni asin ekprese edildiginde, somitlerin olusmasinda sorun oldugu gorildi
(Sekil 19).
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Sekil 19. GFP ya da z p2rx5 asin eksprese edildiginde gelisimsel belirteclere in sitii
hibridizasyon teknigi ile bakilmasi (dorsal=sirt, lateral=yan). Somit belirteci myoD problari ile
in sitl hibridizasyon yapildidinda ve zebrabaligi p2rx5 geni asiri ekprese edildiginde, somitlerin

olusmasinda sorun oldugu gorild.

4.5.6. Zebrabaligi p2rx5 geninin asir ekpresyonunun kas olusumunda etkisi

Zebrabaligi embriyolarinda mikroenjeksiyon ydntemi ile zebrabaligi p2rx5 geni
asir ekprese edildi. Ardindan embriyolar déllenmeden 48 saat sonra evresinde fikse
edilerek, kas hiicreleri icin faloidin boyamasi yapildi. Zebrabali@i p2rx5 geni asir

ekprese edildiginde, kaslarin olusmasinda sorun oldugu gorilda (Sekil 20).
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GFP mRNA z_p2rx5 mRNA

Sekil 20. GFP ya da z_p2rx5 asin eksprese edildiginde faloidin boyamasi ile kaslara

bakilmasi. Zebrabali§i p2rx5 geni asir ekprese edildiginde, kaslarin olusmasinda sorun oldugu gorildi.

4.5.7. Zebrabaligi p2rx5 geninin asiri ekpresyonunun ylizme yetenedi lizerinde etkisi

Zebrabaligi embriyolarinda mikroenjeksiyon ydntemi ile zebrabaligi p2rx5 geni
asiri ekprese edildi. Ardindan embriyolar déllenmeden 48 saat sonra evresinde
kuyruklarindan uyarilarak yizmeleri kayit altina alindi. Dokun-uyar (touch-evoke)
deneyi ile kontrol ve zebrabali§i p2rx5 geni asiri ekprese edilen larvalar arasinda ylizme

yetenedi agisindan bir fark olmadigi gézlendi (Sekil 21).
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Sekil 21. GFP ya da z p2rx5 asin eksprese edildiginde vyiizme vyeteneklerinin
karsilastinlilmasi (ms: milisaniye). Dokun-uyar (touch-evoke) deneyi ile kontrol ve zebrabaligi p2rx5

geni asir ekprese edilen larvalar arasinda ylizme yetenegdi agisindan bir fark olmadigi gézlendi.

4.6. Tiim Tanimlanmis Zebrabaligi P2X Genlerinin Klonlanmasi

Zebrabali§i p2rx5 ve p2rx8 genleri klonlanmisti. Geriye kalan zebrabaligi p2rx1,
p2rx2, p2rx3a, p2rx3b, pZrx4a, p2rx4b ve p2rx7 genleri uygun primerlerle,
dollenmeden 4 giin sonra embriyolardan elde edilen cDNA ile PZR ydntemi ile cogaltild.
Daha sonra uygun enzimlerle kesilen PZR (rlnleri pCS2P+ memeli ekspresyon
vektdriine aktarldi (Sekil 22).
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Sekil 22. Klonlanan genlerin haritalar. Zebraball§i p2rxi, p2rx2, p2rx3a, p2rx3b, p2rx4a, p2rx4b

l

S0P e

pCS2P+ CMV zf_p2rx7

ve pZrx7 genleri kodlayan kisimlari konvensiyonel klonlama yontemi ile pCS2P+ memeli ekspresyon
vektoriine klonlandi.

4.7. P2X Genlerinin Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi iizerinde etkisi

4.7.1. HEK293T hlicrelerinde P2X genlerinin asiri ekspresyonu ve Wnt3a kosullu

ortam ile indiiklenmesi

Lisiferaz raportor analiz yontemi ile genlerin Wnt aktivasyonu Uzerisindeki etkisi
arastirildi. Bunun igin HEK293T hiicrelerine transfekte edilen zebrabaligi p2rx1, p2rx2,
p2rx3a, p2rx3b, p2rx4a, p2rx4b p2rx5, p2rx7 ve p2rx8 genleri, Wnt-3a kosullu ortam
ile indiklendikten sonra Wnt aktivasyonu pBAR (B-katenin hassas llsiferaz raportor)
bakilarak olglildii ve kontrole gére karsilastirildi. Kontrole goére zebrabal§i p2rxi,
p2rx3a, p2rx5 ve p2rx7 genlerinin asiri ekspresyonu Wnt etkisini 6nemli bir dlglide
dusurdi. (Sekil 23).
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Sekil 23. HEK293T hiicrelerinde zebrabaligi P2X genlerinin asiri ekspresyonu ve Wnt
aktivasyonu lizerinde etkisine lusiferaz raportor analizi ile bakilmasi. HEK293T hiicrelerinde
zebraball§i p2rx1, p2rx3a, p2rx5 ve p2rx7 genlerinin asiri ekspresyonunun Wnt aktivasyonunu

engelledigi goralda.

4.7.2. Zebrabaligi P2X genlerinin Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi tizerinde etkisi

Zebrabali§i 7g(7xTCF-Siam:mCherry) Wnt/B-katenin sinyal iletim yolag raportor
embriyolarinda, mikroenjeksiyon yontemi ile zebrabaligi p2rx1, p2rx2, p2rx3a, p2rx3b,
p2rxda, p2rx4b p2rx5, p2rx7 ve p2rx8 genleri asiri ekprese edildi. Ardindan embriyolar
déllenmeden 36 saat sonra fikse edilerek Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi aktivitesine
mCherry probu ile bakildi. En biiyiik fark olarak, zebrabali§i p2rx3a geni asiri ekprese

edildiginde mCherry expresyonunda azalma gozlendi (Sekil 24).
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Sekil 24. GFP ya da P2X genleri asirni eksprese edildiginde Wnt/B-katenin sinyal iletim
yolaginin aktivitesine in sitii hibridizasyon teknigi ile bakilmasi. (A) GFP, (B) p2rx1, (C) p2rx2,
(D) p2rx3a, (E) p2rx3b, (F) p2rx4a, (G) p2rx4b, (H p2rx5, (I) p2rx7, () p2rx8 genlerini gdstermektedir.
A’, B, D', H' ve I' fotograflari A, B, D, H VE I fotograflarinin yakinlastirnimig halidir. Zebrabali§i p2rx3a

geninin asir ekspresyonunun Wnt aktivasyonunu en cok engelledigi gortldi.

4.8. Tiim Tanimlanmis Zebrabaligi P2X Genlerinin Kuyruk Rejenerasyonu
Sirasinda Rolii

Yabanil tip zebrabaligi larvalarinin déllenmeden 48 saat sonra kuyruklar kesildi
ve kuyruk rejenerasyonu sirasinda, amputasyondan 1 gin, 2 gin ve 5 glin sonra
larvalar fikse edilerek zebrabali§i p2rx1, p2rx2, p2rx3a, p2rx3b, p2rx4a, p2rx4b p2rx5,
p2rx7 ve p2rx8 genleri icin sentezlenen RNA problar ile in sitl hibridizasyon yapildi
(Sekil 25).
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Uncut (2 dpf) 1 dpa (3 dpf) 2 dpa (4 dpf) 5 dpa (7 dpf)

Sekil 25. P2X reseptorlerinin larva kuyruk rejenerasyonundaki rolii
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4.9. Transgenik Zebrabaligi Uretimi

Gateway klonlama sonucu, pDestTol2CG destinasyon vektoriindeki iki Tol2
bolgesinin arasina /Asp/0/ promoter bolgesinden sonra zebrabali§i p2rx3aya da p2rx7
geni ve ardindan EGFP etiketi konuldu. Bu destinasyon vektorindeki cm/c2 promoter
bélgesinden sonra EGFP bulunmasi transgenik belirteg olarak kullanildi. Bu elde edilen
iki klon daha sonra Tol2 mRNA ile birlikte yabanil tip embriyolara mikroenjekte edildi.
Bu sayede Tg(hsp/0l:p2rx3a:EGFP) ve Tg(hsp/0/:p2rx7:EGFP) transgenik
zebrabaliklarini  (iretmek amaglandi. Enjeksiyonun ve transgenligin basari olup

olmadi§i cm/c2:EGFP belirtegi ile floresan mikroskop altinda analiz edildi (Sekil 26).

Sekil 26. Transgenik zebrabalig: belirteci cm/c2:EGFP gosterimi. 7g(hsp/0/:p2rx3a:EGFP) ve
Tg(hsp70I:p2rx7:EGFP) transgenik zebrabaliklarini Gretmek amaclandi. Enjeksiyonun ve transgenligin
basarili olup olmadigi cm/c2:EGFP belirteci ile floresan mikroskop altinda analiz edildi.
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5. TARTISMA

Bu arastirmada Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagini daha da aydinlatmak
amaclanmistir. Bu amagla Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi aktivatori
Tg(hs:Wnt8GFP) zebrabaligi transgenik embriyolari, Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi
inhibitorl 7g(hs:Dkk1GFP)ve Tg(hs:Axinl1GFP)zebrabaligi transgenik embriyolarindan
elde edilen RNA 6rnekleri ile yeni nesil RNA dizileme yapilmig ve Wnt/B-katenin sinyal
iletim yolagi hedef genleri arastinimistir. Sekanslama sonucu bilinen geribildirim
diizenleyicilerin de bulunmasi segctigimiz zebrabali§i p2rx8 geninin de dogru bir aday

olabilecegi ihtimalini ylkseltmistir (Sekil 9).

Ayni gelisimsel evrelerden elde edilen RNA drneklerinden cDNA sentezlenmis ve
g-PCR ydntemi ile z_p2rx8 geninin ekspresyon ifadesine bakilmistir. g-PCR analizine
gore Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi inhibe edildiginde z_p2rx8geni ekspresyonunun
azalmasi ve Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi aktive edildiinde z p2rx8 geni
ekspresyonunun artmasi, bu genin Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi hedef

genlerinden biri oldugunu gostermistir.

Zebrabaligi p2rx8 geninin insan ortologunun p2rx5 oldugu ve bu insan geninin
zebrabaligi ortologu hem p2rx8hem de p2rx5genleri oldugu bilinmektedir. Bu nedenle,
zebrabali§i p2rx8, p2rx5 ve bu iki genin insan ortologu p2rx5 genlerini klonlamak igin
bu genlerin kodlanan kisimlarina uygun primerler dizayn edilmis ve bu primerlere
uygun enzim bolgeleri eklenerek, pCS2P+ memeli ekspresyon vektdriine aktariimistir.
Klonlama sirasinda dikkat edilen 6nemli noktalardan biri PZR Urlinlinlin ve restriksiyon
enzimleri ile kesilen vektoriin agaroz jelde vyiritildiginde uzunlugunun dogru
cikmasidir. Restriksiyon enzimlerinin calisigindan emin olunmasi, PZR {riiniiniin
spesifik olmasi, PZR drlinl ve vektorin saf olarak elde edilip ligasyon yapilmasi,
transformasyondan sonra bakterilerin uygun antibiyotikli agar platelere ekilmesi de

diger 6nemli noktalardandir.

Klonlanan genler daha sonra HEK293T ve SH-SY5Y hiicrelerine transfekte
edilerek Wnt3a kosullu ortam ile indlklenmistir. Transfeksiyon sirasinda hticrelerin

sagligi 6nemli Olglide transfeksiyon oranini etkilemistir. Bu nedenle transfeksiyon
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oncesi hicrelerin saglikli goziikmesine dikkat edilmistir. SH-SY5Y hiicreleri cok hassas
ve HEK293T hiicreleri yari-yapiskan hicreler oldugu igin Uzerindeki ortamlar

degistirilirken hicrelerin kalkmamasina dikkat edilmistir.

pBAR (B-katenin hassas lusiferaz raportor) aktivasyonuna bakilarak asiri eksprese
edilen genlerin Wnt3a etkisini nasil degistirdigi gdzlenmistir (Sekil 13 ve 14). Her iki
hiicre hattinda da, HEK293T ve SH-SY5Y, zebrabaligi p2rx8, p2rx5ve bu iki genin insan
ortologu pZ2rx5 genleri Wnt3a etkisini 6nemli bir oOlclide disltrmdistiir. Bu sonug,
zebrabali§i p2rx8, p2rx5 ve insan p2rx5 genlerinin Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagini

olumsuz bir sekilde etkiledigini géstermistir.

In sitl hibridizasyon sonuglarina gore, Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi
inhibitorl 7g(hs:Dkk1GFP) ve Tg(hs:AxinlGFP) zebrabaligi transgenik embriyolarinda,
Z_p2rx5 geni ekspresyonunun azaldigi gorilmustir. Bu fark déllenmeden 24 saat sonra
embriyolarinda daha nettir. Bu sonug, Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginin inhibe
edilmesi durumunda z_p2rx5 geni ekspresyonunun azaldigini ve bu yolagin bir hedef

geni oldugunu in vivo olarak gostermistir.

Ayrica, zebrabali§i 7g(7xTCF-Siam:mCherry) Wnt/B-katenin sinyal iletim yolag
raportdr embriyolarinda, mikroenjeksiyon yontemi ile zebrabali§i p2rx5 geni asiri
ekprese edildijinde mCherry ekspresyonunun azaldigi gorilmistir. Wnt/B-katenin
sinyal iletim yolaginin aktivasyonu sonucu B-katenin‘in ¢ekirdekteki TCF bolgesine
baglanmasi, bu transgenik embriyolarda mCherry belirtecinin ekspresyonuna neden
olur. Bu nedenle, mCherry ekspresyonu direk olarak Wnt/B-katenin aktivasyonunu
gosterir. mCherry ekspresyonunun azalmasi, zebrabali§i p2rx5 geni asin eksprese

edildiginde Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagini engelledigini gostermistir (Sekil 17).

On beyin belirteci otx2 ve posterior noral belirteci Aoxb1b problari ile yapilan in
sitii hibridizasyon sonucu aslinda Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginin ekspresyon
durumunu da gdstermistir. Cinkd normal gelisim sirasinda, anterior kissimda Wnt/B-
katenin sinyal iletim yolaginin artmasi ve posterior kissmda Wnt/B-katenin sinyal iletim
yolaginin baskilanmasi gereklidir. Zebrabali§i p2rx5 geni asir eksprese edildiginde ise

on beyin belirteci otxZde blylime ve posterior néral belirteci hoxbibte gerileme
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gorulmustdr. Bu sonug, z pZrx5 geni asiri ekspresyonunda néroektodermal paternin

daha da anteriorlastirdigini gostermistir (Sekil 18).

Zebrabali§i p2rx5 geni ekspresyonu yabanil tip embriyolarda in sitl hibridizasyon
teknigi ile incelendiginde, expresyonunun somitlerin olusumu ile basladigi ve
somitlerde oldugu gorilmistir (Sekil 15). z p2rx5 geni asiri ekspresyonunda ise
somitlerin olusmasinda sorun oldugu goériimistir (Sekil 19). Bu sonug, zebrabalidi
gelisim sirasinda normal somit olusumu icin z p2rx5 geninin gerekli oldugunu
kanitlamistir. Ek olarak, z_pZrx5 geni asir ekspresyonunda faloidin boyamasi ile kaslara
bakilmistir (Sekil 20). Burada kas fiberlerinin bozulmadigi ama diizgiin bir yapida da
olmadigi gorilmastiir. Ayrica, z p2rx5 geni asiri ekspresyonunda yabanil tipe goére
ylizme yetenegi agisindan bir fark olmadigi gézlenmistir. Literatiirde de denildigi (izere
morfolino ile z p2rx5 geni susturuldugunda ATP’ye karsi kas cevabi icin z p2rx5
geninin gerekli oldugu ancak bu genin kas olusumu igin gerekli olmadigi bulunmustur.
Ayrica, yine morfolino ile z p2rx5 geni susturuldugunda yilizme yeteneginin
degismedigi ve noromdiskiler bosluklar icin z p2rx5 genine gerek olmadig

vurgulanmistir [103].

Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginin rejenerasyonda énemli roliiniin olmasi ve
purinerjik reseptorlerin rejenerasyon sirasinda roltnlin olmasi, bu iki yolak arasindaki
iliskinin kuyruk rejenerasyonu sirasinda incelenebilecegdi fikrini dogurdu. Bu nedenle
tim tanimlanmis P2X purinerjik reseptorleri pCS2P+ memeli ekspresyon vektoriine
klonlanmistir (Sekil 22). Ardindan tim P2X reseptdrlerinin Wnt/B-katenin sinyal iletim
yolagdi lizerindeki etkisine hem embriyolarda (Sekil 24) hem de hiicre kdltiiriinde (Sekil
23) bakilmistir. Bu iki deney sonucunda da pZrx3a geninin asiri ekspresyonunun
Wnt/B-katenin sinyal iletim yolag aktivitesini azalttigi gorilmistir. Ayrica, literatiirde
Whnt sinyal iletim yoladi ile p2rx7 geni arasinda iliski olabilecegi savunuldugu [104] igin
bu genin de rejenerasyon sirasinda Wnt/B-katenin sinyal iletim yoladi ile etkilesimi
olabilecegini diisiindiik. Bu nedenlerle, eriskin zebrabaliklarinda bu iki genin
fonksiyonunu inceleyebilmek igin 7g(hsp/0l.p2rx3a:EGFP) ve Tg(hsp/0l:p2rx7:EGFP)

zebrabaliklar Uretilmeye baslanmistir.
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6. SONUC VE 6NERILER

Bu arastirmada, Wnt/B-katenin sinyal iletiminin plazma membraninda
dizenlenmesinin molekiler diizeyde aydinlatilmasina katki koymak amaclanmistir. Bu
amacla zebrabligi p2rx5 geninin fonksiyonu arastiriimis ve asiri ekspresyonunda
Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi aktivitesini engelledigi hem hiicre kiiltirinde hem

de zebrabligi embriyolarinda gosterilmistir.

Ardindan tiim tanimlanmis P2X purinerjik reseptorlerinin Wnt/B-katenin sinyal
iletim yolagi Uizerindeki etkisi arastiriimistir. Bunun sonucunda, p2rx1, p2rx3a, p2rx5,
p2rx7 genlerinin asiri ekspresyonunun Wnt/B-katenin sinyal iletim yolagi aktivitesini

azalttigi bulunmustur.

Galisma, P2X reseptdr genlerinin fonksiyon kazanimi sonucunda Wnt/B-katenin
sinyal iletimi ve zebrabaligi kuyruk rejenerasyonu lzerindeki etkileri hakkinda ipuclari
ortaya koymustur. Buradan vyola cikarak gelecekte, bu reseptérlerin genleri
CRISPR/Cas9 genom yazilimi teknigi kullanilarak fonksiyon kaybina ugratilarak gerek
Wnt/B-katenin sinyal iletimi gerekse de kuyruk rejenerasyonu Uzerindeki etkileri
arastirlabilir.  Ayrica 1si  soku ile indlklenebilen 7g(hsp/0l:p2rx3a:EGFP) ve
Tg(hsp/0l:p2rx7:EGFP) transgenik zebrabaliklar, P2X purinerjik sinyal iletimi ve
Wnt/B-katenin sinyal iletimi arasindaki iliskinin zebrabaligi kuyruk rejenerasyonu

modelinde daha ayrintili olarak calisilabilmesine olanak saglayacaktir.
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