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OZET

Reseptorle Etkilesen Serin Treonin Kinaz 4 (RIPK4)’ii Siirekli Eksprese Eden
HaCaT Hiicre Hatt1 Olusturulmasi

Deride koruyucu bariyer roliinii iistlenen epidermis ¢ok katmanli bir yapidir. En alt
katmanda bulunan bazal tabakadaki kok hiicreler dermisten gelen komutla asimetrik
boliinerek bazal tabakadan uzaklagmaya baglar ve farklilagarak subrabazal katmanlari
olusturur. Epidermal farklilasma olarak adlandirilan bu siire¢ ¢ok hassas bir sekilde
diizenlenirken siire¢ esnasinda olusabilecek bazi aksakliklar konjenital anomalilere neden
olabilmektedir. Reseptorle Etkilesen Serin Treonin Kinaz 4 (RIPK4), epidermal
farklilagsmay1 diizenleyen onciil proteinler arasindadir. Fonksiyonu ile iliskili olarak
patolojik RIPK4 varyasyonlar1 konjenital ektoderm gelisim bozukluklar1 olan Bartsocas-
Papas, Popliteal Pytergium, AEC-Like ve CHAND sendromlart ile iligkilendirilmistir.

Keratinosit hiicre hatlarinin  kullanildigr laboratuvar kosullarinda epidermal
farklilagma stireci iki ila ii¢ hafta arasindadir. Laboratuvar analizleriyle epidermal
farklilasmanin arastirildig:i calismalarda normal insan keratinositlerine (NHK) alternatif
olarak biiyiime kosullar1 daha kolay olan 6liimsiiz HaCaT insan keratinosit hiicre hatti
kullanilmaktadir. HaCaT hiicrelerine calisilmak istenen geni transfekte etmek oldukca
zordur. Ayrica, transfekte edilen HaCaT hiicrelerinde istenilen genin ekspresyonu ancak
birka¢ giin saglanabilir. Yaklasik 14 giin siiren epidermal farklilasmanin arastirildig
caligmalarda ise incelenecek genin hiicrelerde stirekli ekspresyonunun saglanmasi
gerekmektedir. Bu tez ¢alismasi ile amaclanan uzun siireli analizlerde kullanilmak iizere
arastirilacak genin siirekli ekspresyonuna olanak veren transgenik HaCaT hiicrelerini

olusturmak ve bu hiicrelerde RIPK4{in siirekli ekspresyonunu saglamaktir.

Bu amag dogrultusunda ilk olarak Flp-In™ Sistemi kullamlarak istenilen genin
HaCaT genomuna entegrasyonuna olanak veren FRT kaseti hiicrelerin genomuna entegre
edildi. FRT kasetinin genomda transkripsiyonel olarak aktif bolgeye tek kopya olarak
yerlestigi ve hiicrenin yasamsal fonksiyonlarina etkilemedigi dogrulandi. Sonrasinda RIPK4
geni HaCaT genomuna yerlesmis FRT kasetine entegre edilerek RIPK4’1i siirekli eksprese
eden HaCaT hiicreleri olusturuldu. Olusturulan bu hiicreler ile epidermal farklilagma siireci

gibi uzun siireli hiicresel siireclerin ¢alisilacagi deneylerin tasarlanmasi miimkiin olacaktir.

Anahtar Sozciikler: Epidermal farklilasma, Flp-In sistemi, HaCaT, Kalic1 Transfeksiyon,
RIPKA4.
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ABSTRACT

Generation of HaCaT Cell Line That Continually Express The Receptor Interacting
Serine-Threonine Kinase (RIPK4)

The multilayered epidermis acts as a protective barrier of the skin. Upon dermis
originated differentiation signal, basal layer localized stem cells start to divide
asymmetrically and the daughter cells that move apart from stem cells enters differentiation
process to form epidermal suprabasal layers. This process, known as epidermal
differentiation, is regulated very precisely and failures can cause congenital anomalies.
Receptor Interacting Serine Threonine Kinase 4 (RIPK4) is one of the leading proteins that
regulate epidermal differentiation. Regarding its function, RIPK4 variations have been
associated with congenital ectodermal development defects such as Bartsocas-Papas,

Popliteal pytergium, AEC-Like and CHAND syndromes.

In laboratory conditions in which keratinocyte cell lines are used, the epidermal
differentiation process is between two and three weeks. In studies investigating epidermal
differentiation by laboratory analysis, HaCaT cells, which can grow in simple conditions
and easy to handle, are generally used instead of normal human keratinocytes (NHC).
However, the transfection efficiency of the gene of interest to HaCaT cells is very low. In
addition, in these transfected cells the expression of the gene of interest can last only couple
days. However, in epidermal differentiation-based studies the expression of the gene of
interest should last for at least 14 days. Therefore, the aim of this thesis is to establish
transgenic HaCaT cells that allow stable integration of gene of interest into their genome

and to over express RIPK4 continuously by using these established HaCaT cells.

Within this scope firstly FRT cassette, which allows the integration of gene of interest
into the HaCaT cells genome, was integrated to the genome of HaCaT cells genome by using
Flp-In™ system. The integration of single copy FRT cassette to the transcriptionally active
site of the genome without disturbing the vital cellular functions was confirmed. After that,
RIPK4 was integrated to the HaCaT cell genome through FRT cassette to provide continuous
expression of RIPK4. With these transgenic cells, it will be possible to design long-term

experiments such as epidermal differentiation.

Keyword: Epidermal differentiation, Flp-In system, HaCaT, Stable transfection, RIPK4.
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1. GIRIS ve AMAC

Embriyonal olarak mezoderm ve ektodermden koken alan deri epidermis, dermis ve
subkutandz katmanlardan olusur (1). Deriye esneklik kazandiran dermis, c¢ogunlukla
fibroblastlardan salgilanan kollajen ve elastin fibrilleri igeren bir yapiya sahipken,
epidermisin ¢ogunlugunu keratinositler olusturur (2, 3). Siirekli olarak dis etkilere maruz
kalan epidermisin, bariyer fonksiyonunu siirdiirebilmesi i¢in siirekli yenilenmesi gereklidir.
Stireklilik, bazal tabakadaki kok hiicreler ile saglanir. Bu kok hiicreler dermisten iletilen
sinyal sonrasinda asimetrik hiicre boliinmesi gegirerek derinin farkli katmanlarini olusturur
(4, 5). Epidermal farklilagma olarak adlandiran ve biinyesinde hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi
ve apoptoz gibi birgok hiicresel isleyisi barindiran bu siire¢ ¢ok siki bir denetim altindadir.
Siireci diizenleyen proteinlerin fonksiyonlarmin anlasilmasi siiregle iliskili ektoderm

kaynakli hastaliklarin ve yara iyilesmesinin anlasilmasina da katki saglayacaktir.

Bu tez calismasi, epidermal farklilagmada yer aldigi diisiiniilen proteinlerin
isleyisinin molekiiler mekanizmasinin anlagilmasina yonelik 11872124 No’lu “PLAGL2’nin
Epidermal Farklilasmadaki Rolii” baslikli TUBITAK 1001 projesinin ikinci is paketinin bir
pargasini olusturmaktadir. Proje kapsaminda yaklasik 14 giin siiren epidermal farklilasma
stirecinde diizenleyici rol {istlenen RIPK4 ve siirecteki rolii arastirilan transkripsiyon faktor
PLAGL2 tarafindan diizenlenen gen ekspresyonu analiz edilecektir. Bundan dolay1 bu

proteinlerin keratinositlerde siirekli ekspresyonuna ihtiya¢ duyulmustur.

Tez c¢aligmasi arastirilmasi istenilen genlerin siirekli ekspresyonuna olanak veren
transgenik HaCaT keratinosit hiicre hatti olusturulup bu hiicrelerde RIPK4’{in stirekli

ekspresyonu saglanabilir mi hipotezi tizerine kurulmustur.

Kalict transfeksiyona olanak veren trangenik HaCaT hiicrelerini ticari olarak temin
etmek miimkiin olmakla beraber bu olduk¢a maliyetlidir. Tez ¢alismamiz sayesinde bu
hiicreler laboratuvarimizda {iretilmis olup bu siiregte olusturulan alt yapi1 farkli hiicrelere
uygulanabilir hale gelmistir. Ayrica, olusturulan transgenik HaCaT hiicreleri epidermal
farklilasmasinin yaninda yine uzun siireli analizlere ihtiya¢ duyulan yara iyilesmesi ve ii¢

boyutlu deri organoidlerinin olusturulmasi gibi ¢alismalarda da kullanilabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Deri

Deri, sivi kaybim1 onleme, viicut 1sisin1 stabilize etme ve olasi enfeksiyon ve
yaralanmalara kars1 viicudu koruma gorevi olan karmasik bir organdir (2, 6, 7). Deri;
epidermis, dermis ve subkutandz katmanlardan olusur (1). Koruyucu bir bariyer gorevi goren
¢ok katmanli epidermis, derinin en dis katmani olup bazal tabakadaki kok hiicreler tarafindan
devamlilig1 saglanir. Epidermisin altinda, kolajenleri ve hiicre dis1 matriksin elastik liflerini
iceren ve deriye elastikiyetini veren dermis bulunur (8). Dermisin altinda ise koruyucu
dolgu, yalitim, enerji deposu ve 1s1 diizenleyici gorevi goren deri alt1 yag dokusundan olusan
hipodermis bulunur (9, 10). Epidermis ektodermal dokudan, dermis ve hipodermis ise

mezodermal dokudan koken alir (11).
2.2. Epidermis ve Epidermal Farkhilasma

Derinin en dis tabakasi olan epidermis; melanositler, Merkel, Langerhans ve
keratinosit hiicre tiplerinden olusur. Melanositler, sentezledikleri melanin pigmenti ile cildi
ultraviyole (UV) hasarindan korurlar (7). Merkel hiicreleri, derideki serbest sinir ug¢lartyla
etkilesen, dokunma duyusuna yardimci olan oval modifiye hiicrelerdir. Langerhans hiicreleri
ise antijen sunan dendritik hiicreler olarak goérev yapan cildin bagisiklik sisteminin bir
parcasidir (12). Bununla birlikte, cilt bariyerini olusturan keratinositler, epidermal hiicrelerin
bliyiik cogunlugunu olusturan baskin hiicre tipidir. Bazal tabakadan kdken alan keratinositler

tirettikleri keratin ve lipitlerle epidermal su bariyerini olusturur (13).

Epidermis, farkli morfoloji ve biyokimyasal igerikteki keratinositlerin olusturdugu,
bazal, spinoz , graniiler ve korneosit olmak tlizere dort tip hiicre tabakasindan olusur (Sekil
1) (14). Siirekli olarak dis etkilere maruz kalan epidermisin, bariyer fonksiyonunu
stirdiirebilmesi i¢in siirekli yenilenmesi gereklidir. Siireklilik, bazal tabakadaki kok hiicreler
ile saglanir. Bazal tabaka hiicreleri p63, KRTS5 ve KRT14 proteinlerini eksprese eder.
Dermisten gelen uyarilarla asimetrik hiicre boliinmesi sonucu bu bazal kok hiicreler, yavru
kok hiicrelere ve gecici ¢ogalan hiicrelere donistiiriiliir. Yavru kok hiicreler kok hiicre
havuzuna katilirken, gegici ¢ogalan hiicreler birka¢ boliinme sonunda, hiicre dongiisiinden
cikar ve bazal tabakadan spinoz tabakaya dogru go¢ edererek, farklilagmaya baslar (4, 15).
Bazal tabakadaki kok hiicreler tek sira silindirik hiicrelerden olusurken spinoz tabakaya
yerlesen keratinositler tirettikleri farkli makromolekiillerle daha yass1 bir goriiniim alir (16).
Spindz tabakada KRTS5/14 ekspresyonu sonlanirken diger bir keratin ¢ifti KRT1/KRT10,
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yapisal bir protein olan involikrin ve transglutaminaz enzimi eksprese olur. Hiicreler bir
istteki graniiler tabakaya goc¢ ederken aralarindaki siki baglantilar artar (17). Graniiler
tabakada graniiller arasinda ge¢ farklilasma markirlar1 olan lorikrin ve flagrin ekspresyonu
gergeklesir. Bu farklilagma siireci stratum korneum olusumuna kadar devam eder. Stratum
korneum, cekirdeklerini tamamen kaybetmis, korneosit olarak isimlendirilen metabolik
olarak inaktif Olii keratinositlerden olusur. Farklilasma siireci plazma zarmin keratin
makrofibrillerinin ¢ift tabakali lipidlerle ¢evrildigi korneosit zarina doniismesiyle sonlanir.
Katmanlara 6zgiin farklilagma markirlar1 korneosit zarmin olusumu ve olgunlagmasina
katilir (18). Zaman igerisinde yipranan korneositlerin yerini alttan farklilagarak gelen yeni

korneositler alir. Tiim bu farklilasma siireci iki ila {i¢ hafta siirer (19).
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=7 == 5 “ Flagrin
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Sekil 1. Epidermisin katmanlar1 (Segre'den 14)

2.3. RIPK Ailesi

Reseptor-etkilesimli protein (RIP) kinazlar, yedi iiyeli bir Ser/Thr protein kinaz
ailesidir. Tiim iiyelerinde yliksek homoloji gdsteren nispeten korunmus N-terminal kinaz
domaini bulunmakla birlikte C-terminalde farkli fonksiyonel alanlar bulundurur (Sekil 2).
RIPK’lar genel olarak sitokin uyarimi, patojen enfeksiyonu, DNA hasar1 ve tamiri,
enflamasyon, hiicre farklilagsmasi, bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu ve hiicre 6liimii gibi
hiicresel siireglerde rol alirlar (20-22). RIPK1, NF-kf3 (Nuclear Factor kf3) sinyal yolagini
aktif edilmesinde yer alsa da en Onemli rolii TNF (Tumor Necrosis Factor) aracili

inflamatuar genlerin ekspresyonunun indiiklenmesidir. Bunun yani sira, RIPK1, nekroptoz,
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apoptoz ve piroptoz dahil olmak iizere farkli hiicre 6liim yollarininin diizenlenmesinde de
onemli rol ustlenir (23, 24). RIPK2 ise, C-terminalinde bulunan CARD domaini iizerinden
konak savunmasi ve enflamasyonda rol oynayan bagisiklik proteinleri NOD1-2 (Nucleotide-
binding oligomerization domain-containing protein) araciligryla NF-xf3 ve MAPK (Mitogen
activated protein kinase) sinyal yolaklarini aktive eder (25, 26). RIPK3, RIPKI1 ile
sinyalleserek nekroptozda ve MAPK sinyal yolagimin aktive edilmesiyle tetiklenen
enflamasyonda rol oynar (27, 28). Dordiincii liye, RIPK4 diger {i¢ iiye gibi NF-kf3 yolagini
indiiklemekle birlikte epidermal farklilasma ve derinin bariyer fonksiyonunun korunmasinda
tistlendigi anahtar roliiyle digerlerinden farkli bir aktiviteye sahiptir (29, 30). RIPK4,
epidermal farklilasma ve homeostazinin saglanmasinda NF-«f3 sinyal yolagmin yaninda
Whnt, PKC, JNK, Ras/Raf/Erk sinyal yolaklariyla iliskisi gosterilmistir (31-35). RIPK4’iin
yara iyilesmesinde gorevli TGF- B sinyal yolagini baskiladigi ana bilim dalimizda yapilan
calismalar ile gosterilmistir (36). RIPKS, kaspaz bagimli ve bagimsiz hiicre 6limiini
indiikler (37). Diger bes liyeye daha uzak olan son iki tiye RIPK6 (LRRK) ve RIPK7
(LRRK2)’nin fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilmamis olmakla birlikte RIPK7’nin
Parkinson hastaliginin etiyolojisinde merkezi bir protein olduguna dair veriler

bulunmaktadir (38, 39).

——
B RIP3
—
—
ANK LRR
- arns
LRR

Sekil 2. RIP Ser/Thr kinaz ailesi. KD: Kinaz Domaini, ID: Intermadiate Domain (Ara
Domain), RHIM: RIP Homotypic Interaction Motif (RIP Homotipik Etkilesim
Motifi), CARD: Caspase Recruitment Domain (Kaspaz Getiren Domain), LRR:
Leucine Rich Repeats (Losince Zengin Tekrarlar), Roc/COR: Ras of complex
proteins/C terminal of Roc, WD: WD40 tekrarlari. (Zhang'dan 22).



2.3.1. Reseptorle Etkilesen Serin/Threonin Kinaz 4 (RIPK4)

RIPK ailesinin bir {iyesi olan RIPK4, ilk olarak protein kinaz C (PKC) &’nin yem
olarak kullanildig1 maya ikili hibrit tabanlh taramalar sonucunda ortaya ¢ikmis ve bundan
otlirii DIK (PKC-delta-etkilesimli protein kinaz) olarak isimlendirilmistir (40). Yine maya
ikili hibrite dayal1 farkli bir ¢alismada DIK'nin fare ortologunun baska bir PKC izoformu
olan PKC B ile etkilesime girdigi gosterilmis ve baska bir grup tarafindan PKK (protein kinaz
C ile iliskili kinaz) olarak adlandirilmistir (41). Protein homolojlerinden gidilen baska bir
calismada bu proteinin reseptor ile etkilesen protein kinaz (RIP) ailesinin bir iiyesi oldugu

ortaya ¢ikarilmis ve RIPK4 olarak adlandirmistir (29).

Sekiz ekzon ve yedi introndan olusan RIPK4 21q22.3 kromozomunda yer alir.
RIPK4,784 aminoasitten olusan ve 87 kDa biiyiikliiglinde olan RIPK4 proteinini kodlar.
RIPK4 amino ucunda bir kinaz domaini, karboksil ucunda 11 ankirin tekrar1 ve iki bolge
arasinda Ser/Thr agisindan zengin ara bolge bulunduran bir Ser/Thr kinazdir (Sekil 2) (29,
40).

RIPK4 cesitli embriyonik ve olgun dokularda (deri, kalp, beyin, akciger, karaciger,
iskelet kasi, bobrek, testis gibi) yaygin olarak eksprese edilirken, dalakta diisiik seviyeli
ekspresyonu goriiliir (41). RIPK4’iin gesitli kanser dokularinda da anormal ekspresyonu
goriilmistiir (42-45). Deride ise RIPK4 ekspresyonu en fazla epidermisin bazal ve
suprabazal katmanlarinda goriiliir (30). Epidermisin dig tabakasina dogru RIK4’iin
ekspresyon seviyesi azalmaktadir (46). Hiicre igerisinde RIPK4’{in ¢esitli sitozolik ve zarla

iliskili kompartmanlarda yerlestigi gosterilmistir (41).
2.3.1.1. RIPK#’iin Epidermal Farkhlasma ve Gelisimdeki Rolii

Epidermal farklilasmanin herhangi bir asamasinda ortaya c¢ikan sorunlar ciddi
konjenital malformasyonlara neden olmaktadir (47). RIPK4’{in yalnizca deride degil,
ektodermal dokudan kdken alan kol, bacak, goz kapagi, yiiz ve kafa gibi organlarin
olusumunda da gorev aldig1 gosterilmistir. RIPK47 farelerde ciddi deri kusurlarinin oldugu,
deri kivrimlarinin azaldigi, arka bacaklarin ve kuyrugun viicut bosluklarina yapistigi, burun,
agiz, yutak ve aniis gibi viicut deliklerinin olugmadigi, bundan dolay: farelerin nefes
alamay1p dogumdan kisa bir siire sonra dldiikleri belirtilmistir (Resim 1) (30). RIPK4’iin
ozellikle deri gelisimindeki roliiniin arastirildig1 bir ¢alismada RIPK47 farelerin derisinde
epidermal farklilasmanin gerceklesmedigi, bu farelerin epidermisinde
cekirdegini/organellerini kaybetmis skuamoz hiicreler yerine en dista bir perakeratotik hiicre
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tabakas1 olustugu ve hem spiniiler hem de graniilar katmanlarin belirgin hiperplazi ile
kalinlastig1 goriilmiistiir (48). Ayrica RIPK4” farelerde embriyonik gelisim esnasinda
epidermisin iizerinde bulunan kath tabaka olusuncaya dek epidermisi koruyan gecici tek
tabakal1 peridermin kaybolmadigi, suprabazal katman hiicrelerinde E-kaderin proteininin
hiicre-hiicre yan baglantilardan ayrilip peridermal hiicre yiizeyine yerlestigi gosterilmistir.
E-kaderinin bu anormal yerlesiminin, hiicreleri yapiskan hale getirerek fare ve insanda
RIPK4 eksikliginde goriilen, ag1z i¢i, 6zofagus gibi viicut bosluklarinin yapismasi ve dizardi
aglarmin olusmasi gibi fenotiplerden sorumlu oldugu tespit edilmistir (49-51). Epidermal
farklilagmanin 6nemli diizenleyicisi olan RIPK4, bu roliiyle iliskili olarak kutanoz

inflamasyonun ve kutandz yara onariminda da 6nemli bir rol iistlenmektedir (48, 52, 53).

RIPK4™ RIPK4

Resim 1. RIPK4 yabanil ve nakavt fare fenotipi (Holland'dan 30)

Molekiiler genetik calismalar: ile farkli RIPK4 mutasyonlar1 ektodermal gelisim
anomalilerinden  kaynaklanan sendromlarla iligkilendirilmistir. RIPK4’tin  kinaz
domainindeki mutasyonlarin ektodermal gelisim bozuklugu olan Bartsocas-Papas sendromu
(BPS; OMIM: 263650) ile iligkilendirilmesi ilk olarak bdliimiimiizde yapilan genetik
haritalama caligsmalar1 ile ortaya ¢ikarilmistir (54). Yine boliimiimiizde yapilan ¢alismalar
ile RIPK4’{in kinaz domainindeki yeni bir mutasyon BPS ile iligkilendirilmistir (53). Bugiine
degin, RIPK4’iin kinaz domaininde alt1, linker ve ankirin domainlerinde ikiser adet olmak
lizere toplam on varyasyon BPS ile iligkilendirilmistir (Sekil 4). BPS, diz arkasi
pterigiumlarda diz hareketlerini kisitlayan kanats1 deri c¢kintilar1 (popliteal pterigium),
dudak-damak yarigi, genital anomaliler ve kol-bacak sekil bozukluklar1 fenotipleriyle

iligskilendirilen otozomal dominant bir hastalik olan Popliteal Pityerjium Sendromunun



(PPS; OMIM: 119500) otozomal resesif letal formudur (55). PPS’e goére daha agir
seyrederen BPS vakalarinin ¢ogunda prenatal ya da neonatal donemde oliimler rapor
edilmistir. BPS’te popliteal pityerjiumlara ilave olarak agizda telsi bantlar, yapisik goz
kapagi, yarik dudak-damak, oral bosukta darlik, kol-bacak anomalileri, kirpik ve tirnak
eksikligi, parmaklar arasinda sindaktili goriilmektedir (54-57). RIPK4’de tanimlanan
mutasyonlarin ¢ogu BPS ile iligskilendirilmesine ragmen biri RIPK4’{in kinaz domaininin
icerisinde digeri de kinaz domain bitiminde yer alan iki patolojik varyasyon (Sekil 4)
sirastyla CHAND Sendromu (OMIM: 214350) ve Ankiloblefaron- ectodermal defects-cleft
lip/palate (AEC; OMIM: 106260) ile iliskilendirilmistir. Her iki hastalikta BPS’ye kiyasla
oldukca hafif seyrederken ektodermal displazi ve dudak damak yariklar1 gibi fenotiplere
neden olur (58, 59).

BPS
‘ p.Thr184Ile ‘
; Prol89Leu .
pASPIGTES B p.Are260Thr/5X 14 p-Arg618His
pllel21Asn T i p.Ala448Pro
RIPK4 H
an 1 22 283 437 734 784
p.Glyl163Asp p.Glu284Lys
AEC-Like CHAND
Sendromu Sendromu
I Kalay etal 2012
- Kinaz Domaini Mitchell etal. 2012
. . . B I Gripp etal 2013
:l Serin/Treonince Zengin Ara Bolge I Gollaschetal 2014, Busaetal 2017
[I][l]][l[l]][[l Ankirin Tekrarlar: I 1-slicetal 2015
Busaetal 2017

I Dinceretal 2021

Sekil 4. Cesitli sendromlarla iliskilendirilen RIPK4 iizerindeki mutasyonlarin semast

2.4. Keratinositlerin incelenmesinde Kullamlan Keratinosit Hiicre Hatt1 HaCaT

Hiicre hatlar1, biyolojik siire¢lerin hiicre bazindaki etkilerini arastirmak igin
basvurulan 6nemli araglardir. Epidermisin temel hiicresi olan keratinositler, olusturduklari
katmanlarla istlendikleri bariyer gorevinin yanisira patojenlere karsi enflamatuar ve

immiinolojik yanitta ve bu siirecle iligskili yara onariminda rol almaktadirlar (60).



Keratinositlere yonelik hiicresel siireglerin incelenmesinde laboratuvar kosullarinda

calismaya uygun keratinosit hiicre hatlarinin olusturulmasi 6nemlidir.

Insan keratinosit hiicre hattt olan HaCaT hiicre hatt1, primer yetiskin insan deri
keratinositlerinin siirekli pasajlanarak kendiliginden 6liimsiizlestirilmesiyle olusturulmustur
(61). Yapilan genom analizleri, HaCaT hiicrelerinin 6liimsiiz olmasi genomun gardiyant
olarak bilinen tiimdr supressor p53 proteinini kodlayan p53 geninin her iki alelinde bulunan
patolojik varyasyonlar ile iliskilendirilmistir (62). Oliimsiiz olan HaCaT hiicreler
tiimorejenik degildir (61, 63). Biiylime ortaminda biiyiime ve farklilasma faktorlerinin
varligina ihtiya¢ duyan 6liimlii normal insan keratinositlerinin (Normal human keratinocyte,
NHK) aksine, HaCaT hiicreleri standart DMEM besiyerinde biiyiitiilebilir. Sinirsiz cogalma
potansiyeli vardir ve pasaj sayisindan bagimsiz olarak stabil fenotip gosterir. Bu avantajlar
HaCaT hiicrelerinin hiicre biyolojisi ¢alismalarinda NHK analogu olarak kulanilmasini
saglar (64-66). HaCaT hiicrelerinin ortamdan kalsiyum ¢ekilerek bazal laminada yerlesik
keratinosit Onciilleri olan bazal kok hiicrelere doniistiiriilmesi ve kalsiyum eklenmesi ile
farklilastirilmalart miimkiindiir (67). Ayrica, NHK’lar gibi uygun mikro ¢evre, hiicre dist
matriks ve iskelet saglandiginda HaCaT hiicrelerinin deri organoidlerini olusturulabilme
kapasiteleri de bulunur (68). Tiim bu 6zellikleri HaCaT hiicrelerinin keratinosit farklilagmast
ve ¢ok katmanli epidermisin olusumunda yer alan hiicresel olaylarin anlasilmasina yonelik

calismalarda siklikla kullanilmasini saglamistir.

KTU Tip fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali gretim iiyelerinden Dog. Dr. Tuba
DINCER yiiriitiiciiliigiinde gerceklesen, bursiyer olarak gorev aldigim 118Z124 no’lu
“PLAGL2nin Epidermal Farklilasmadaki Rolii” adli TUBITAK 1001 projesinin 2. is
paketini  olusturan bu tez c¢alismasi, epidermal farklilasma mekanizmasinin
aydmnlatilmasinda kullanilmak iizere ilk olarak HaCaT hiicre genomunun kalic1 gen
ekspresyonuna olanak taniyacak sekilde rekombinant DNA ydntemleri kullanilarak
degistirilmesi, ikinci olarak da olusturulan HaCaT hiicrelerinde epidermal farklilasmanin
kilit proteinlerinden biri olan RIPK4’iin kalici olarak siirekli ekspresyonunu

amaclamaktadir.
2.4.1. HaCaT Hiicrelerinde Gegici ve Kalic1 Transfeksiyon

Yabanci genetik materyalin Okaryotik bir hiicreye yerlestirme islemi olan
transfeksiyon, gen ekspresyonunun hiicre fizyolojisi iizerindeki etkilerini incelemek icin

basvurulan 6nemli bir aragtir. Transfeksiyon fiziksel yontemler, biyokimyasal ajanlar ve
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viriisler kullanilarak gerceklestirilebilir. Hangi transfeksiyon yonteminin kullanilacagi hiicre

tipine ve deneyin amacina gore degiskenlik gosterebilir.

Yabanci genetik materyalin genoma entegre olmadig gegici transfeksiyonda genetik
materyal her hiicre bdliinmesinde gitgide seyrelerek kaybolur. Gegici transfeksiyonda
disardan verilen genin ekspresyon siiresi hiicrenin ikiye katlanma zamanu ile iligkilidir (69).
Calismalarimizda ikiye katlanma zamani yaklasik olarak 24 saat olan HaCaT hiicrelerinde
gecici gen ekspresyonunun en verimli oldugu zaman 20-24 saat aralig1 olarak belirlenmistir.
Ilerleyen zamanlarda ekspresyon diismeye baslamaktadir (Yayinlanmamis veri). Bundan
dolay1, bir defalik gen ekspresyonu ve kisa siireli deneyler i¢in basvurulabilecek gegici
transfeksiyon uzun siireli hiicresel fonksiyonlarin (keratinosit farklilagmasi, yara iyilesmesi
gibi) incelenmesi i¢in uygun degildir. Gegici transfeksiyonunun tersine, kalict
transfeksiyonda eksprese edilmek istenen yabanci DNA’nin konak hiicrenin niiklear

genomuna entegre edilmesi ile siirekli olarak ekspresyonu saglanir (Sekil 5) (70).

Kalier Transfeksiyon Gegici Transfeksiyon

DNA

(VAVAYAY mRNA DNA

Transfeksiyon

Sitozol

Ekpresyon

Niikleus

Hiicre Hiicre

Sekil 5. Kalic1 ve gegici transfeksiyon ile DNA’nin hiicre ¢ekirdegine girisi (Kyung
Kim'den 71).

Istenilen geni siirekli olarak ifade eden kalici hiicre hatlar1 olusturmak igin
rekombinaz aracili kaset degisimi yonteminin yaninda, faj, lentiviriis, ve transpozonlarin

genoma entegrsyon icin kullanilmasi diger yaklagimlar arasinda yer almaktadir (72).
2.4.1.2. Rekombinaz Aracili Kaset Degisimi Yontemi (RMCE)

Bolgeye 6zgili rekombinasyon ilk olarak bakterilerde tanimlanmis olup sonrasinda
arke ve mikrobiyal 6karyotlarda -6zellikle mayalar- da tanimlanmustir (73). Bolgeye 6zgii

rekombinasyonda, tek veya ayrt DNA molekiilii igerisinde ayr1 konumlarda bulunan iki kisa



DNA dizisi (bdlgesi) bir araya getirilir; daha sonra DNA zincirleri bolgeler i¢indeki spesifik
fosfodiester baglarindan kirilir ve kirilan uclar, rekombinantlar olusturmak i¢in yeniden
birlestirilir. Bu islemin dizi tanima ve kimyasal kataliz adimlari, sistemin 6zel bir enzimi
olan bolgeye 6zgli rekombinaz (Site-spesific recombinase, SSR) tarafindan gercgeklestirilir.
Protein ve DNA arasinda olusan fosfodiester bag enerjisi sayesinde ATP, polimeraz ve ligaz
gibi kofaktorlere ihtiyag duymadan rekombinant zincirler yeniden birlestirilmis olur (74,

75).

Bolgeye 6zgii rekombinazlar, niikleofilik aktif bélgedeki aminoasit rezidiilerine gore
tirozin rekombinazlar ve serin rekombinazlar adli iki aileye ayrilir. Serin rekombinazlar aktif
bir serin rezidiisiiniin hidroksi grubu ile fosfodiester bagin1 kirarak DNA’da ¢ift zincir
kiriklar1 olusturur ve ardindan rekombinaz DNA 5’ ucuna kovalent olarak baglanir.
Rekombinasyon, kesilen DNA uglarinin pozisyonlarini degistiren transesterifikasyon
(fosfodiester baginin bir baska yer ile degistirilmesi) denilen bir alt birim dondiirme

mekanizmasi tarafindan gergeklestirilir (Sekil 6) (76, 77).

Bolgeye 0zgli rekombinasyon islemini iki adimda gergeklestiren tirozin
rekombinazlar, DNA zincir ¢iftlerini birer birer kirar, degistirir ve yeniden birlestirir. DNA
zincir ¢iftlerinin ilk kirilip degistirilmesinde iki ipligin rekombinant ve diger ikisinin
rekombinant olmadig1 bir 'Holliday baglantisi' olusur. Ikinci DNA zinciri ¢iftinin kesilip ve

degistirilmesiyle de rekombinasyon saglanir (Sekil 6) (77, 78).

Serin Rekombinaz

5 -
p Dn\{\;m
Kesim :
Birlesme
s -
& ;

Tirozin Rekombinaz

-
Ik zincir
kesim ve
\ degisimi

Ikinci zincir )
kesim ve
degisimi -

U

Holliday Baglantisi

Sekil 6. Serin ve Tirozin rekombinazlarin bdlgeye 6zgii rekombinasyonu (Olorunniji'den 77)
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En yaygin kullanilan Tirozin rekombinazlar arasinda Cre enzimi ve Flp rekombinaz
bulunmaktadir. Cre, Escherichia coli bakteriyofaj P1'den elde edilen ve 34-bp loxP bolgeleri
tizerinde etkili olan 38 kDa'likk bir tirozin rekombinazdir (79). FLP ise, 34-bp FRT
bolgelerinde etkili olan Saccharomyces cerevisiae 2 plazmidi tarafindan kodlanan 45
kDa'lik bir tirozin rekombinazdir (79, 80). Rekombinaz aracili kaset degisimi (RMCE) Flp
rekombinaz yaklasiminda, genomunda rekombinaz hedef bolgelerine (Flippase recognition
target (FRT)) sahip olan bir hiicre hatti havuzu olusturulur. FRT kaseti genoma bir
seleksiyon belirteci olan antibiyotik direng¢ geni ile birlikte entegre edilir (81). Boylelikle,
genomunda FRT kaseti barindiran hiicreler antibiyotik secilimi ile belirlenebilir. Olusturulan
bu hiicrelerde FRT kasetinin tek kopyasinin transkripsiyonel olarak aktif genomik lokusa
yerlesmesi ve yerlesme esnasinda mutagenezinin olmamasi gozetilir (82). FRT kasetini
genomunda barindiran bu hiicreler daha sonra biri hedef geni tasiyan digeri de rekombinaz
enzimini ifade eden iki vektorle transfekte edilir. flgili rekombinazin gegici ifadesi, hedef
genin Onceden belirlenmis FRT kasetine entegrasyonunu saglar (83). Calismamizda
keratinositlerde stirekli gen ekspresyonunun saglanmasi i¢in FRT kaseti ve Flp rekombinaza

dayal1 Flp-In™ sistemi kullanilacaktir.
2.4.1.2.1. Flp-In Sistemi

S. cerevisiae maya tiirii, "iki mikronluk plazmit" adi verilen DNA'lar igerir. Bu
DNA’larin amplifikasyonu "flippase" veya "Flp" adi verilen bir tirozin rekombinaz
tarafindan saglanir. Flp amplifikasyonu, DNA replikasyonu sirasinda 2 pm plazmit
tizerindeki iki 6zdes ancak zit yonlii FRT arasinda rekombinasyona neden olarak yapar.
Rekombinasyon konservatiftir ve DNA sentezi gerektirmez. Rekombinasyon ile plazmit ¢ift
yonli replikasyondan donen ¢ember replikasyona gecerek kopya sayisimi artirir.  FRT

bolgeleri rekombinasyonun ardindan korunur, mutasyon ihtimali diistiktiir (84, 85).

2 pm plazmidine ait Flp sistemi kullanilarak ilgilenilen gen genoma yerlesik FRT
bolgesine entegre olarak siirekli eksprese olur (86). Bu sistem memeli hiicre hatlarinda
siirekli ekspresyon icin Invitrogen tarafindan gelistirilip ticarilestirilmistir (Flp-InTM
Invitrogen katalog K6010-01, K6010-02). Bir minimal FRT kaseti iki tane 13 b¢’lik reverse
tekrarlardan ve 8 bg¢’lik Xbal restriksiyon bolgesi olmak {izere 34 bg’lik bir diziden olusur
(Sekil 7) (87).
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Minimal FRT Bolgesi

| KB |

P — | -
C <

GAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTC
Xba |

KB

Sekil 7. FRT sekansi (Flp-In™ Invitrogen'den 88) (KB:Kesim Bolgesi)

Flp-In™ sistemi ii¢ temel adimdan olusmaktadir; (Sekil 8).

1. Flp-In konak hiicre hatt1 olugturmak i¢in ¢alisilmak istenilen memeli hiicresinin
genomuna Flp rekombinazin hedefi olan FRT kaseti yerlestirilmesi,

2. Calisilmak istenilen genin a¢ik okuma dizisinin FRT kaseti igeren bir vektore
klonlanmasi,

3. Hiicrede gecici olarak eksprese ettirilen Flp rekombinaz sayesinde istenilen genin

genomdaki FRT kasetine kalici entegre olmasidir.
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pFRT/lacZeo, Zeosine direngli Flp-In konak hiicre
hatt1 olusumunu saglar.

flgili geni (GOI) igeren pcDNAS/FRT ve Flp
rekombinaz: ifade eden pOG44 vektorleri Flp-In
konak hiicre hattina transfekte edilir.

Amp

pUC ord

./

Flp rekombinazi eksprese eden pOG44, Flp-In
konak hiicre hattinda bulunan FRT ile ilgili genin
klonlandigi pcDNAS/FRT  ekspresyon  vektori
arasinda homolog rekombinasyonu katalizler.

pcDNAS/FRT entegrasyonu ilgili genin
transkripsiyonuna izin verir. lacZ-Zeosin fiizyon
geni SV40 promotériinden uzaklastifi  igin
hiicrelerde lacZ ekspresyonu azalir. Hiicreler
Higromisine duyarli Zeosine hassas hale gelir.

FRT lacZ- Zeosin™ i
I .

BHG pA Amp pUC o1

Sekil 8. Flp-In™ calisma sistemi mekanizmasi.
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Bu siiregte li¢c temel vektor kullanilmaktadir.

1. pFRT/LacZeo vektori (Sekil 9), konak hiicrenin genomuna FRT kaseti
yerlestirilmesinde kullanilir. Vektoriin genoma entegrasyonu ATG baslatma kodonunun
hemen altinda bulunan FRT bdlgesi ile saglanir. SV40 promotdrii altinda Zeosin direng-f3-
galaktosidaz (LacZ) fiizyon geni bulunur. Kalic1 transfeksiyon yapilan hiicreleri diger
hiicrelerden ayirmak icin degisik ilag direng genleri kullamilabilir. ilag diren¢ genleri
genellikle transfeksiyon icin kullanilan plazmit vektorlerine klonlanmistir. FRT kaseti
entegre olan klonlarin se¢ilimini saglayan Zeosin, bakir selatli bir glikopeptid olan Fleomisin
DI’in bir formiilasyonudur. Zeosin’e mavi rengini veren bakir formu aktif degildir. Zeosin

+1»

hiicreye girdiginde bakir Cu*?’den Cu*"’e indirgenir ve hiicredeki siilfhidril bilesenleri
tarafindan uzaklastirilir. Aktive olan Zeosin DNA’ya baglanir ve DNA’nin ¢ift sarmall
kiriklarini indiikleyerek hiicre liimiine neden olur (89, 90). Zeosin’e direng Sh-ble geni
(Streptoalloteichus hindustanus bleomycin geni) ile saglanir. Bu genin 13.7 kDa'lik protein
tirtinii Zeosin’e baglanarak DNA kirig1 olusturmasini engeller (91). Sh-ble geninin 6karyotik

ve prokaryotik konaklarda ekspresyonu, Zeosin'e direng saglar.

pFRT/lacZeo vektoriinlin genom i¢ine entegrasyonu rastgeledir. Yabanci DNA’nin
kromozomal genoma entegrasyonunda, hiicre kendi endojen DNA modifikasyon ve tamir
mekanizmasint kullanir. Dogrusallastirilmis ekspresyon vektorii, rastgele bir kromozom
kirilmas1 konumunda konak¢1 hiicre genomuna homolog olmayan ug birlestirme (non-

homologous end joining, NHEJ) mekanizmasi ile entegre edilir (92).

Sekil 9. pFRT/LacZeo vektor haritast (Flp-In™ Invitrogen'den 88)

2. pcDNA™S5/FRT vektorii (Sekil 10), hiicrede siirekli eksprese ettirilmek istenen

hedef DNA’nin klonlanmasinda kullanilir ve Higromisin diren¢ geni igerir. Higromisin B,
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Streptomyces hygroscopicus tarafindan tretilen bir aminosiklitol antibiyotiktir (93).
Higromisin B, hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda protein sentezini inhibe ederek
hiicrelerin 6liimiine sebep olur (94, 95). pcDNA™S5/FRT vektoriine klonlanan ilgili genin
ifadesi CMV (Cytomegalovirus) promotorii tarafindan kontrol edilir. Vektdrde Higromisin’e
diren¢ geninin 5’ kodlama kisminda FRT kaseti bulunur. Higromisin direng geninin 6niinde
promotdr ve ATG baslangi¢ kodonu bulunmaz. FRT araciligtyla bu vektor genoma entegre
oldugunda Higromisin direng geni FRT kasetinde bulunan SV40 promotdriiniin ve baslangi¢
kodonunun yanina gelecektir. Boylelikle FRT kasetine pcDNA™S5/FRT vektoriin entegre
oldugu hiicreler Higromisin diren¢ genini eksprese etmeye baslar. Bu hiicreler Higromisin

verilen ortamda hayatta kalir ve ¢ogalarak klon olusturur.

ilgili Gen j
ilgili Gen

"pcDNAS/FRT

Ekspresyon
Vektorii

pUC ori

Sekil 10. pcDNA™S5/FRT vektér haritasi (Flp-In™ Invitrogen'den 88)

3. pOG44 vektorii (Sekil 11), Flp rekombinaz: stirekli olarak eksprese eden vektordiir
(96).

Sekil 11. pOG44 vektor haritas (Flp-In™ Invitrogen'den 88)
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Bolimiimiizde c¢ok wuzun siiredir keratinositlerde hiicresel fonksiyonlarin
anlagilmasina  yonelik  calismalar HaCaT  keratinosit  hiicreleri  kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Bu c¢aligmalarda ilgilenilen genlerin siirekli olarak eksprese
ettirilememesi deney kurgularimizda kisitlamalar getirmektedir. Ayrica, HaCaT
hiicrelerinde transfeksiyon ajanlarina dayali gecici transfeksiyon verimi oldukga digiiktiir.
Bu projede amaclanan, HaCaT keratinosit hiicrelerinde istenilen genin siirekli
ekspresyonunu saglayacak sistemi olusturmaktir. Bu hedefe yonelik Flp-In™ sistemine
(Invitrogen) basvurulmustur Bu dogrultuda ilk olarak HaCaT hiicrelerinin genomuna FRT
kaseti yerlestirilecektir. Flp-In-HaCaT hiicrelerini olusturduktan sonra bu hiicrelerin
genomlarma FRT kaseti araciligiyla farkli genler yerlestirilerek bu genlerin siirekli
ekspresyonlarinin  hiicresel ~ fonksiyonlar  iizerine  etkisine dayali  caligsmalar
gergeklestirilebilecektir. Bu tez TUBITAK 118Z124 No’lu proje kapsaminda
yiritildiginden proje hedefi dogrultusunda keratinosit farklilasmasinda 6nemli bir rol
tistlenen RIPK4 geni Flp-In-HaCaT hiicrelerinin genomuna kalic1 olarak yerlestirilecektir.
Bu dogrultuda, tez ¢aligmasi kapsaminda ilk olarak Flp-In-HaCaT rekombinant hiicre hatti
olusturulmustur. Sonrasinda RIPK4 geni pcDNAS5/FRT vektoriine klonlanmis ve Flp
rekombinazi eksprese eden pOG44 vektoriiyle birlikte, olusturulan Flp-In-HaCaT genomuna
kalic1 olarak yerlestirilmistir. Boylelikle, RIPK4’1i siirekli olarak eksprese eden HaCaT

hiicreleri elde edilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢

3.1.1. Kimyasallar

Agar

Agaroz

Akrilamid (29:1) %40
Amonyumpersiilfat (APS) (NH4)2S20g)
Ampisillin

Beta merkaptoetanol

Coomassie brilliant blue R-250
Deoksinukleotid triphosphates (ANTPs)
Dithiothreitol (DTT- C4H1002S2)

EDTA disodyum dihidrat (Na EDTA.2H>0)

Etil alkol (C2HsOH)

Glisin

HEPES (CsH1sN204S)

Hidroklorik asit (HCI1)

[zopropanol

Kalsiyum kloriir (CaClz)
Lipofektamine-2000

Lipofectmax™

MG-132

Orange G

Oligonucleotid primer

ONPG

Paraformaldehit (HO(CH20).H)

PEI

Penisilin/Streptomisin

PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride)
ProLong gold mounting media (DAPI)
Proteinaz K

Sephadex®G-50
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Merck, 1.016.130.500
Lonza, 50004

Bio-Rad, 161-0146
Sigma, A9164

Sigma, A9518-5G

Merck, 8.057440.0250
Sigma, 112553

Promega, U1420

Thermo scientific, RO861
AppliChem, A2937.0500
AppliChem, A 8075,1000
Chemcruz, sc-29096
Sigma, HO887

Merck, 1.00314.2500
Applichem, A3928,0500PE
Merck, 910TA654681
Thermo Fisher,11668027
ABP Bioscience, FP310
Sellectkchem, 02619
Sigma, O-1625
Macrogen

Sigma, 101526379
Sigma, P6148
Polysciences, 24765-1
Thermo, 15140-122
Sigma, 1741932998611
Thermo scientific, 36935
Promega, V3021

Sigma, S5897-25G


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/11668027

Sodyum dodesil siilfat (SDS) Merck, 822050

Sodyum floriir (NaF) Sigma, S7920
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck, 1.06462
Sodyum kloriir (NaCl) Merck, 1.01540.0500
Sodyum pyrophosphate (NaPPi-NasO7P) Sigma, P8010
Sodyumkarbonat (Na2CO3) Merck, 106392
TEMED AppliChem, A1148
Tris-baz (C4H; 1NO3) Sigma, T6791
Tris-HCI (C4H12CINO3) Sigma, 93363

Triton X 100 Sigma, 9002-93-1
Tween 20 J. T. Baker, 73-74
Yeast extract Merck, VM445253 22
3.1.2. DNA ve Protein Markirlar

100 bp DNA ladder NEB, N3231L

DIG labeled DNA molecular weight marker II Roche, 11218590910
Gene ruler 1 kb DNA ladder Thermo scientific, SM0311
Precision plus protein™ dual color standards Bio-Rad, 1610374

3.1.3. Antikorlar

3.1.3.1. Primer Antikorlar
Anti-FLAG M2- mouse monoclonal Sigma-Aldrich, F3165-1MG
Anti-RIPK4 rabbit polyclonal Santa Cruz, sc-83320

3.1.3.2. Sekonder Antikorlar

Anti- mouse- Alexa fluor 488 Abcam, ab150117
Anti-mouse-Cy3 Abcam, ab97035
Anti-mouse-HRP Bio-Rad, 170-5047
Anti-rabbit- Alexa Fluor 488 Abcam, ab150061

Anti- rabbit -Cy3 Abcam, ab6939
Anti-rabbit-HRP Bio-Rad, 170-5045
Prolong gold mounting media (DAPI) Life Technologies, P36935

3.1.4. Besiyeri ve Antibiyotikler

DMEM (4.5 g/L. Glukoz) Thermo, 41966029
FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco, 10500064
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Higromisin™
Opti-MEM
Penicillin/Streptomycin

Zeosin™

3.1.5. Enzimler

HindIII (20U/ pL)
Nhel-HF (20U/ puL)
Scal X 4-12U/ pL
Xhol (20U/ uL)
BamHI-HF (20U/uL)

3.1.6. Membranlar

Nitroseliiloz membran(0,45um)

Naylon membran
3.1.7. Kitler

Brillant Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
ClarityTM Western ECL Substrat

ClonJET PCR Cloning Kit

Cycle Test Plus DNA Reagent Kit

DIG Luminescent Detection Kit

DIG Probe Synthesis Kiti

E.ZN.A.® Total RNA Kit

E.Z.N.A.® Endo-free Plasmid DNA Mini Kit
E.Z.N.A.® Endo-free Plasmid DNA Mini Kit

Biomatik, A218
GIBCO, 31985-062
Thermo, 1514022
Genoxxon, M34460250

NEB, R0104S
NEB, R3131S
TAKARA, 1084A
NEB, R0146S
NEB, R0O136S

BIORAD,1620115
Roche, 11209299001

NimaGen, BRD3-100
Bio-Rad, 1705060
Termo Fisher, K1231
BD,340242

Thermo Fisher, 11363514910
Thermo Fisher, 11636090910

Omegabiotek, R6834-00
Omegabiotek, D6950-01
Omegabiotek, D6915-03

Flp-In™ System Invitrogen, K6010-01-02
Thermo Fisher, 11791-100
ABM, G238
Macherey-Nagel,740609.50
Thermo- F-549S

QIAGEN, 28704

Macherey-Nagel, - 740100.50

Gateway® LR Clonase® Il Enzyme mix
Mycoplasma Detection Kit

Nucleospin Gel and PCR Clean-Up
Phusion Hot Start Taqg DNA Polimeraz
QIAquick Gel Extraction Kit

RapidLyse DNA izolasyon kiti
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http://www.bio-rad.com/en-us/sku/1620177-immun-blot-pvdf-membrane-roll-26-cm-x-3-3-m

3.1.8. Sarf Malzemeler

Falkon tiipler (15 ve 50 ml)
Kiiltiir flask1 (25 ve 75 cm?)
Mikrosantrifiij tiipler (1.5 ml)
Pipet uclar1

Serolojik pipetler (5,10 ve 25 ml)
Steril pastor pipeti

Whatman kagidi 3MM
Whatman kagidi GB004

6 kuyulu tabak

60 mm petri kab1

100 mm petri kabi1

3.1.9. Cihazlar

Accuri C6 Flow Sitometri

Bulasik makinesi

Buzdolabi (4 °C)

Buz makinesi

ChemiDoc MP goriintiileme sistemi
CO2’li etiiv

Calkalayici inkiibator

Derin dondurucu (-20 °C)

Dikey elektroforez ve immiinoblot sistemi
Distile su cihaz1

Dogru akim gii¢ kaynagi (300 volt)
Floresan mikroskop

Genetik analizor cihazi

Hassas terazi

Inverted mikroskop

Jel goriintiileme sistemi

Siif 11 steril kabinler

Lazer taramali konfokal mikroskop sistemi

Manyetik karigtirict

Isolab, Fransa

Corning, ABD

Eppendorf, Almanya
Axygene, ABD

SPL, Giiney Kore

Isolab, Fransa
GE-Healthcares, 3030-861
GE-Healthcares, 10427904
Corning, ABD

Corning, ABD

Corning, ABD

Becton Dickinson, ABD
Bosch, Almanya
Bosch, Almanya
Hoshaizaki, Japonya
BIO-RAD, ABD
Heraeus, Almanya
GFL, Almanya

Bosch, Almanya
BIORAD, ABD

GFL, Almanya
BIORAD, ABD

Nikon E80, Japonya
ABI 3130, ABD
AHAUS, ABD

Nikon, Japonya

Gel Logic 2000, Kodak
Metisafe, Tiirkiye
Leica, Germany

IKA, ABD



Merdaneli karistirict
Mikrodalga firmn
Mikrosantrifiij
Mikrosantrifiij

Orbital karistirict

Otoklav

Pastor firmi

pH metre

Sicak su banyosu

S1v1 azot tanki

Sogutmal1 yiiksek devirli santrifii
Sonikatér VCX500
Spektrofotometre
Termomikser

Thermal cycler

Thermal cycler

Vakum pompasi

Vorteks

Yatay elektroforez diizenegi
Yiiksek devirli santrifiij
Zaman ve hiz ayarl rotator

-80 °C dondurucu

3.1.10. Bakteri Suslar

Stuart, ingiltere

Argelik MD554, Tiirkiye
Hettich, Almanya
Thermo IEC, ABD
Niive SL 350, Tiirkiye
Tutnauer 3150 ELV, Italya
Memmert, Almanya
Hanna, Portekiz

Stuart, ingiltere

Thermo Scientific, ABD
Eppendorf 5804R
Sonics-Vibracell, ABD
Eppendorf, Almanya
Eppendorf, Almanya
Gene Amp 9700, ABD
Techne TC512, ingiltere
Isolab, Fransa

IKA, ABD

HU13, Ingiltere
Eppendorf 5810, Almanya
Stuart, ingiltere

Thermo Scientific, ABD

Tiim vektorlerin ¢ogaltilmasinda DH5a bakteri susu kullanildi.
DHSa Genotipi

F-recAl endA1 hsdR17(rk-, mk+) supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl
3.1.11. Kullanilan Vektorler

Memeli hiicrelerinde ekspresyon i¢in kullanilan p3xFLAG-CMV/DEST (FLAG),
Dr. Hannie Kremer’den (Department of Human Genetics- Radboud University Nijmegen
Medical CentrQe, Hollanda) temin edilmistir. Konak hiicre genomuna FRT kaseti

yerlestirmek icin kullanilan pFRT/LacZeo vektorii, hedef genin klonlandig:
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pFRT/DEST/FLAG/HA (Addgene, Kat. No. 2360) ekspresyon vektorii ve FLP rekombinazi
eksprese eden pOG44 vektorii Invitrogen’den temin edilmistir. Kozak dizisi ve FLAG
epitopu sonradan eklenen ekspresyon vektorii pcDNAS/FRT Prof. Dr. Ersan Kalay’dan
(Karadeniz Teknik Universitesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali) temin edilmistir. pJET

vektori (Thermo-K1232) ticari olarak satin alinmistir.
3.1.12. Kullamilan Hiicre Hatlar

Calismada kullanilan HaCaT ve HEK293 hiicre hatlar1 sirasiyla Alman Kanser
Aragtirmalar1 Merkezi (DKFZ) ve ATCC (CRL-1573)’den temin edilmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan Flp-In 293™ (Thermo Fisher Scientific, R75007) ticari olarak satin

alinmistir.
3.1.13. Soliisyon, Tampon ve Besiyerleri
Bakteri icin Kullanilan Besiyerleri

Luria Bertani (LB) Besiyeri

10 g tripton (Bacto), 5 g maya 6ziitii (Bacto) ve 10 g sodyum kloriir deiyonize distile
su igerisinde ¢6ziildii. pH 1N NaOH ile 7’ye ayarland1 ve hacim 1 litreye tamamlandi. 1.2
atmosfer basingta, 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi.

Diisiik Tuzlu Luria Bertani (LB) Besiyeri

10 g tripton (Bacto), 5 g maya 6ziitli (Bacto) ve 5 g sodyum kloriir deiyonize distile
su igerisinde ¢oziildii. pH IN NaOH ile 7’ye ayarlandi ve hacim 1 litreye tamamlandi. 1.2
atmosfer basingta, 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi.

Luria Bertani Agar (LBA) Besiyeri

LB siv1 besiyerine %2 oraninda agar eklenerek hazirlandi. LB agar besiyeri 1.2
atmosfer basingta, 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Kullanilacagi zaman
mikrodalganin defrost ayarinda eritildikten sonra sicakligi su banyosunda 50-55 °C’ye
getirilerek sogutuldu. Cogaltilacak vektoriin antibiyotik secilimine gore besiyerine 100
pg/mL Ampisilin veya 50 pg/mL Kanamisin eklendikten sonra 60 mm capinda petri
kaplaria 10’ar mL olacak sekilde dagitildi.
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Kompetan Bakteri Olusturma Transformasyon Tamponu (TB Buffer)

10 mM PIPES (MA: 302.37 g/mol), 15 mM CaCI2 (MA: CaCI2.2H20: 110.98
g/mol), 250 mM KCI (MA: %74.5513 g/mol), bir miktar su ile ¢oziildii ve KOH ile pH
6,7°ye ayarlandi. Ardindan final hacimde konsantrasyonu 55 mM olacak sekilde MnClI»
(MA: MnCI2.4H20:197,91 g/mol) eklendi. Cozelti 0,45 mm filtreden gegirilerek steril
edildi.

SOB Super Optimal Broth (1 Lt)

20 g Tripton, 5 g yeast extract, 0,5 g NaCI ve 0,186 g KCI son hacmi 1 L olacak
sekilde distile suda ¢oziildii ve pH 3M NaOH ile 7°ye ayarlandi. 1,2 atmosfer basingta, 121
°C’da 20 dakika otoklavlandi. Ardindan final hacimde konsantrasyonlar1 10 mM olacak
sekilde MgSO4 ve MgCl, eklendi.

Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

50X Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu

242 g Tris baz (MA: 121.14 g/mol) 500 mL deiyonize distile su icerisinde ¢oziildii.
Cozelti lizerine 57.1 mL %100 glasiyal asetik asit ve 100 mL 0.5 M EDTA ¢dzeltisi (pH:
8.0) eklendi. pH 8.5’e ayarlandi ve ¢ozeltinin son hacmi 1 L’ye tamamlandi. Caligma
soliisyonu deiyonize su ile 1:50 oraninda seyreltilerek hazirlandi. Stok ve ¢alisma

solusyonlar1 oda sicakliginda saklandi.

Etidyum Bromiir Soliisyonu

Toz haldeki etidyum bromiirden deiyonize distile su ile konsantrasyonu 10 mg/mL
olacak sekilde soliisyon hazirlandi. Isiktan korumak i¢in koyu renkli bir sisede karanlikta ve

oda sicakliginda muhataza edildi.

10X Orange G DNA Yiikleme Tamponu

20 g siikroz 40 mL deiyonize distile su igerisinde ¢oziildii. Ardindan 100 mg orange

G ilave edilerek deiyonize distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.
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Beta Galaktozidaz Analiz Soliisyonlar:

Z tamponu

4.2 ¢ NaH,PO4 (MA: 119.98 g/L), 8.52 g NaaHPO4 (MA: 141.96 g/L), 0.75 g KCl
(MA: 74.55 g/L) ve 0.246 g MgS0O4+7H20 (MA: 246.47 g/L) tartilarak 800 mL distile suda

¢ozdiiriildii. HCI ile pH 7’ye ayarlandiktan sonra son hacim 1 L’ye tamamlandi.
Southern Blot Soliisyonlar:
5 M NaCl

292.2 gr NaCl 800 ml ddH20 i¢inde ¢oziildii ve son hacim 1 litreye tamamlanarak

otoklavlandi.
2 M Tris (pH: 8.0)

242 gr Tris 800 ml ddH20 i¢inde ¢oziildii ve 10 M’lik NaOH ile pH 8’e ayarlandiktan

sonra hacim 1 litreye tamamlanarak otoklavlandi.
10 M NaOH

100 gr NaOH 150 ml ddH2O i¢inde ¢6ziildii ve son hacim 250 ml tamamlanarak

otoklavlandi.
0.5 M EDTA (disodyum dihidrat) (pH 8.0)

16.81 g Na2EDTA (MA: 336.24 g/mol) ve 60 mL distile su ile ¢oziinene kadar
manyetik karistiricida karistirildi. 10 M’lik NaOH ile pH 8’e ayarlandi. Son hacim distile su

ile 100 mL’ye tamamlanip otoklavlanda.
20 X SSC Stok Soliisyon (pH 7.0)

NaCl 175.3 g (3 M) ve CsHsNazO7 2H20 (sodyum sitrat) 88,2 g (0.3 M) tartilarak
800 ml ddH20 i¢inde ¢6ziildii. pH 7.0’a ayarlandiktan sonra son hacim 1 litreye tamamlandi.

%10 SDS Stok Soliisyonu
20 gr SDS 150 ml ddH20 i¢inde ¢oziilerek 200 ml’e tamamlandi.
2 M Tris-HCI, (pH 7.5)

242.28 g Tris 800 mL ddH»0O i¢inde ¢oziildii. 1IN HCI ile pH 7.5’e ayarlandiktan

sonra son hacim 1 litreye tamamlandi.
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Denatiirasyon Soliisyonu

50 mL 10 M NaOH (0,5 M NaOH) ve 300 mL 5 M NaCl (1.5 M NaCl) otoklavlanmis

distile su ile 1 litreye tamamlandh.

Southern Notralizasyon Soliisyonu

250 mL 2M Tris-HC1 (0.5 M Tris HCL) (pH 7.5) ve 300 mL 5 M NacCl (1.5 M NaCl)

otoklavlanmis distile su ile 1 litreye tamamlandi.

Diisiik Sertlikte Tampon

50 ml 20X SSC ve 5 mL %10 (w/v) SDS cift distile su ile 50 mL’ye tamamlanda.

Yiiksek Sertlikte Tampon (635 °C’de yikama icin)

12,5 mL 20X SSC ve 5 mL %10 (w/v) SDS cift distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

Maleik Asit Tamponu (pH 7.5)

11.61 gr Maleik Asit (0.1 M/L) ve 8.7 gr NaCl (0.15 M/L) 600 mL cift distile su ile

iyice ¢oziilerek ve pH 7.5’¢ NaOH ile ayarland1 ve ardindan son hacim 1 litreye tamamlandi.

Yikama Tamponu

250 mL Maleik asit tamponu (pH 7.5) ve 750 uL Tween 20 (%0.3) karistirildi.

Stok Bloklama Soliisyonu (10X)

10 gr Blocking Reagent, maleik asit tamponu ile 100 mL’ye tamamlandi.

Otoklavlanan 10X bloklama soliisyonu -20 °C’de saklandi.

Bloklama Soliisyonu (1X)

10 mL (10X) Bloklama soliisyonu 190 mL maleik asit ile 1X konsantrasyona

sulandirildi. Daima taze hazirlanir.

Antikor Soliisyonu (2 h, 4°C)

Anti- AP (Roche, 11 093 274 910) her kullanim 6ncesinde 10 000 rpm’de 5 dakika
kendi kabinda santrifiij edilip gerekli miktar uygun pipet ile yilizeyden alindi. Digoksigenin
(DIG)-AP 1:10 000 (75 mU/mL) oraninda bloklama soliisyonu i¢inde sulandirildi.
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Belirleme (Detection) Tamponu (pH 9.5 (20°C)

25 mL 2 M Tris-HCL ve 10 mL 5 M NaCl pH 9.5’e¢ ayarlanarak 500 mL’ye

tamamlandi.

CSPD Soliisyonu

Her 100 cm? membran i¢in 1 mL CSPD soliisyonu kullanilir. 10 uL. CSPD, 990 pL
Detection buffer ile karistirildi. 2-8 °C’de karanlikta saklanir ve 1-2 kere kullanilir.

SDS-PAGE ve Western Blot Soliisyonlari

Avwrma Jeli Tamponu, 1.5 M (pH 8.8 )

36.33 g Tris baz (MA: 121.14 g/mol) 180 mL c¢ift distile suda ¢o6ziildii. 12 N HCI
soliisyonu ile pH 8.8’¢ ayarlanarak son hacim ¢ift distile su ile 200 mL’ye tamamland1 ve

0.2 um filtreden gegirilerek oda sicakliginda saklandi.

Yiikleme Jel Tamponu, 0.5 M Tris-HCI (nH 6.8)

6.057 g Tris baz (MA: 121.14 g/mol) 90 mL distile suda ¢oziilerek 12 N HCI ile pH
6.8’e ayarlandi. Sonrasinda toplam hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi ve 0.2 pym

filtreden gecirilerek oda sicakliginda saklandi.

%10 Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (20 mL)

10 g SDS (MA: 288.37 g/mol) 100 mL distile su igerisinde c¢oziilerek oda

sicakliginda saklandi.

10X Tris Glisin Tamponu

30.3 g Tris baz (MA: 121.14 g/mol) ve 144 g glisin (MA: 75.07 g/mol) 1 L ¢ift distile

su icerisinde ¢oziilerek oda sicakliginda saklanda.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1 L) (1 X)

890 mL ¢ift distile su iizerine 10X Tris-Glisin tamponundan 100 mL alinarak {izerine

10 mL %10’luk SDS (son konsantrasyon %0.01) eklenerek son hacim 1 litreye tamamlandi.

%10 Amonyum Persiilfat (APS) (I mL)

100 mg APS (MA: 228.18 g/mol) 1 mL cift distile suda ¢oziildii ve maksimum yedi

giine kadar kullanilmak iizere soliisyon 4 °C’de saklandi.
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5X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu

Son konsantrasyonlart 0.25 M Tris-CI (pH: 6.8), %50 gliserol, %10 SDS, %0.01
bromofenol mavisi olacak sekilde soliisyon 10 mL hacimde hazirlandi ve -20 °C’de saklandi.

Kullanilmadan 6nce final konsantrasyon 0.5 M olacak sekilde DTT ilave edildi.
SDS-PAGE Transfer Tamponu

Sirast ile 800 mL distile su lizerine 100 mL 10X Tris Glisin tamponu ve son olarak

100 mL Metanol eklenerek son hacim 1 L olacak sekilde hazirlandi.

%20 Tween 20

20 mL stok Tween 20, 80 mL distile su ile ¢oziildii ve homojen hale gelen %20

Tween 20 soliisyonu +4 °C’de saklandi.

10X TBS Stogu (1 L)

24 ¢ Tris HCl (MA: 157.60 g/mol), 5.6 g Tris-base (MA: 121.14 g/mol), 88 g NaCl
(MA: 58.44 g/mol), 800 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 12N HCI ile pH:

7.6’ya ayarlandi. Distile su ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

1X TBS-Tween 20 (TBST)

450 mL distile su ile 10X TBS’den 50 mL alinarak 1X TBS hazirlandi. Son
konsantrasyon %0.05 olacak sekilde %20’lik Tween 20 soliisyonundan 1 250 pL eklendi ve

oda sicakliginda saklandi.
Proteaz ve Fosfotaz inhibitorler

10X PI (Proteaz karisimi)

1 tablet proteaz inhibitor 10 mL ¢ift distile su i¢inde ¢oziildii. Alikotlanarak -20 °C’°de

saklandi.

100X Sodyum Orthovanadate (200 mM) (NaVan)

3.68 g NazVO4 (MA: 183.91 g/mol) 90 mL cift distile su ile ¢oziildii. Sar1 renkli
soliisyon renksiz olana kadar kaynatildi. Oda sicakligina gelene kadar soguduktan sonra 1 N
NaOH ile pH 10.0’a ayarlandi ve 100 mL’e tamamlandi. Soliisyon alikotlanarak -20 °C’de
saklandi. Calisma konsantrasyonu 2mM olacak sekilde kullanildi.
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50X Sodyum Floriir (IM) (NaF)

4.2 g NaF (MA: 41,99 g/mol) 100 mL ¢ift distile su ile c¢oziilerek 1 M olarak
hazirlandi. Soliisyon alikotlanarak -20 °C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 20 mM

olacak sekilde 50 kez seyreltilerek kullanildi.

20X Sodyum PyroPhosphate (100 mM) (NaPPi)

4.44 g NaPPi (MA: 444.06 g/mol) 100 mL cift distile su ile ¢oziilerek hazirlandi.
Soliisyon alikotlanarak -20 °C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde
kullanilda.

100X PMSF (100 mM)

0.174 g PMSF (MA: 174.19 g/mol) 10 mL Etanol ile ¢ozdiiriildii. Soliisyon
alikotlanarak -20 °C’de saklandi. Caligma konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde kullanildi.

1M Tris HCI (pH: 7.4)

2422 g Tris baz 180 mL distile su ile ¢oziildii, pH’s1 12 N HCI ile 7.4°e
ayarlandiktan sonra hacim distile su ile 200 mL’ ye tamamlandi. Soliisyon otoklavlanarak

oda sicakliginda saklandi.

TNTE (Tris, Na, Triton X-100, EDTA) Hiicre Patlatma Tamponu

50 mM Tris-Cl (1 M Tris-Cl pH 7.4), 150 mM sodyum kloriir (5 M NaCl) , %0.5
Triton X-100 (%20 Triton X-100), 1 mM EDTA (0.5 M EDTA pH 8.0), 5 mM NaPPi (100
mM), 1x PI (10x), 20 mM NaF (1 M), 2 mM NaVan (200 mM) ve 1 mM PMSF (100 mM)
cift distile su icerisinde hazirlandi. Patlatma tamponu patlatma oncesi buzda bekletilerek

sogutuldu.
Iimmiinofloresanda Kullanilan Tamponlar

10 mL %4 Paraformaldehit Cozeltisi

4 gr Paraformaldehit (PFA MA: 30.03 g/mol) 80 mL PBS igerisinde manyetik
karistiric1 yardimiyla 60 °C’de 1sitilarak ¢oziildii. pH 1IN HCI ile 6.9’a ayarlandiktan sonra
hacim 100 mL’e tamamland1 ve 0,45 um filtreden gecirilerek steril edildi. Alikotlanarak -20
°C’de saklandi. Dondurulduktan sonra hizlica 37 °C’de ¢oziiliip kullanildi. Birden fazla

dondur-¢6z yapilmamasina 6zen gosterildi.

28



10 mL %0,2 Triton X 100 Cozeltisi (Permeabilizasyon Soliisyonu)

100 puL % 20 Triton X 100 1X PBS ile 10 mL’e tamamlandi.

10 mL %10 Keci Serumu (Bloklama Soliisyonu)

Ticari olarak elde edilen ke¢i serumundan 1 mL alinarak 9 mL PBS ile 10 mL’e

tamamlandi.
Memeli Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar

%10 FBS-DMEM-1X Penisillin/Streptomisin/Amfoterisin B Besiyeri

Yiiksek glukozlu DMEM besiyerine %10 Fetal Bovine serum ve %l
pen/strep/amfoterisin soliisyonu (100 U/mL penisilin-100 U/mL streptomisin 100 U/mL
amfoterisin b) olacak sekilde eklendi. Besiyeri 4 °C’de saklandi.

10X PBS Stogu

1.37 M NaCl (MA:58.44 g/mol), 26.8 mM KCI (MA 74.56 g/mol), 0.1 M Na,HPO4
(MA 141.96 g/mol), 17.6 mM KH2PO4 (MA 136.09 g/mol) 800 mL distile su ile hazirlandu.
Soliisyonun pH’s1 1 N HCl ile 7.4’e ayarland1. Distile su ile son hacim 1 L’ye tamamlandi

ve 1.2 atmosfer basingta, 121 °C’da 20 dakika otoklavda steril edildi. .
Transfeksiyon Soliisyonlar:
2X HEPES

0.8 g NaCl (MA: 58.44 g/mol), 0.027 g Na,HPO4.2H,O (MA: 177,99 g/mol) ve 1.2
g HEPES (MA: 238.3 g/mol) 90 mL distile su ile ¢oziildii ve pH, 0.5 N NaOH ile 7.05’e
ayarlanarak 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan soliisyon 0,25 pm filtreden gegcirilerek steril

edildi ve falkonlara alikotlanarak -20 °C’de saklandi.
2.5 M CaCl>

36.75 g CaCl, (MA: 147.02 g/mol) 100 mL steril ¢ift distile su i¢inde ¢oziildii.
Hazirlanan soliisyon 0.25 pm filtreden gegirilerek steril edildi ve falkonlara alikotlanarak -

20 °C’de saklanda.

29



3.2. Yontem

3.2.1. pFRT/LacZeo, pFRTDEST/FLAG HA, pcDNAS5/FRT, pOG44 ve pCDNAS/FRT-
3x FLAG-RIPK4 Vektorlerinin Cogaltilmasi

3.2.1.1. Kompedan Hiicre Hazirlama

E.Coli suslarini Inoue yontemiyle (97) kompetan hale getirmek i¢in istenilen bakteri
stogundan antibiyotiksiz LB kat1 besiyerine yayma yapildi ve 37 °C’da bir gece boyunca
inkiibe edildi. Kat1 besiyerinde olusan kolonilerden bir kag koloni alindi1 ve 40 mL LB agar
besiyerine ekim yapilarak kiiltiir 37 °C’da bir gece biyiitiildii. Ertesi giin 125 mL SOC
(20mM Glukoz iceren SOB) siv1 besiyerine ODgoo 0.2 olacak sekilde satiire kiiltiirden
alinarak ekim yapildi ve 17 °C’da calkalamal1 inkiibatorde iiremeye birakildi. Sicakligin
ylikselmemesi i¢in inkiibatore flask igerisinde buz da konuldu ve buzlar inkiibasyon
stiresince tazelendi. Kiiltiir, ODsoo 0.4-0.6 olana kadar biiyiitiildii ve kompetan hiicre
hazirlamak {izere buza alinarak 10 dk bekletildi. Daha sonra 4 °C’de 2 500 g’de 10 dk
santrifiij edilerek bakteriler ¢okeltildi. Hiicre pelleti 40 mL sogutulmus TB transformasyon
tamponu igerisinde siispanse edildi ve tekrar 15-20 dk buz iizerinde bekletildi. Bakteriler 4
°C’da 2 500 g’de tekrar 10 dk santrifiij edildi. Bakteri pelleti 10 mL soguk TB
transformasyon tamponunda siispanse edildi. Ardindan hiicrelerin lizerine final hacimde %7
olacak sekilde 700 pL DMSO eklendi ve 10 dk buzda bekletildi. Hazirlanan hiicreler ya
direkt olarak transformasyonda kullanildi ya da ileride kullanilmak {izere ependorflara

dagitilarak siv1 nitrojende donduruldu ve -80 °C’de saklandi.
3.2.1.2. E.Coli Transformasyonu

Transformasyon i¢in 6nceden Inoue metoduyla siiperkompetan hale getirilmis DH5a
bakteri susu -80 °C’den ¢ikarilarak buza alindi. Transformasyon icin 0.5 pg vektor karisimi
ya da ligaz reaksiyon {irlinlinlin yarisi, 50 pL E.Coli DH5a kompetan bakteri iceren
eppendorf tiipiine eklendi. Karisim 30 dakika buz i¢inde tutuldu ve her 10 dakikada bir
parmakla hafifce vurularak karistirildi. Inkiibasyon sonunda bakteriler 30 saniye 42 °C’de
1s1 sokuna maruz birakildi. Ardindan 2 dakika buzda bekletildi. Steril kabine alinarak iizerine
1 mL LB (pFRT/LacZeo igin diisiik tuzlu LB) veya S.O.C besiyeri eklendi. Eppendorflar
ylizeye sabitlenerek 1 saat boyunca 37 °C’ye 220 rpm/dk hizda calkalamali etiivde inkiibe
edildi. Siire sonunda hiicre siispansiyonu 10 000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi ve hiicre
pelleti ImL LB ile yikandi. Ikinci santrifiijden sonra hiicre pelletine 50 uL besiyeri eklendi
ve hiicreler vektorde bulunan antibiyotik direncine gore ya 100 pg/mL Ampisilin ya da 50
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ng/mL iceren LB-Agar (pFRT/LacZeo i¢in diisiik tuzlu LB) petrilere ekildi. Petri tabaklar
37 °C’ye ayarli inkiibatorde 12-16 saat inkiibe edildi.

3.2.1.3 Plazmit izolasyonu

Transformasyon sonrasi petride biiyliyen kolonilerden secilerek 5 mL uygun
antibiyotik iceren (100 pg/mL ampisilin) LB’ye inokiile edilerek 37 °C’de calkalayici
inklibatorde 220 rpm’de 12-16 saat kiiltiire edildi. Siire sonunda bakterilerin
konsantrasyonlar1 600 nm’de kontrol edildi. ODeoo 2.0-3.0 arasinda, bakteri kiiltiiriinden 4
mL alinarak plazmit izolasyonu gergeklestirildi. Bakteri kaynakli endotoksinler memeli
hiicreleri i¢in toksik etki gosterdiginden memeli hiicrelerine transfekte edilecek ekspresyon
vektorleri endotoksinleri uzaklastirmaya uygun E.Z.N.A. Endo-free Plasmid DNA Mini Kiti

kullanilarak iiretici firmanin talimatlan ile izole edildi.

ODeoo degerleri 2.0-3.0 arasinda olan kiiltiirlerden 4 mL alinarak 10 000 g’de 1
dakika santrifiij edildi. Pellet iizerine 250 pL Soliisyon I/RNaz A (10 mg/uL) eklendi ve
nazikce pipetaj yapilarak tamamen homojen hale getirilidi. Ardindan Soliisyon II’den 250
uL eklenerek, berrak bir lizat olusana kadar tiipler nazikce alt-iist edildi. Bu asamada
DNA’nin kirilmasini 6nlemek i¢in siddetli ¢alkalamadan kag¢inildi ve maksimum 2 dakika
inkiibasyonda tutuldu. Inkiibasyon sonunda lizatlara buz {izerinde sogutlmus N3
Soliisyonundan 125 pL eklendi. Ornekler bekletilmeden 8-10 kez alt iist edilerek beyaz
presipitatlarin olusumu saglandi. Sonrasinda tiipler maksimum hizda (14 000 g) 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir ependorf tiipe alinarak hacim 0l¢iildii. Bu esnada, 2
mL’lik DNA kolonlar1 100 pL. 3M NaOH soliisyonu eklenerek maksimum hizda (14 000 g)
1 dakika santrifiij edilerek dengelendi. Hacmi 6lgiilen siipernatant {izerine 1:1 oraninda ETR
Binding Soliisyonu eklendi ve tiip 10 kere alt-list edildi. Elde edilen sivi karisimdan
maksimum 700 pL kitle gelen kolonlara transfer edildikten sonra ve maksimum hizda (14
000 g) 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem tiim karisim kolondan gegirilene kadar tekrarlandi.
Kolona baglanan plazmit {izerine 500 unL ETR Wash Soliisyonu eklenerek maksimum hizda
(14 000 g) 1 dakika santrifiij edildi. Ardindan 500 pLL. HBC Soliisyonu kolonlardan
gecirilerek maksimum hizda (14 000 g) 1 dakika santrifiij edildi. Filtre edilen kisim atild1 ve
700 pL DNA Wash soliisyonu (%70 Etanol) kolonlara eklenerek maksimum hizda (14 000
g) 1 dakika santrifiij edildi. Yikama islemi iki kere uygulandi. Kolonlar, alkol kalintilarini
uzaklastirmak amaciyla maksimum hizda (14 000 g) 2 dakika santrifiij edildi. Kolonlardaki

alkol kalintilarinin tamamen uzaklagmasi i¢in ikinci bir islem olarak kolonlar 65 °C’ye
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ayarlanmig 1s1 blogunda 10 dakika inkiibe edildi. Kolonlar temiz tiiplere transfer edilerek
endotoksin igermeyen eliisyon solusyonundan 60-100 pL eklendi ve 1 dakika inkiibe edildi.
Kolonlar maksimum hizda (14 000 g) 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen plazmitlerden 2
L alinarak %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Plazmitlerin konsantrasyonlar1 Nanodrop

cihazinda 0l¢iildii ve kullanilana kadar -20 °C’de saklandi.
3.2.2. Zeosin™ ve Higromisin™ Dozlarinin Belirlenmesi

3.2.2.1. Genomuna FRT Kaseti Alan Hiicrelerin Se¢ilimi icin Uygun Zeosin™

Dozunun Belirlenmesi

FRT kaseti iceren pFRT/lacZeo vektdri aym zamanda Zeosin™ direng geni
icermektedir. Bu nedenle transfeksiyon sonrasi ortama Zeosin antibiyotigi verilerek, FRT

T™M>»

kasetini genomuna almamis hiicrelerin 6liimii saglanacaktir. Zeosin e kars1 diren¢ genini

eksprese eden hiicrelerin secilimi i¢in hiicrelerin %95’ini 6ldiiren doz belirlendi.

12 kuyulu tabakta her kuyuya 1,5x10° hiicre olacak sekilde HaCaT hiicresi ekildi.
Ertesi giin Zeosin™ (250 mg) 2 500 pL HEPES de ¢oziilerek 100 mg/mL Zeosin™ stoklari
hazirland1. Sonrasinda stok Zeosin™, DMEM ile 1:10 oraminda seyreltilerek 10 mg/mL
haline getirildi ve uygulanacak dozlar bu karisimdan seyreltilip hazirlandi. Kontrol
hiicrelerine normal besiyeri verilirken, diger hiicrelere 50, 100, 200, 400, 600 ve 1 000
png/mL Zeosin™ verildi. Deney boyunca her ii¢ giinde bir Zeosin™ igeren besiyeri

tazelenerek dokuzuncu giinde deney sonlandirildi.

3.2.2.2. RIPK#4’ii Siirekli Eksprese Eden Flp-In-HaCaT Hiicrelerinin Secilimi i¢in

Uygun Higromisin™ B Dozunun Belirlenmesi

RIPK4’iin klonlandigi pFRTDEST/FLAG HA ve pcDNAS/FRT vektorleri ayni
zamanda Higromisin direng geni icermektedir. Bu nedenle transfeksiyon sonrasi besiyerine
Higromisin™ B antibiyotigi verilerek, RIPK4’iin klonlandi81 ekspresyon vektdrii genomuna
yerlesmemis Flp-In-HaCaT hiicrelerinin 6liimii saglanacaktir. Higromisin™ B’ye kars

direng genini eksprese eden hiicrelerin secilimi i¢in hiicrelerin %95’ini 6ldiiren doz

belirlendi.

Alt1 kuyulu tabakta her kuyucuga 3x10° hiicre olacak sekilde HaCaT hiicresi ekildi.
Ertesi giin toz halde gelen Higromisin™ B 100 pL ddH»O ile 100 mg/mL konsantrasyon
hazirland. Hiicrelere 50 pg/mL, 75 pg/mL ve 100 pg/mL Higromisin™ verilerek ve her ii¢

giinde bir Higromisin™ igeren besiyeri tazelenerek 12.giinde deney sonlandirildi.
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3.2.3. FRT Kaset iceren pFRT/LacZeo Vektoriiniin Linearize Edilmesi

Flp-In™ sisteminin {iretici firmasi kalic1 transfeksiyon verimi i¢in vektdriin linearize
edilmesini 6nerdigi i¢in vektorii Scal enzimi ile kesildi. Kesim esnasinda 1 pg vektor DNA
i¢in 10 U Scal enzimi kullanildi. Kesim i¢in 6érnekler 37 °C *de 4 saat inkiibe edildi. Kesim

reaksiyonu asagidaki kosullara gore gergeklestirildi.
3.2.3.1. Kesim Reaksiyonu Sonras1 Orneklerin Saflastiriimasi

Nucleospin Gel and PCR Clean-Up kiti kullanilarak iiretici firmanin talimatlari ile
ile Scal ile kesilen pFRT/lacZeo vektorii temizlendi. Temizleme esnasinda kesim reaksiyonu
distile su ile 100 pL’ye tamamlandi ve 2 kat hacimde (200 pL) NTI buffer eklendi. Total
hacmi 300 pL olan soliisyon kit icerisindeki silika membranli kolonlara aktarilarak 11 000
g’de 30 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiiplindeki atik uzaklastirilarak
kolonlara 700 ul NT3 buffer eklendi ve 11 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Ardindan
reaksiyonlart inhibe edebilen etanoliin uzaklastirilmasi i¢in kolon 11000 g’de 2 dakika
santrifiij edildi. Toplama tiipti atild1 ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase Chain
Reaction, PCR) firiinlerinin bulundugu silika membranli kolon temiz bir ependorf tiipe
alindi. Kolondaki membranin {izerine 30 pl DNA eliisyon tamponu olan NE buffer eklendi
ve oda sicakliginda 2-3 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kolonlar 11 000 g’de 1

dakika santrifiij edilerek PCR {iriinlerinin saflastirilmasi gergeklestirildi.
3.2.4. Hiicre Kiiltiirii

Bu tez calismasinda, kontrol olarak insan embriyonik bobrek hiicreleri olan HEK293
hiicre genomuna FRT Kkaseti yerlestirilmis olan Flp-In™-293 hiicreleri ve proje amacina
uygun olarak yetigkin immortal insan keratinosit hiicre hatti olan HaCaT hiicre hatlar
kullanilmistir. Her iki hiicre hatt1 % 1 Penisilin ve Streptomisin antibiyotikleri i¢eren yliksek
glukoz seviyesine sahip DMEM (4.5 g/L glukoz) besiyerinde 37 °C’de %5 COz kosullarimi

saglayan nemlendirilmis doku kiiltiirii inkiibatoriinde kiiltiire edildi (98).
3.2.4.1. Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi

S1v1 azot tankindan alinan hiicreler 37 °C sicaklia sahip su banyosunda, i¢cinde bir
par¢a buz halinde hiicre kalacak sekilde ¢oziilerek buz iizerine transfer edildi. Hiicrelerin
tizerine %20 FBS ve %1 pen/strep igeren yiiksek glukoz seviyesine sahip DMEM (4.5 g/L
glukoz) besiyeri eklendi ve 1 200 rpm’de 5 dakika oda 1sisinda santrifiij edildi. Siipernatant

uzaklastirildiktan sonra ayni1 islem bir kez daha tekrarlandi. Stipernatant uzaklastirildi. Hiicre
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pelleti ayn1 besiyeri ile pasteur pipeti yardimiyla nazikce siispanse edildi ve flaska ekildi.
Ertesi giin flaskta bulunan besiyeri %10 FBS ve %1 pen/strep igeren yiiksek glukoz
seviyesine sahip DMEM (4.5 g/L glukoz) besiyeri ile degistirildi. Hiicreler 37 °C’de %5
CO> kosullarin1 saglayan nemlendirilmis doku kiltlirii inkiibatoriinde kiiltiire edildi.
Boliimiimiize gelen her hiicre mikoplazma PCR testi ile firmanin 6nerileri dogrultusunda
analiz edildi. Mikoplazma kontaminasyonu olmadigi dogrulanan hiicreler deneylerde

kullanildi.
3.2.4.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler, biiyiime alaninin %70-80’inini doldurduklarinda 1/5 oraninda seyreltilerek
yeni flaska alindilar. Pasajlanma esnasinda, hiicrelerden besiyeri uzaklastirilarak hiicreler
PBS ile nazik¢e yikandi. Kullanilan flaskin biiyiikliigiine gore (T25 flaska 0,7 mL ve T75
flaska 2 mL) Tripsin/EDTA (T/E) eklenerek 37 °C inkiibatore kaldirildi. Hiicreler yiizey ile
olan baglantilar1 kopana kadar (Flp-In™-293 hiicreleri 1-2 dakika, HaCaT hiicreleri 8-10
dk) inkiibatorde T/E’ye maruz birakildi. T/E uygulamasi sonrasi reaksiyonun inhibe
edilmesi i¢in hiicrelere %10 FBS igeren besiyeri eklendi. Hiicreler toplanarak steril 15
mL’lik falkon tiiplere aktarildi ve 1 200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicre pelleti uygun
hacimde besiyeri ile siispanse edildi ve uygun miktarda besiyeri ile uygun biiyiikliikteki
flaska aktarildi ve 37 °C’de %5 CO:> kosullarini saglayan nemlendirilmis doku kiiltiiri
inkiibatoriinde kiiltiire edildi. Protein stabilitesinin analiz edildigi g¢alismalarda hiicre
medyumuna 5 uM olacak sekilde MG-132 proteaz inhibitorii eklendi ve hiicreler ajanla 6

saat inkube edildi.
3.2.4.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile dikkatli bir sekilde
yikandi. Yikama sonrast PBS uzaklastirildi ve T/E hiicrelerin iizerine eklenerek inkiibatore
kaldirildi. Hiicreler yiizey ile olan baglantilar1 koparilana kadar T/E’ye maruz birakildi ve
sonrasinda reaksiyonu inhibe etmek i¢in %10 FBS iceren besiyeri eklendi. Hiicreler
toplanarak steril 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve 1 200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Besiyeri uzaklastirilarak pellet tizerine %10 FBS iceren besiyeri eklenerek hiicreler nazikce
siispanse edildi ve tekrar 1 200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Pelletin {izerine daha
onceden hazirlanmis ve sogutulmus antibiyotik icermeyen %20 FBS igeren yiiksek glukoz
seviyesine sahip DMEM (4.5 g/L glukoz) karistmindan 900 pL eklendi. Ardindan hiicreler

vidali dondurma tiipiine (cryo-vial) transfer edildi ve 10 dakika buz tlizerinde bekletildi. Bu
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stirenin sonunda hiicrelerin tizerine 100 uL. DMSO (%10) eklendikten sonra alt-iist yapilarak
karigtirildi, tiipler buz {izerine alinarak 10 dakika daha bekletildi. Siire sonunda tiipler
pamuklarla sarilarak -70 °C’ye kaldirildi. Hiicrelerin uzun dénem saklanabilmesi i¢in -70
°C’de bir giin tutulan hiicreler siv1 nitrojen tankina transfer edildi. Hiicre setlerinin hem -70

°C’de hem de s1v1 nitrojende tutulmasina 6zen gosterildi.
3.2.5. Memeli Hiicrelerinin Gegici Transfekte Edilmesi
3.2.5.1. Kalsiyum Fosfat Yontemi ile Transfeksiyon

HEK293T ve Flp-In™-293 hiicrelerinin transfeksiyonunda, HEPES buffer
varliginda, DNA’nin kalsiyum fosfat ile presipitat olusturmasi ve endositoz ile hiicre igine
alinmasina dayali “Kalsiyum Fosfat Transfeksiyon” yontemi kullanildi (91). Alt1 kuyulu
tabaklar icin 3x10° hiicre yaklasik %30-40 konfluent olacak sekilde, antibiyotik icermeyen
%10 FBS iceren 1,8 mL DMEM besiyerine eklendi. Hiicreler yiizeye yapigsmalari i¢in doku

kiiltiirii inkiibatoriinde gece boyu inkiibe edildi.

2 ml besiyeri i¢in (alt1 kuyulu tabak) maksimum 2 pg plazmit kullanildi. Plazmit
DNA’s1 deiyonize distile su ile 20 pL’ye tamamlandi. 2.5 M CaClz’den 10 pL alinarak, 2
ml besiyerinde ¢alisma konsantrasyonu 12.5 mM CaCl: olacak sekilde,70 pL steril distile
suyun i¢inde seyreltildi. Son hacim 100 pL olacak sekilde 20 uL DNA-su karigimina 80 uLL
CaCl,-su karisimi eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
DNA-CaCl: karisimi iizerine (100 pL) diisiik hizda vorteks tizerinde damla damla 100 pL
2xHEPES eklenerek, toplam hacim 200 pL’ye tamamlandi. DNA- CaCl.-HEPES karigimi
20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra karigim hiicrelerin {izerine damla damla
eklendi ve alt1 kuyulu tabak hafif¢e calkalanarak etiive kaldirildi. Ertesi giin kuyulardaki
medyum, %10 FBS ve antibiyotik iceren DMEM (4.5g/L glukoz) besiyeri ile tazelendi.

Transfeksiyondan yaklasik 24saat sonra protein ekspresyon analizi ger¢eklestirildi.
3.2.5.2. HaCaT Hiicrelerinin Lipozom Bazh Kimyasal Ajanlarla Transfeksiyonu

HaCaT hiicreleri alt1 kuyulu tabaklar i¢in 3x10°, 60 mm tabaklar icin 5x10° hiicre
ertesi giin yaklasik %50-60 konfluent olacak sekilde, antibiyotik icermeyen %10 FBS igeren
DMEM besiyerine eklendi. Hiicreler ylizeye yapismalart i¢in doku kiiltiirii inkiibatoriinde
gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin Lipofektamin-2000 veya Lipofectmax™ ile iiretici

firmanin talimatlar1 dogrultusunda transfeksiyon gerceklestirildi. 1 pg DNA ig¢in 2 pl
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transfeksiyon ajani kullanildi. DNA ve ajan opti-MEM medyumunda seyreltildi. DNA ve

transfeksiyon ajani karistirilip 15 dk inkiibe edilip damla damla hiicrelere eklendi.
3.2.6. Flp-In-HaCaT Hiicrelerinin Olusturulmasi

3.2.6.1. HaCaT Hiicrelerine pFRT/LacZeo Kalici Transfeksiyonu ve Zeosin™ ile

Secilimi

Ilgili geni siirekli eksprese ettirmeye hazir keratinosit hiicre hatt1 olusturmak igin
konak hiicrenin genomuna FRT kaseti yerlestirilmesinde pFRT/lacZeo vektorii kullanilir.
Uriin katalogunda FRT bélgesinin genomda tek bir yere girmesi i¢in az miktarda DNA nin
kullanilmas1 6nerilmektedir. Bundan dolayi, firmanin onerisi dikkate alinarak, 10 cm?
tabaklarda biiyiitiilen 3x10°® hiicre Lipofectamine 2000 transfeksiyon ajani kullamilarak
strastyla 0.25, 0.5 ve 1 pg olmak tizere Scal ile linearize edilen pFRT/lacZeo vektori ile
transfekte edildi. Ancak koloni elde edilemedi. Bunun nedeninin HaCaT hiicrelerinin diisiik
transfeksiyon veriminden kaynaklanmis olabilecegini diisiinerek, verimin artirilmasi igin
deney 60 mm’lik tabaklarda 5x10° hiicre igin DNA miktar1 3.5 pg’a ¢ikarilarak tekrarlandi.
Ayrica, Lipofectamine 2000’nin yani sira, daha evvel HaCaT hiicrelerinde tarafimizca
kosullar1 optimize edilen ve transfeksiyon verimi yiiksek olan Lipofectmax™ ve PEI ajanlar
da deneye dahil edildi. 60 mm tabaklar i¢in 3.5 pg DNA ve 7 ul lipozom ajanlari, DNA/Ajan
1:2 oraninda kullanilirken; PEI i¢in 3.5 ug DNA ve 10,5 uLL PEI ajant DNA/Ajan orani 1:3
olacak sekilde uygulandi. Vektoriin genoma entegre olmasi i¢in gereken zamani saglamak
adina transfeksiyondan sonra 72 saat beklenerek, hiicreler %20 yogunlugu ge¢cmeyecek
sekilde pasajlandi. Hiicrelerin ylizeye yapistiklar1 gézlemlendikten sonra optimal doz olarak
belirledigimiz 100 pg/mL Zeosin™ konsantrasyonu hiicrelere eklendi ve her ii¢ giinde bir
besiyerini yenilenerek iki hafta boyunca hiicreler Zeosin™"e maruz birakildi. Hiicrelere 100
ng/mL Zeosin™ dozunun toksik gelmesi iizerine 50 ug/mL ve 25 ug/mL Zeosin™ dozlar
kullanilarak koloniler elde edildi. Koloniler yeterli biiyiikliige ulastiktan sonra sirasiyla 24,

12 ve alt1 kuyulu tabaklara oradan da T25 flasklara alinarak biiyiitiildii ve donduruldu.

3.2.6.2. Olusturulan Flp-In-HaCaT Hiicrelerinde FRT Kasetinin Varhiginin PCR ile

Dogrulanmasi

Vektoriin SV40 promotdrii altinda Zeosin direng-f3-galaktosidaz (Lac Z) fiizyon geni
bulundugundan vektorii genomuna entegre eden hiicrelerin varligi Lac Z primerleri (1636 F-
1637 R) (Tablo 2) kullanilarak PCR reaksiyonu ile dogrulanmak istendi. PCR analizi i¢in
5x10* hiicre kullanildi. Dondurulmus hiicre pelleti 90 pL Lizis tamponu (50 mM KCl, 10
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mM Tris.Cl pH:8.3, 2.5 mM MgCl,, 0.1 mg/mL Jelatin, %0.45 NP40, %0.45 Tween 20) ile
patlatildi. 1 mL i¢in 20 pL olacak sekilde 20 mg/mL Proteinaz K eklendi. 56 °C’de 3 saat
inkiibe edildi. Sonrasinda 95 °C’ de 15 dakika isitilarak Proteinaz K inaktiflestirildi.
DNA’dan 5 pL PCR i¢in kullanildi. Kontrol olarak ayni primerlerle pFRT/LacZeo

vektoriinden de amplifikasyon yapildi. Reaksiyonda 42 ng/uL olan stok vektérden 1 pL

kullanildi. PCR asagida belirtilen reaksiyonla ve kosullarda PCR cihazi ile gergeklestirildi.

PCR Karisim 1X (uL
5X GC tamponu (Thermo) 5
dNTP karigimi (10 mM) 1

Pr F (10 pmol/uL) 1

Pr R (10 pmol/uL) 1

Taq pol 0.5
MgCL (25 mM), 1.5
dH>O 10
Toplam 20
PCR Kosullar: Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 6 dk
Denattirasyon 94 30s
Baglanma 58 40 s
Sentez 72 30s
Son sentez 72 6 dk
Bekleme 10 o0

} 35 Dongii

PCR ile ilgili genlerin amplifikasyonu sonrast PCR fiirlinlerinin tamami uygun

konsantrasyondaki (%1-2) agaroz jele yliklenip 1X TAE tamponu kullanilarak 100 Voltta 1

saat ylrttiildi.
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Tablo 1. Kullanilan primerlerin listesi

Primer no Primer dizisi (5°-3°) Primer ad1

Pr.1055 Cttaccgcactcagageag PLAGL2_403_R

Pr.1149 CACTACCACGTCAAGATTTCTGA RIPK4_F_RT_PCR

Pr.1150 ATCGCAAAGCTGTATACATCGTG RIPK4_R_RT_PCR

Pr.1636 CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG CMV- F

Pr.1637 TAGAAGGCACAGTCGAGG BGH- R

Pr. 1654 TGCATTGCAAGCCTTTACCA PLAGL2_Ex3_DNA_check_F
Pr. 1736 TGAAAGCTGGCTACAGGAAG Lac ZF2

Pr.1737 GTCAAATTCAGACGGCAAAC LacZR2

Pr.1778 ctagctagetagecacc ATGGACTACAAAGACCATGACGG — PCDNAS/FRT-Nhel-FLAG-F
Pr.1779 ccgetegagegg TTACTAGGTCTTGCTTCGCCGC pcDNAS5/FRT-XhoI-RIPK4-R

Klonlama primerlerinde bakteriyofaj lambda (A) rekombinasyon bélgesine ait attB dizileri ve intronik diziler
kiiciik, gene 6zgii kisimlar biiyiik harflerle gosterildi.

3.2.6.3. Genomuna FRT Kaseti Giren Klonlarin Transkripsiyonel Olarak Aktif bir

Bolgeye Girip Girmemesinin -galaktosidaz Ekspresyon Analizi ile Belirlenmesi

FRT kasetinin genomda transkripsiyonel olarak aktif bir bolgeye entegrasyonu Flp-
In-HaCaT klonlarindan elde edilen lizattaki B-galaktosidaz ekspresyon seviyesine bakilarak
analiz edildi (100). Deneyde 1x10° hiicre 80 uL TNTE lizis tamponunda patlatildi. Santrifiij
edilen hiicre lizatindan 5 pL analiz i¢in kullanildi. Hiicre lizat1 B-Merkaptoetanol (BME)
iceren 100 pL Z tamponu (10 mL Z tamponuna 27 pL. BME eklendi) ve 20 pL o-nitrophenyl-
B-D-galactopyranoside (ONPG) (4 mg/mL) soliisyonunda 30-50 dk sar1 renge doniisene
kadar 37 °C’de inkiibe edildi. Reaksiyon 50 pL. Na>xCOs (1 M) eklenerek sonlandirildi.

Sonuglar OD420 nm dalga boyunda okundu.

3.2.6.4. Olusturulan HaCaT Flp-In Klonlarda Southern Blot ile Kopya Sayisimin

Belirlenmesi

Southern blot yontemi elektroforez ile ayrilmis DNA fragmanlarinin bir naylon
membranina transferini ve ardindan ilgilenilen DNA bdolgesine yonelik isaretli bir probun
hibridizasyonu araciligiyla fragmanin tespitine dayanir (101). Kalic1 transfeksiyon sonrasi
genomuna yalnizca bir kopya FRT kaseti giren Flp-In-HaCaT hiicrelerinin LacZ genine 6zgii

prob ile hibridizasyon sonrasinda tek bir fragmanin goériilmesi beklenmektedir.
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DNA Izolasyonu

Southern blot analizi i¢in 5-10 ug genomik DNA kullanilmasi1 6nerilmektedir (102).
Olusturulan Flp-In-HaCaT klonlarindan 1x10° hiicre pelleti alinarak MN DNA RapidLyse
Izolasyon kiti kullamilarak iiretici firmanin talimatlari dogrultusunda izolasyon
gerceklestirildi. ilk olarak 11x10° hiicreden elde edilen ve -80 °C’de saklanan hiicre peleti
tizerine 150 pl Buffer RLY eklenerek kitle birlikte gelen 2 mL’lik tiipe aktarildi. Mekanik
homojenizasyon i¢in 0.2 mm siringadan gegirildi. Ardindan 10 pl s1vi Proteinaz K eklenerek
56 °C’da 15 dakika inkiibe edildi ve maksimum hizda 1s1 blogunda ¢alkalandi. Ornekler 11
000 g’de 5 sn santrifiij edildi ve 2 mL’lik tiipte bulunan karisim tizerine 440 pL Buffer RLB
eklenerek birkag kez al-ver yapildi. Tiim karisim (yaklasik 640 pul) ¢ekildi ve NucleoSpin®
DNA RapidLyse Column tam ortasina eklendi. Ardindan 11 000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Altta kalan soliisyonla birlikte 2 mL’lik tiip atilarak DNA’y1 baglamis olan kolon yeni
2 mL’lik tipe konularak tizerine 500 pL Buffer RLW eklendi. 11000 g’de 1 dakika
santrifiijiin ardindan altta kalan soliisyon tekrar atilarak filtre tizerine 500 pL Buffer RLW
eklendi ve 11 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Yikama asamalarindan sonra kolon bos
olarak 11 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Ardindan kolona ve eliisyon tamponu 15 dk
etiivde 60 °C’de inkiibe edildi. Son olarak filtre kolon 1.5 mL’lik ependorf tiipe alinarak
filtrenin tam ortasina 100 pL 1sitilmisg Buffer RLE eklendi. 4 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra kolon 11 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen DNA’lar nanodrop
cihaziyla 6l¢iildii ve -20 °C’ye kaldirildu.

DNA’nin Enzimle Kesilmesi ve Jelde Yiiriitiilmesi

Izole edilen genomik DNA fiiretici firmanin 6nerisi dogrultusunda HindIII enzimi
kullanilarak kesildi. Bunun i¢in enzimle kesilecek DNA 6rnekleri 100 ng/uL olacak sekilde
seyreltildi. Her bir kesim icin 5-10 pg genomik DNA kullanildi. 1 pg genomik DNA’y1
kesmek i¢in 10 U HindIII (20 U/uL) enzimi, toplam hacimin 1/10 (10X) kadar buffer ve
1/100 (100X) kadar BSA kullanildi. Reaksiyon buz iizerinde kuruldu. Kesim Oncesinde
genomik DNA, enzim tamponu ve ddH,O karistmi hazirlandi. Ornekler hafifce
karistirildiktan sonra enzim eklenmeden buz lizerinde 2 saat 4 °C’de inkiibe edildi. Bu
esnada DNA’larin homojen hale gelmesi i¢in 6rnekler belli araliklarla hafifce karistirildi. 2
saat sonrasinda karisim iizerine enzim eklendi ve 2-3 dakika buz {izerinde bekletildikten

sonra tiiplerin agzi1 parafilm ile sarilarak 37 °C’de gece boyu kesim reaksiyonuna birakildi.
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HindlIlI ile kesilen genomik DNA’nin konsantre edilmesi i¢in total 250 pL’lik kesim
hacmi {izerine 25 pL 3M NaAc (NaAc’in son konsantrasyonu 0.3 M olacak sekilde)
eklenerek iyice karistirildiktan sonra iizerine iki hacim 550 mL buzda bekletilmis %100 Et-
OH eklenerek tekrar karistirildi. Ornekler buz iizerinde 15-30 dakika inkiibasyona
birakildiktan sonra 16 000 g, 0 °C’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatant ince uglu bir
pipet ile dikkatlice uzaklastirildi. Ardindan 6rneklerin {izerine 500 uL %70’lik Et-OH
eklendi ve 6rneklerbirkac kere alt iist edildi. 4 °C sicaklikta 16 000 g’de 5 dakika santrifiijiin
ardindan silipernatant ince uglu bir pipet ile uzaklastirildi. Tiipler agz1 agik bir sekilde 37
°C’deki etlivde 30 dakika kurumaya birakildi. Kuruyan DNA 6rneklerinin tizerine 15 L. TE
tamponu eklendi ve ¢oziinmesine igin hafifce karistirildi. Orneklerden iizerine 3 pL (10X)

yiikleme tamponu eklenerek elektroforeze hazirlandi.

DNA’rmin Pozitif Yiiklii Membrana Transferi

Elde edilen DNA o6rneklerinin Southern blot yontemi ile analizi i¢in ilk etapta 0.5X
TBE buffer ile %1.2’lik agaroz jel hazirlandi ve jel 1X TAE dolu tanka yerlestirildi. Jeldeki
ilk kuyucuga 5 pL DIG isaretli markir yiiklenirken diger kuyulara enzimle kesilmis genomik
DNA’dan 18 pL kuyulara yiiklendi. Ornekler 60 Voltta 12 saat yiiriitiildii. Blotlama sonras1

agaroz jel Et-Br ile boyanarak fragmanlarin membrana aktarilip aktarilmadigi gozlemlendi.

Jel dikkatlice steril dH>O icine alindi. Sonrasinda 250 mM HCL i¢inde bromfenol
mavisinin mavisi sartya donene kadar oda 1s1sinda 10 dk calkalandi. Ardindan jel tekrar steril
ddH:O ile yikandi. Jel yaklagik bes kat1 hacmindeki denatiirasyon soliisyonuna alind1 ve 15
dk calkalanarak DNA oda sicakliginda denatiire edildi. Denatiirasyon islemi taze
denatiirasyon soliisyonu ile bir kez daha tekrarlandi. Jel ddH>O i¢inde kisa bir stire durulandi.
Sonrasinda jel bes kati hacmindeki nétralizasyon sollisyonuna alindi ve 15 dk oda
sicakliginda ¢alkalandi. Notralizasyon islemi taze soliisyon ile ikinci kez tekrarlandi. Jel 20X
SSC dengeleme soliisyonunda 10 dakika oda sicakliginda ¢alkalandi. Jel transfere hazir hale
getirildikten sonra, jelden DNA’nin membrana transferi i¢in Turbo Blotter Sistemi
kullanildi. Turbo Blotter Sistemi altina sirasiyla 20 adet blot kagit (GB004), dort adet kuru
blot kagit (GB002), bir adet 20X SSC’de 1slatilmig GB002 kagit, 20X SSC’de bekletilen
naylon membran, agaroz jel, 20X SSC’de 1slatilmis li¢ adet GB002 Whatman kagidi ve son
olarak tampon kapagi (buffer tray) yerlestirildi. Daha sonra 20X SSC’de 1slatilmig fitil
(buffer wick) ve fitil kapag1 (wick cover) kapatilarak transfer sistemi kuruldu. Sistemin

haznesine 20X SSC dolduruldu ve ara ara 20X SSC seviyesi kontrol edilerek ve eksilen

40



tampon tamamlanarak bir gece transfere birakildi. Ertesi gliin membran 2X SSC’de kisa siire
yikandi ve ardindan 80 °C’de 2 saat firinda tutuldu ve ddH2O icinde kisa siire yikanarak

kurutuldu.

Prop Oncesi Membranin Prehibridizasyonu

Prehibridizasyon i¢in membranda her 100 cm? igin 10 mL DIG Easy Hyb kullanild.
DIG Easy Hyb Granules kullanim klavuzunda tarif edildigi sekilde 5,09 g DIG Easy Hyb 7
mL distile su ile sulandirildi ve bir falkon tiipe aktarilarak 5 dakikada 37 °C’de kopilirtmeden
calkalanarak c¢oziildii. Ardindan su banyosu sicakligi 50 °C’ye ayarlandi. Membran

hibridizasyon poseti i¢erisinde DIG Easy Hyb ile 50 °C’de 30 dk ¢alkalanarak inkiibe edildi.

Membranin Prop ile Hibridizasyonu

Hibridizasyon soliisyonu i¢inde konsantrasyonu 25 ng/mL olan probun iizerine 50
uL dH20 eklendi. Prob kaynayan su icerisinde 5 dakika denatiire edildi. Siire sonunda hemen
buz iizerine kaldirildi. DIG Easy Hyb 50 mL’lik bir falkon tiipe alindi ve 6n 1sitmaya tabi
tutuldu. Buz tizerindeki denatiire edilmis DIG isaretli LacZ probu, hazirlanmig DIG Easy
Hyb iizerine eklendi ve falkon tiip alt-list edilerek karistirildi. Diger yandan kapali olan
hibridizasyon posetininin kapagi acilarak i¢indeki prehibridizasyon tamponu bosaltildi. DIG
isaretli LacZ probu iceren hibridizasyon soliisyonu posete konuldu. Posetin i¢indeki hava
kabarciklar1 ¢ikartilarak poset, daha oOnceden sicaklifi 65 °C’ye ayarlanmis olan su

banyosuna koselerine agirliklar baglanarak yerlestirildi ve gece boyu inkiibasyona birakildi.

Ardindan hibridizasyon sonrasi yikama adimlar1 gerceklestirildi. Poset igerisindeki
hibridizasyon soliisyonu temiz bir siseye bosaltildi ve daha sonra kullanilmak iizere -20
°C’ye kaldirildi. Membran oda sicakliginda plastik bir kaba alinarak diisiik sertlikte tampon
ile oda sicakliginda 5 dakika ¢alkalanarak inkiibe edildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi.
Sonrasinda membranin lizerine daha dnce sicakligi 65 °C’ye ¢ikartilmis olan yiiksek sertlikte
tampon eklenerek membran 65 °C’ ayarlanmis su banyosunda 15 dakika calkalandi. Bu

islem bir kez daha tekrarlanda.

Kemiliiminesans Goriintiileme

Prob-hedef hibridini goriintiilemede alkalin fosfataz konjuge anti-DIG antikoru ve
alkalin fosfataz substrat1 kullanildi. Membran i¢inde 100 mL yikama tamponu olan plastik
bir kaba alinarak calkalayicida 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
100 mL bloklama soliisyonu eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Bloklama
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sonrasinda Anti-DIG AP antikoru 1:10 000 (75 mU/ml) olacak sekilde bloklama
sollisyonuna eklenerek da sicakliginda calkalayicida 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan
membran iki kez 15’er dakika 100 mL’lik yikama tamponu ile yikandi. Membranin iizerine
20 mL sinyal despit (detection) tamponu eklenerek ii¢ dakika bekletildi. Sonrasinda DNA
olan yiizey tiiste gelecek sekilde membran hibridizasyon posetinin i¢ine yerlestirildi. Alkalin
fosfotaz substrati iceren CSPD soliisyonu tiim ylizeyi esit olarak 1slatacak sekilde
(membranin her 100 cm?®’si i¢in 1 mL) damla damla blotun iizerine eklendi. CSPD
uygulandiktan hemen sonra arada hava kabarcig1 kalmayacak sekilde membranin {izeri streg
naylonla kapatililarak membran bes dakika oda sicakliginda ve 10 dakika 37 °C de inkiibe

edildi. Ardindan Chemidoc goriintiileme cihaziyla goriintiilendi.

3.2.6.5. Olusturulan HaCaT Flp-In Klonlarda Real-Time PCR ile Kopya Sayisinin

Belirlenmesi

Flp-In-HaCaT hiicrelerinin genomunda FRT kaseti kopya sayisinin Southern blot
yontemi ile belirlenememesinden &tiirii alternatif B plani olan kantitatif real-time PCR ile
kopya sayisinin belirlenmesine gidilmistir. Bu yontem J. Yun ve grubunun bir ¢alismasi
referans alinarak gergeklestirilmistir (103). Bu calismada 6zetle iicer kat seri diliisyonlar (9,
3, 1, 0.3 ve 0.1 ng/rxn olacak sekilde) halinde hazirlanan genomik DNA (gDNA) standart
kalip olarak kullanilmistir. Yayinda insan gDNA miktarlarina denk gelen ve
“www.genomesize.com” uygulamasi kullanilarak belirlenen tek-gen kopya sayilar sirasiyla
2574, 858, 286,95 ve 31 kopya olarak belirtilmistir. Standart egrinin ¢iziminde ise tek-gen
kopya sayilarmnin logaritmik degerlerine karsilik Ct degerleri kullanilmistir. Orneklerdeki Ct
degerlerine karsilik gelen genin kopya sayist standart egri kullanilarak hesaplanmis ve

sonuglar genomda tek kopya olarak bulunan internal bir genle normalize edilmistir.

Bu kapsamda ilk olarak Flp-In™-293 ve Flp-In-HaCaT hiicreleri arasinda en yiiksek
LacZ ekspresyonunu veren klonlardan DNA izolasyon kiti kullanilarak genomik DNA izole
edilerek (bkz baslik 3.2.6.4.) nanodrop cihazi ile miktarlar1 belirlendi. Standart egri
hazirlamak igin Flp-In™-293 hiicrelerine ait genomik DNA’dan 9, 3, 1, 0.3 ve 0.1 ng/rxn
olacak sekilde seri diliisyonlar hazirlandi. Internal kontrol olarak genomda tek kopya olarak
bulunan ve elimizde q-PCR i¢in uygun primerleri olan PLAGL2 geni kullanildi. LacZ
(1736F/1737R) ve PLAGL2 (1654F/1055R) (Tablo 1) icin ayr1 ayr standart egriler
olusturuldu. Gergek zamanl (real time) PCR asagida belirtilen kosullarda gerceklestirildi.
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PCR Karisimi 1X (nL

Genomik DNA (10 ng) 1
Pr F (10 pmol/uL) 0.3
Pr R (10 pmol/uL) 0.3
2X SYBR 5
dH20O 34
Toplam 10
PCR Kosullari Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 3 dk
Denatiirasyon 95 30s } .
Baglanma- Sentez 60 30s 40 Dong
Erime Egrisi 95 4s
65 1 dk

Farkli dillisyonlaran elde edilen Ct degerleri kullanilarak standart egri LacZ ve
PLAGL2 i¢in olusturuldu. Egrinin formiilii belirlenerek amplifikasyon verimi hesaplandi.
Flp-In™-293 ve Flp-In-HaCaT aday klonlarindan elde edilen genomik DNA kullanilarak Ct

degerlerine denk gelen LacZ kopya sayilari standart egri denklemi kullanilarak belirlendi.
3.2.7. Hiicrelerin ikilenme Zamaninin (Doubling Time) Belirlenmesi

Farkli diliisyonlaran elde edilen Ct degerleri kullanilarak LacZ ve PLAGL2 i¢in
standart egriler olusturuldu. Egrinin formiilii belirlenerek amplifikasyon verimi hesaplanda.
Sonrasinda standart egri formiilii kullanilarak Flp-In™-293 ve Flp-In-HaCaT aday
klonlarindan elde edilen Ct (X degeri) degeri denkleme yerlestirilerek genomlarindaki LacZ
kopya sayis1 belirlendi.

3.2.8. Hiicrelerin Hiicre Dongiisii Analizinin Belirlenmesi

HaCaT ve Flp-In-HaCaT hiicrelerinin hiicre dongiilerinin analizi Cycle Test Plus
DNA Reagent Kit kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirildi. Tlk
olarak alt: kuyulu tabaklara 5x10° hiicre ekildi. Ertesi giin hiicreler T/E ile kaldirilip PBS ile
yikandi. Hiicrelerin iizerine 2.5 mL kitle gelen buffer solution eklenerek siispanse hale
getirilen hiicreler 400 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi stipernatant atildi. Ardindan
tekrar 750 pL Buffer Solution eklenerek siispansiyon haline getirilen hiicreler ependorf
tiiplere alinarak santrifiij edildi. Hiicre peletinin lizerine 125 pL Soliisyon A ilave edilerek
yavasca pipetaj yapildi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda 6rneklere

100 puL Soliisyon B ilave edilerek yavasca pipetaj yapildi ve tekrar 10 dakika oda
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sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak 100 ul Soliisyon C (PI/RNase Staining Buffer)
karanlikta ilave edilerek buzda 10 dakika inkiibasyona birakildi. Boyanan hiicrelerin hiicre
dongiisii flow sitometri BD Accuri C6 Plus kullanilarak 6l¢iildii ve ModFit LT™ yazilimiyla

analiz edildi.

3.2.9. Gateway Klonlama Sistemi Kullanilarak RIPK4’iin pFRT/DEST/FLAG/HA

Vektoriine Klonlanmasi

Hedef genin FRT kaseti iceren ekspresyon vektoriine klonlanmasinda, faj lamdanin
art sekanslar1 {lizerinden faja 6zgli enzimler ile gergeklestirdigi homolog rekombinasyona

dayal1 Gateway klonlama sistemi kullanildi (104).

LR rekombinasyon reaksiyonu buz iizerinde hazirland1. Ilk olarak giris ve hedef
(destination) vektor 25ng/uL konsantrasyona ayarlanip 1’er L. PCR tiipiinde karistirildiktan
sonra lizerine nazikce vortekslenen LR Clonase enziminden 0.5 pL eklendi. Karigim nazikge
vortekslenip santrifiij edildikten sonra 25 °C’de 4.5 saat inkiibe edildi. Siire sonunda tiipe
0.35 pl Proteinaz K eklenerek 37 °C’de 10 dakika inkiibe edilerek reaksiyon durduruldu.
Reaksiyon sonrasi, elde edilen LR reaksiyon iirlinlinden 1.5 pl alinarak 50 pl E.Coli DH5a.
susuna transforme edildi. Antibiyotik (Ampisilin, 100 pg/mL) igeren petrilere yayilan
transforme bakteriler 37 °C inkiibatérde gece boyu inkiibasyona birakildi. Petride biiyiliyen
kolonilerden secilerek 5 mL antibiyotikli LB’ye indkiile edildi ve 37 °C’de ¢alkalayici
inkiibatorde 220 rpm’de 12-16 saat biiyiitiildii. Biiyiitiilen bakterilerin konsantrasyonlar1 600
nm’de Olgiildii. ODgoo 2.0-3.0 arasinda, bakteri kiiltlirinden 4-5 mL alinarak plazmit
izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen plazmitler agaroz jelde goriintiilendi. Beklenen
boyuttaki plazmitlerin dogrulugu ve oryantasyonu Sanger dizileme ile kontrol edildi.

Dizileri dogrulanan plazmitler etiketlendi ve -20 °C’ye kaldirildi.
3.2.9.1. Klonlamalarin Dizilenerek Kontrolii

Calismada kullanilan hedef genlerin klonlandig1 ekspresyon vektorleri %0,6°lik
agaroz jelde, 200 ng/uL konsantrasyondaki pGEM vektoriiyle (2 pL/kuyu) birlikte
yuriitiildii. Her bir dizileme reaksiyonunda kullanilacak kalip DNA miktari, referans vektore
gore 400-800 ng arasinda olacak sekilde ayarlandi. Dongiisel dizileme reaksiyonu, Brillant
Dye Terminatdr v3.1 Cycle Sequencing Kkitinin Onerdigi sekilde asagidaki gibi
gerceklestirildi. Dizileme reaksiyonu, belirlenen dizileme primerleri kullanilarak
gerceklestirildi (Tablo 1). Dongiisel dizileme reaksiyonu, Applied Biosystems 9700
Thermocycler cihazinda asagida belirtilen kosullarda gerceklestirildi.

44



Dizileme PCR Karisimi 1X

(uL)
Brillant Dye 0.75
5X Buffer 1.625
Ileri ya da Geri Primer (10 pmol/uL) 0.5
Kalip Vektor (400-800 ng/uL) 2
dH0 5.125
Toplam 10
Dongiisel Dizileme Reaksiyvonu Kosullari Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 96 45s
Denatiirasyon 96 10s
Baglanma 50 5s } 28 Dongii
Sentez 60 2 dk
Son sentez 10 5dk
Bekleme 10 00

Dizileme i¢in PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR iiriinleri Sephadex G-50
boncuklarindan gegirilerek saflagtirildi. PCR iiriinleri 96 kuyulu tabaga transfer edilerek ABI
3130 genetik analiz cihazina yiiklendi ve dizileme islemi gergeklestirildi. Dizileme sonuglari
‘Chromas 2.32° ve ‘SeqScape® software v2.5’ programlari ile analiz edildi. Elde edilen

veriler Human Genome Browser’dan alinan referans gen dizileri ile karsilagtirildi.

3.2.10. RIPK4’iin Restriksiyon Enzimleri ile Klonlamaya Dayali pcDNAS/FRT

Vektoriine Klonlanmasi
3.2.10.1. RIPK4’iin PCR ile Amplifikasyonu

RIPK4’iin pFRT/DEST/FLAG/HA vektoriiyle istenilen ekspresyonun saglanmamasi
tizerine RIPK4 boliimiimiizde daha evvel kullanilan ve klonlanan genlerin yiiksek seviyede
ekspresyonuna olanak veren pcDNAS/FRT vektoriine klonlanmistir. pcDNAS/FRT
vektoriinde Kozak dizisi olmadigindan bu dizi ileri primere yerlestirilmistir. FLAG etiketi
ise pDEST-3xFLAG RIPK4 vektorii iizerinden yapilan PCR ile RIPK4 gen fiirliniine
eklenmistir. Hedef genin FRT kaseti iceren ekspresyon vektoriine klonlanmasi i¢in ilk olarak
pcDNAS/FRT vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesi (Multiple Cloning Site, MCS) bolgesinde
bulunan ve RIPK4’ii kesmeyen restriksiyon enzimleri Webcutter ile taranarak belirlendi
(5’Nhel-Xhol-3’). Restriksiyon enzime dayali klonlama yapabilmek i¢in ileri ve geri RIPK4
primer uglarina, Kozak sekansi-att sekansi ile birlikte vektdre uygun enzim kesim bolgeleri

eklendi (1778-1779 primerleri) (Tablo 1). Ardindan, pDEST-3X FLAG RIPK4 (Plazmit
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banka kodu: Exp190, ori exp56) vektorii kalip olarak kullanilarak yiiksek oranda hata
diizeltme (proofreading) aktivitesi olan Phusion Hot Start Taq polimeraz ile iiretici firmanin
Onerisi dogrultusunda asagida yer alan PCR karisimi ve reaksiyon kosullarinda PCR

gergeklestirildi. PCR {iriinii agaroz jelde dogrulandiktan sonra saflastirildi.

PCR Karisim 1X (uL
5X GC tamponu (Thermo) 5
dNTP karisimi (10 mM) 0.5

Pr F (10 pmol/uL) 1

Pr R (10 pmol/puL) 1
Phusion hot start taq pol (2U/uL) 0.3
Kalip DNA (10ng/uL) 1

dH20 16.2
Toplam 25
PCR Kosullar: Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 98 1 dk
Denattirasyon 98 10s
Baglanma 62 20s } 38 Dongii
Sentez 72 72's
Son sentez 72 8 dk
Bekleme 10 00

3.2.10.2. Vektor ve Hedef DNA’nin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilmesi

Hedef genin klonlanacagi pcDNAS/FRT ekspresyon vektorii ve RIPK4-PCR f{iriinii
Nhel-HF (20U/ul) ve Xhol (20U/uL) enzimleri ile {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
kesildi. 1 pg DNA i¢in 10U Nhel-HF ve Xhol enzimleri ve 10X Cutsmart tamponu
kullanildi.

3.2.10.3. Ligasyon Reaksiyonu

Hedef RIPK4 fragmanini vektore yerlestirilmesi i¢in T4 DNA Ligaz enzimi
kullanildi. Ligasyon 6¢ncesinde kesim reaksiyonundan sonra saflastirilan vektor ve RIPK4’e
ait PCR {riiniiniin DNA miktar1 agaroz jelde tayin edildi. “NEBio Calculator” programu ile
uygun vektor/insert oran1 1/3 secilerek ligasyonda kullanilacak DNA miktarlar belirlendi.
Ligasyon reaksiyonunda 1,5 pL plazmit DNA (35 ng /uL), 4.5 uLL RIPK4 PCR iiriinii (12
ng/uL), 1,5 uL. T4 DNA Ligaz enzimi (10X), 1,5 uL. ATP (10X) ve 5 pL ddH20 eppendorf
tiip igerisinde karistirildi. Kurulan reaksiyon 16 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi
giin 7,5 pl iirtin 75 pl DHS5a’ya transforme edildi (Bkz. Baslik 3.2.1.1) Ardindan petride
biiyliyen her bir koloni 10 pL deiyonize steril su ile siispanse edilerek PCR i¢in kalip DNA
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olarak kullanildi. Koloni PCR i¢in RIPK4’ e 6zgii 1149-1150 (Tablo 1) primerleri kullanildi.

Reaksiyon asagida belirtilen kosullardagergeklestirildi.

PCR Karisimi 1X (nL
Hiicre siispansiyonu 10

5X GC tamponu (Thermo) 5
dNTP karisimi (10 mM) 0.6

Pr F (10 pmol/puL) 0.6

Pr R (10 pmol/uL) 0.6
Taq pol (Thermo) 0.15
MgCl; (25 mM), 1.5
dH>O 6.55
Toplam 25
PCR Kosullari Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 6 dk
Denatiirasyon 94 30s
Baglanma 58 40 s } 35 Dongii
Sentez 72 30s
Son sentez 72 6 dk
Bekleme 10 0

PCR sonuglar1 agaroz jelde analiz edildi. Klonlamanin dogrulugu ve oryantasyonu
Sanger DNA dizi analizi ile kontrol edildi (Bkz. Bagshk 3.2.9.1.). Dizileri dogrulanan
plazmitler etiketlendi ve -20 °C’ye kaldirildi.

3.2.11. RIPK#4’ii Siirekli Eksprese Eden Flp-In-HaCaT RIPK4 Hiicre Hattinin

Olusturulmasi

RIPK4’iin keratinositlerde kalict olarak siirekli eksprese ettirilmesi, 3x FLAG ile
fiizyon olacak sekilde RIPK4’iin klonlandigi pCDNAS/FRT vektorii ve FLP rekombinazi
stirekli eksprese eden pOG44 vektorlerinin olusturulan Flp-In-HaCaT hiicrelerine ko-
transfekte edilmesi ile saglandi. Ilk olarak tek FRT kasetinin girdigini gosterdigimiz
klonlardan transkripsiyonel olarak aktif ilk iki klon olan 3.7 ve 5.7 Flp-In-HaCaT hiicreleri
60 mm’lik tabaklara 5x10° hiicre olacak sekilde antibiyotik icermeyen besiyerine ekildi.
Ertesi gilin hiicreler ylizeye yapistiktan sonra total DNA miktar1 3.5 pug olacak sekilde
pcDNAS/FRT-RIPK4: pOG44 1:4 ve DNA: PEI 1:3 oraninda transfeksiyon gergeklestirildi.
Iki tiip hazirlandi. Tiip 1’e 3.5 pug DNA eklenerek hacim 250 pL’ye Opti-MEM ile
tamamlandi. Tiip 2’ye 10 pL PEI eklenerek hacim 250 pL’ye Opti-MEM ile tamamlandi.
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Tiip 1 ve 2 karisimlan birlestirilerek 15 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra
karisim damla damla 4.5 mL antibiyotiksiz besiyeri i¢eresinde biiyiitiilen hiicrelerin iizerine
eklendi. Ertesi giin medyum antibiyotik ve fungiozon iceren besiyeri ile degistirildi
Transfeksiyondan 70 saat sonra hiicreler pasajlandi. Hem 3.7 hem de 5.7 klonlar T/E ile
kaldirilip 3 mL besiyeri ile siispanse edildi. 10 cm*’ye hiicre siispansiyonun 2/3’ii, 60 mm
petriye 1/3’ii ekildi. Hiicreler yapistiktan sonra (yaklasik 5-6 saat) 50 pg/mL Higromisin™
eklendi ve her 3 giinde bir Higromisin™ igeren besiyeri tazelendi. Bu siiregte 100 pg/mL
hatta 75 pg/mL dozun hiicrelerimiz i¢in toksik oldugu gézlemlendiginden 50-25 ug/mL doz
araliginda hiicrler segilebildi. Elde edilen koloniler 24 kuyulu tabaklara oradan da alt1 kuyulu
tabaklara transfer edildi. Yiiksek RIPK4 ekspresyonu gozlenen klonlar T25 flasklara

aliarak ¢ogaltildi ve donduruldu.
3.2.12. Siirekli Eksprese Ettirilen Proteinlerin immiinoblot ile Analizi
3.2.12.1. Protein izolasyonu

RIPK4’ii siirekli eksprese eden keratinosit hiicrelerinden her bir koloni igin 5x103
hiicre pelleti alinarak -80 °C’de saklandi. Protein analizi 6ncesinde 6rnekler buza alinarak,
her birine 150 pLL TNTE patlatma tamponu (liziz buffer) eklendi ve buz igerisinde 20 dakika
inkiibe edidi. Genomik DNA’nin pargalanmasi ve proteinin daha 1yi ¢ikartilmasi i¢in %50
genlikte (amplitude) bes dongli sonikasyon (5 saniye pulse, 20 saniye bekleme)
gergeklestirildi. Sonikasyonun ardindan 6rnekler 4 °C’de 15 000 g’de 15 dakika santrifiij
edildi ve silipernatantlar temiz ependorf tiiplere aktarildi. Hiicre lizatlar1 protein analizleri

icin SDS-PAGE jeline yiiklenerek immiinoblot analizi gerceklestirildi.
3.2.12.2. SDS-PAGE Hazirlanmasi ve Orneklerin Yiiriitiilmesi

Poliakrilamid jelin hazirlanmasi i¢in tasarlanmis uzun ve kisa camlar distile su ile
yikandiktan sonra %70’lik etanol ile yikanarak partikiil kalmayacak sekilde temizlendi.
Temizlenen camlar jel standi iizerinde uygun pozisyonda yerlestirildi. Hedef proteinin
molekiil agirhigina gore %?7,5 konsantrasyonda SDS-PAGE ayirma jeli hazirlandi (Tablo 2)
ve jel kisa camin iist seviyesinin 1.5-2 cm altina kadar dokiildii. Ayirma jelinin hava ile
temasint onlemek ve jelin diiz sekilde polimerize olmasini saglamak i¢in ayirma jelinin
tizerine izopropanol eklendi ve ayirma jelinin polimerlesmesi ig¢in 45-60 dakika beklendi.
Bu siirenin sonunda jelin lizerindeki izopropanol dokiilerek jelin iist kismi1 birkag¢ defa distile

su ile yikandi. Ardindan %35 konsantrasyonda yiikleme jeli soliisyonu hazirlandi (Tablo 3)
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ve ayirma jelinin iizerine dokiildii. Thtiyaca gore 10 veya 15 kuyulu taraklar camlar arasina

yerlestirildi ve yiikleme jelinin polimerizasyonu i¢in 45-60 dakika beklendi.

Tablo 2. %7,5’luk ayirma jeli icerigi

Icerik %175 (1
mm)

ddH>O 2.73 mL
A(.:rylamld (%40 acrylamid 0.94 ml.
mix)

1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1.25 mL
%10 SDS 0.05 mL
%10 APS 0.05 mL.
TEMED 5uL
Toplam S mL

Tablo 3. %5’lik ytlikleme jeli igerigi

i(;erik 1x (1 mm)
ddH>0O 1.57 mL
Agrylamld (%40 acrylamid 095 mL
mix)

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 0.625 mL
10% SDS 0.025 mL
10% APS 0.025 mL
TEMED 1.5 uL
Toplam 2.5 mL

SDS-PAGE analizi i¢in son konsantrasyon 1X olacak sekilde yiikleme boyas1 hiicre
lizatlarina eklenerek 99 °C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 5 dakika kaynatildi. Kaynatilan
ornekler oda sicakliginda 30 sn maksimum hizda santrifiij edildi. Bu esnada daha 6nce
hazirlanmis olan poliakrilamid jelin taraklari ¢ikarilarak distile su ile temizlendi ve yiikleme
standina yerlestirildi. Ardindan yiikleme stand1 dikey jel elektroforez tankina yerlestirildi ve
SDS-PAGE yiiriitme soliisyonu tanka eklendi ilk kuyuda 1 puL protein markir (Dual Color
Standards) ve diger kuyulara protein lizatindan 15 kuyu i¢in 20 uLL 10 kuyu i¢inse 40 pL’yi
gecmeyecek sekilde SDS-poliakrilamid jeline yiiklendi. Jel 75 V 15 dakika, ardindan 100 V
90-100 dakika ytiriittldii.
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3.2.12.3. SDS-Poliakrilamid Jelin Nitroselliiloz Membrana Transferi ve Protein

Goriintiilemesi

SDS-PAGE jeli yiiriitme sonrasi tanktan ¢ikarildi ve camlar distile su ile birkag kez
yikanarak ylriitme soliisyonu uzaklastirildi. Blotlama i¢in dort adet ince Whatman kagidi ve
iki adet siinger yatak onceden hazirlanan ve 4 °C’de sogutulan 1X transfer tampon iginde
dengelendi. Blotlama kasetinin siyah tarafina (katot) siinger yatak yerlestirildikten sonra
lizerine 1slatilan Whatmann kagitlardan bir tanesi yerlestirildi. Spatula ile camlar dikkatlice
birbirinden ayrildi. Jel kisa cam {lizerinde birakilarak, yiikleme jeli spatula ile kesilerek atildi.
Jele uygun biiytikliikte 0.45 pm nitroseliiloz membran kesildi ve transfer tamponuna alinarak
dengelendi. Islatilan ikinci Whatman kagidi jeli kaplayacak sekilde jelin {iizerine
yerlestirildikten sonra dikkatli bir sekilde kaldirilarak camdan ayirildi ve katot tarafinda
bulunan siinger ve Whatman’in {stline yerlestirildi. Ardindan, transfer tamponunda
dengelenen nitroseliilloz membrani jelin lizerine yerlestirildikten sonra membranin {izerine
transfer tamponunda dengelenmis iki Whatman kagid1 yerlestirildi. Son olarak slinger yatak
yerlestirilerek blotlama kaseti kapatildi. Blot kaseti cihazinin siyahla belirtilen katot
kisimlar ortlisecek sekilde yerlestirildi. Transfer 100 V’da 1 saat 15 dk gerceklestirildi.

Transfer sonrast membranin jele bakan kismi isaretlenerek %0.05°lik Tween 20
iceren TBS (TBST) soliisyonu igerisine alinarak birka¢ kez yikandi. Ardindan, bloklama
soliisyonu eklendi. Bir saat oda sicakliginda orbital karistiricida inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda bloklama solusyonu uzaklastirildi. Ardindan primer ve sekonder antikoru iireten
firmalarin 6nerdigi kosullar dogrultusunda membran sirasiyla primer ve HRP-konjuge-
sekonder antikorlarla inkiibe edildi. Sonrasinda TBST yikama soliisyonu ile membran 5 kez
5’er dakika beklenerek ¢alkalamali karistiricida yikandi. (Tablo 4). Protein goriintiilemesi
icin membran HRP substrat1 iceren Clarity™ Western ECL kit ile muamele edilerek

ChemiDoc MP Goriintiileme Sistemi ile goriintiilendi.
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Tablo 4. Western blotlama kosullari

Jel konsantrasyonu %1,5
Membran tipi Nitroseliiloz 0.45 pm
Bloklama %S5 yagsiz siit tozu iceren 1xTBST ile oda sicakliginda 1 saat

Primer (1°) antikorlar Mouse Monoclonal Anti-FLAG (Sigma F3165) 1:5000
Mouse B- Actin (Abcam, ab184220) 1:5000
Rabbit Polyclonal Anti-a-Tubiilin (Abcam, ab15246) 1:5000

.1°Af1t1k0r 1x TBST iginde 4 °C’de 12-16 saat

inkiibasyonu

Yikama Ix TBST ile 5x5 dakika

Sekonder (2°) Goat Anti-Rabbit IgG-HRP

antikorlar Goat Anti-Mouse IgG-HRP

.2°Af1t1k0r 1x TBST i¢inde 1:5000 oraninda oda sicakliginda 1 saat
inkiibasyonu

Yikama 1x TBST ile 5x5 dakika

Goriintiilleme I mL Clarity™ Western ECL Substrate (1:1 oranda Luminol

Enhancer+Peroksit)

3.2.13. Proteinlerin Hiicresel Lokalizasyonlarmin incelenmesi
3.2.13.1. immiinfloresan Deneylerinde Kullamlacak Lamellerin Hazirlanmasi
Immiinofloresan deneyleri igin, lazer taramali konfokal mikroskobunda kullanimina
uygun lameller kullanildi. Deney oncesinde lameller tozlardan arindirilmak igin asit ile
yikandi. Asit yikama esnasinda lameller 6nce 90 dakika 0,1 N HCl igerisinde ¢alkalayicida
yikandi. Siire sonunda lameller bes kez distile sudan geg¢irildi. Son yikamadan sonra lameller
90 dakika distile su igerisinde ¢alkaliyicida yikanmaya birakildi. Son olarak otoklavlanmig
distile sudan gecirilen lameller %70’lik alkolden gecirilirdi ve Class II Steril kabin altinda
kurumaya birakildi. Kurutma isleminden sonra lamellerin sag alt kdseleri numaralandi ve iki

saat boyunca UV’ye maruz birakilarak sterilizasyonlar1 saglandi.
3.2.13.2. immiinofloresan Yéntemi

Asitle yikanmis lameller alti kuyulu tabaklara yerlestirilerek iizerlerine analiz
edilecek hiicre slispansiyonu eklendi. Ortada toplanmamasina 6zen gosterilerek inkiibatore
kaldirildi.  Flp-In-HaCaT hiicrelerinde stirekli olarak eksprese olan RIPK4’iin
goriintiilenmesi igin 24 saat sonra immiinofloresan deneyine baslandi. ilk olarak besiyeri
uzaklastirildi ve hiicreler iki kez oda sicakligindaki PBS ile yikandi. Hiicreleri fikse etmek
icin kuyulara 1 mL %4 PFA eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda
kuyular bes kez ticer dakika bekletilerek PPS ile yikandi. Hiicrelerin membraninda delik
acmak icin, kuyulara %0.2 Triton X-100’den 1 mL konularak bes dakika oda sicakliginda
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inkiibe edildi. Permeabilizasyon sonrasi, kuyular bes kez iicer dakika PBS ile yikandi.
Yikama sonrasinda lameller 1 mL bloklama soliisyonu (PBS ile hazirlanan %10 Goat
Serum) ile bir saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Primer ve sekonder antikorlar Tablo 5’te
Onerilen diliisyonda bloklama soliisyonu igerisinde hazirlandi. Antikorlarla muamele i¢in
parafilm iizerine 100 pL seyreltilmis primer antikor soliisyonu eklenerek lamellerin hiicre
bulunan yiizeyleri antikora maruz kalacak sekilde inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde
lameller hiicre bulunan yiizeyleri yukarida olacak sekilde tekrar alt1 kuyulu petrilere alind1
ve kuyular bes kez ticer dakika PBS ile yikandi. Yikama sonrasi florokrom konjuge sekonder
antikorlar primer antikorlara benzer sekilde lamellere uygulandi. Sekonder antikorlarin 1s18a
duyarli olmalarindan otiirti, primer antikordan farkli olarak, siire¢ esnasinda ornekler
aliminyum folya ile kaplandi. Sonrasinda, partikiillerden %70 alkol kullanilarak arindirilmis
lam iizerine bir damla DABCO-DAPI kapatma soliisyonu damlatildi ve hiicrelerin
bulundugu lamelin ylizeyi DABCO soliisyonunun {izerine kapatildi ve oda sicakliginda,
karanlikta gece boyu kurumaya birakildi. Inkiibasyon sonunda preparat seffaf oje ile

sabitlendi ve lazer taramali konfokal mikroskobunda analiz edildi.

Tablo 5 . Immiinofloresan kosullari.

Fiksasyon %4 Paraformaldehit oda sicakliginda 10 dakika
Permeabilizasyon %0,2 Triton-X-100 (PBS i¢inde) oda sicakliginda 5 dakika
Bloklama %10 Goat Serum (PBS i¢inde)

Primer antikorlar Mouse Monoclonal Anti-FLAG (Sigma F3165) 1:500

Bloklama soliisyonunda hazirlanir. Oda sicakliginda
etiketli proteinler i¢in 1 saat / 4 °C’de endojen proteinler
i¢in 16 saat

Yikama PBS ile 5 kez

Sekonder antikorlar Goat-Anti-Mouse IgG H&L (Cy3) (ab97035) 1:500

Oda sicakliginda Bloklama soliisyonunda 1 saat

Yikama PBS ile 5 kez

Prolong GOLD Antifade Mounting Media with DAPI

Kapatma Medyumu (Thermo, 36935).
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4. BULGULAR
4.1. HaCaT Hiicrelerinin Genomuna FRT Kaseti Yerlestirilmesi

Bu calismada RIPK4’ii kalic1 olarak siirekli eksprese eden keratinosit hiicre hatti
olusturmak amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak Flp-In™ (Invitrogen/ Thermofisher
Scientific) sistemi kullanilmistir. ilk asamada FRT kasetini iceren vektor (pFRT/LacZeo)
linearize edilerek HaCaT hiicre hattina transfekte edildi. FRT kasetini genomuna entegre
eden klonlar Zeosin™ antibiyotigi ile secildi. FRT kasetinin gen ekspresyon agisindan aktif
bir bolgeye tek kopya olarak yerlestigi klon belirlendi. Boylece, genomunda gen ekspresyon
acisindan aktif bolgesinde tek kopya FRT kaseti bulunduran ve bu kaset araciligiyla istenilen
hedef geni siirekli eksprese etmeye hazir Flp-In-HaCaT hiicresi olusturulmus oldu. FRT

kasetinin konak hiicrenin genomundaki yerlesimi Sekil 12°de gdsterilmistir.

LacZ ve Zeocin™ flizyon geninin ekspresyonu

Amp  pUC ori

ATG [ lacZ-Zeocin® Flp-In™ konak hiicre hatti genomu

€Kl . asetinin kona ucre genomundaki yeriesimi -1n nvitrogen den
Sekil 12. FRT kasetinin konak hiicre g daki yerlesimi (Flp-In™ Invitrogen'den 81)

4.1.1. FRT Kaset iceren pFRT/LacZeo Vektoriiniin Linearize Edilmesi

[k olarak pFRT/LacZeo vektorii bakteride gogaltildl ve endotoksin igermeyen Midi
Prep kiti ile izole edildi. Uretici firmas kalic1 transfeksiyon verimi igin vektoriin linearize
edilmesini 6nerdiginden transfeksiyon oncesi pFRT/LacZeo vektorii (8106 bg) Scal enzimi
ile kesildi. Kesim sonrasi linearize plazmit, PCR temizleme kiti kullanilarak temizlendi ve

agaroz jelde goriintiilendi (Resim 2).
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M: 1kb marker,

—
6000 j-. 1: pFRT/lacZeo plazmidi midi prep

3000 2: pFRT/LacZeo-Scal elutel

1000 ——w

Resim 2. pFRT/LacZeo’nun vektoriiniin enzimle kesilmemis (Kuyu 1) ve Scal enzimiyle
kesildikten sonra saflagtirilmis hali (Kuyu 2).

4.1.2. Zeosin Diren¢ Geni Tasiyan pFRT/LacZeo Vektoriiniin HaCaT Hiicrelerine

Entegrasyonun Secilimi i¢in Zeosin™ Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Transfeksiyon sonrast genomuna FRT kaseti yerlesen hiicrelerin secilimi,
pFRT/LacZeo vektdriinde Zeosin™ direng geni bulundugundan, Zeosin™ antibiyotigi ile
saglanir. Ilk olarak entegrasyon sagilimi i¢in normal HaCaT hiicrelerinde uygun Zeosin™
doz belirlenmeye calisildr. 50 ve 100 pg/mL Zeosin™ verilen HaCaT hiicreleri, antibiyotik
uygulanmayan kontrol hiicrelerine gére morfolojik farkliliklar gosterdi. Literatiirle uyumlu
sekilde Zeosin™ verilen hiicrelerde sitomegaloviriis etkilerine benzer sekilde hiicre
boyutlarinda biiytiik arti, anormal hiicre sekli, sitoplazmada endoplazmik retikulum ve golgi
aygitinin veya yap: iskele proteinlerinin parcalanmasinin gostergesi olan biiyiik bos
vezikiillerin varlig1 gozlendi (105). FRT kaseti yerlesen hiicreler disindaki hiicreler tamamen
parcaland1 ve sadece hiicresel kalintilar1 kald1 (Resim 3). 100-600 pg/mL Zeosin™ dozu

hiicrelere toksik geldigi i¢in deney sonlanmadan tiim hiicreler 6ldii. Dokuz giin siiren deney

sonunda hiicrelerin %95’ini 6ldiiren optimal doz 100 pg/mL olarak belirlendi.
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Resim 3: Zeosin™ muamelesi sonrasinda farkli giinlerde HaCaT hiicrelerinin morfolojileri

4.1.3. FRT Kaset Iceren Linearize pFRT/LacZeo Vektoriinin Konak HaCaT

Hiicrelerine Transfeksiyonu

HaCaT hiicrelerinin diisiik transfeksiyon veriminden dolay1r deney esnasinda
Lipofectamine 2000, Lipofectmax™ ve Polyethylenimine (PEI) gibi farkli DNA
transfeksiyon ajanlar1 deneye dahil edildi. PEI transfeksiyon ajaninin diger iki ajana gore

daha verimli oldugu gozlendi. Ancak diger iki ajan da sorunsuz galisti.

100 pug/mL ile baslanan Zeosin™ doz uygulamasinda koloni elde edilemeyince
sonraki denemede doz 50 pg/mL’ye diisiiriildii. Iki haftanin sonunda koloniler gériilmeye
baslandi (Resim 4). Zeosine direng gosteren toplam 37 klon yeterli biiyiiklige ulastiktan
sonra sirastyla 12 ve alt1 kuyulu tabaklara sonrasinda da T25 flasklara alinarak ¢ogaltildi ve

sonraki analizler i¢cin donduruldu.
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Resim 4: Transfeksiyondan sonra 2 hafta boyunca Zeosin™ verilen hiicrelerde olusan
Zeosin-direncli koloni.

4.1.4. Genomuna FRT Kaset Yerlesen Klonlarda FRT Kasetinin PCR ile

Dogrulanmasi

Secilen ve ¢ogaltilan Zeosin-direngli 37 aday klonda FRT kasetinin yerlesimi kasetin
i¢cinde bulunan LacZ genine 6zgii tasarlanmis primerler (1662 ileri - 1663 geri) (Tablo 1)
kullanilarak PCR ile de dogrulandi.

LacZ genine ait 418 baz c¢iftlik PCR {iriinii test edilen bes klonda ve
pFRT/LacZeo’nun kullanildig1 pozitif kontrolde goriildii. Bu da FRT kasetinin HaCaT hiicre
genomuna girmis oldugunu gosterdi (Resim 5). Elde edilen tiim klonlarda FRT kasetinin

varlig1 PCR ile dogrulandi.

N
M Cl C ¢ c4 ¢5 R <°

LacZ 418 bp

-

0.5Kb '

T e en e -
- e —

Resim 5. FRT kaseti yerlestirilen klonlarda LacZ geninin PCR ile test edilmesi. M: 100 bg
markir. C1-C5: rastgele segilen bes klon. Pozitif kontrol: pFRT/LacZeo vektorti.
Negatif kontrol: kalip DNA yok.
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4.1.5. Genomuna FRT Kaseti Giren Klonlarin Transkripsiyonel Olarak Aktif Bolgeye

Yerlesiminin Analizi

FRT kaseti konak hiicrenin genomuna rastgele bir sekilde girdiginden, ileriki
asamada FRT kasetine yerlestirilecek genin verimli bir sekilde eksprese olmasi i¢in bu
bolgenin transkripsiyonel olarak aktif olmasi gerekmektedir (88). FRT kasetinin
transkripsiyonel olarak aktif bir bdlgeye yerlesiminin analizi i¢in Flp-In-HaCaT
klonlarindan elde edilen lizatta Lac Z gen liriinli olan B-Galaktosidaz ekspresyonu analiz
edildi. Deneyde PB-galaktosidaz ekspresyonunun kantitatif ol¢limiine olanak saglayan -
galaktosidaz substrati ONPG kullanildi. B-galaktosidaz’in ONPG’yi parg¢alamasina bagl
olusan renk degisimi OD420 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Pozitif kontrol olarak genomunda
tek bir FRT kaseti, dolayisiyla LacZ geni olan Flp-In™-293 hiicreleri kullanildi. Zeosin
direncli 37 klonun analizi sonrasinda B-galaktosidaz ekspresyonu en yiiksek olan bes klon
belirlendi (Resim 6). En yiiksek ekspresyonlar sirastyla; 3.7, 5.7, 3.12, 5.5 ve 5.9 olarak

isimlendirilen Flp-In-HaCaT klonlarinda goriildii.
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HaCaT Flp-In™-293 37 3.12 55 5.7 5.9
Flp-In HaCaT Klonlan

Resim 6. FRT kaseti yerlestirilen klonlarda LacZ gen ekspresyonunun [(-galaktosidaz
substrat olan ONPG kullanilarak kantite edilmesi. Pozitif kontrol olarak Flp-In™-
293 hiicreleri kullanildi. Negatif kontrol olarak genomuna FRT kaseti
yerlestirilmemis HaCaT hiicre hatt1 kullanildi.

4.1.6. Olusturulan Flp-In-HaCaT Klonlarda FRT Kaseti Kopya Sayisinin Belirlenmesi

pFRT/LacZeo vektoriiniin genom igine entegrasyonu rastgele olmaktadir. Genomda

FRT kasetinin birden fazla yere entegre olmast FRT kasetleri arasinda olasi bir
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rekombinasyonu tetikleyebileceginden iiretici firma tarafindan FRT kasetinin genomda tek
bir yere yerlestigi klonun segilerek kullanilmasi dnerilmektedir. FRT kaseti kopya sayisinin
belirlenmesi i¢in ilk olarak Southern blot yontemi denenmistir. Southern blot yonteminin
beklenen sonucu vermemesi lizerine tez onerisinde B plan1 olarak sunulan real time PCR ile

kopya sayisinin belirlenmesi yaklagimina bagvurulmustur.

4.1.6.1. Olusturulan Flp-In-HaCaT Klonlarinda FRT Kaseti Kopya Sayisinin Southern

Blot Yontemi ile Belirlenmesi

Klonlardaki FRT kaset sayisinin belirlenmesi i¢in DIG isaretli LacZ probunun
kullanildigi Southern blot yontemine basgvuruldu. Southern blot ile tek kasete sahip klonlarin
secilimi i¢in LacZ genine 0zgii prob tasarlandi. Tasarlanan probun kaset iizerindeki

yerlesimi Seki 13°de gosterilmistir.

Scal 2162 bp Hinf' 1] 5944 bp Scal
! P |

Amp oUC ori SV40 — | = Amp
ATG lacZ-Zeocin™

y | = /
Nukleotid § - % § E m

FoziRyony 1357 1772

7919

302
3722
6299

-
[y
o
M~

Sekil 13. DIG isaretli LacZ probunun pFRT/LacZeo vektori iizerindeki yerlesimi

Probu Digoksigenin ile isaretlemek i¢in PCR DIG Probe Synthesis Kiti kullanildi.
Kisaca, bu deneyde DIG isaretlenmis dUTP’nin oldugu dNTP karisimi kullanilarak
pFRT/LacZeo vektoriinden 1662-63 LacZ ileri ve geri primerleriyle (Tablo 1) PCR
reaksiyonu gergeklestirildi. Deneye isaretli olmayan dNTP’lerin oldugu kondisyon da
kontrol olarak dahil edildi. PCR reaksiyon hacminin onda biri %2’lik agaroz jele yiiklenerek
amplifikasyon analiz edildi (Resim 7). DIG ile isaretlenmis Lac Z probu (kuyu 3) DIG’ile
isaretlenmesinden oOtiirii agirlastigindan dolayi jelde isaretlenmemis proba (kuyu 1) kiyasla

daha geriden yiirtdii.
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Resim 7. LacZ probunun DIG ile isaretlenmesi. 1: Isaretlenmemis kontrol prob, 2: Vektor
olmayan negatif kontrol, 3: DIG ile isaretlenmis prob.

Sonrasinda Flp-In-HaCaT klonlarindan izole edilen genomik DNA’lar, HindIII ile
kesildi ve etanol presipitasyon ile konsantre edildi. Deneye dort Flp-In-HaCaT klonunun
yani sira negatif ve pozitif kontrol olarak FRT kaseti olmayan HaCaT, HEK293 hiicre hatlar
ve FRT kasetinin genomunda tek bir yere girdigi bilinen ticari Flp-In™-293 hiicre hatt1 da

dahil edildi. Enzim kesim reaksiyonu %0.8’lik agaroz jele yiiklendi (Resim 8).
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Resim 8. Genomik DNA’nin HindIII ile kesiminin kontrolii. M: 1kb markir, UC: Uncut
(kesilmemis DNA), H: HindIII kesimi, P: Kesim sonrasi saflastirma.
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FRT kaseti tlizerinde HindIIl kesim bolgesi Resim 7°de gosterildigi lizere LacZ-
Zeosin flizyon geninin 6nlindedir. pFRT/LacZeo vektorii Scal enzimi ile linearize edildikten
sonra genoma entegre oldugundan, HindIII kesimi sonrasinda LacZ probunun baglanacagi
fragmanlarin 5944 baz ciftinin lizerinde olmasi beklenir. Bundan dolay1 Southern blot i¢in
kullanilacak EtBr igermeyen agaroz jelin yaninda fragmanlarin jelde ilerlemesini takip
edebilmek icin ayni boyutta ve konsantrasyonda hazirlanan EtBr igeren agaroz jelde 1 kb
DNA markin yiiriitiildii. Bu sayede 5944 baz cifti ve lizeri fragmanlarin jelin ortasinin biraz
altinda kalmasina 6zen gosterilerek yiiriitiilme siiresi belirlendi. DNA’lar yiirttiilirken DIG

isaretli markir referans olarak kullanildi.

Probun genoma baglanmasin1 goriintiilemek i¢in DIG isaretli probu taniyan anti-DIG
alkalen fosfataz antikorunun ve alkalen fosfotazin kemiliiminesans substratinin bulundugu
DIG Luminescent Detection Kit kullanildi. Protokol iiretici firmanin talimatlar
dogrultusunda gerceklestirildi ve membran kemiliiminesans goriintiilleme cihazi kullanilarak

goriintiilendi (Resim 9).
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Resim 9. Southern blot membran goriintiillemesi. M: DIG isaretli markir, 1: HaCaT, 2:
HEK?293, 3: Flp-In™ 293, 4,5,6,7: Flp-In-HaCaT klonlari.

6557—~ :
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Deney sonucunda, kullanilan DIG isaretli markir1 gorebilmemiz transferin oldugunu,
DIG’e 6zgii antikorun ve antikora konjuge alkalen fosfatazin ve substratin calistigini
gosterdi. Bununla birlikte ¢alistigimiz orneklerde beklenen 5944 baz ciftinin {izerinde bir
bant goriilmedi.
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Bir sonraki denemede LacZ probu igin uyguladigimiz Southern blot deney
kosullarin1 dogrulamak amactyla HindIII ile linearize edilen pFRT/LacZeo vektoriinden
farkl1 konsantrasyonlarda (346, 692 ve 1038 ng) kullanilarak Southern blot deneyi
tekrarlandi. Deney sonucunda LacZ probunun vektorde bulunan FRT kasetine
baglanabildigi gosterildi (Resim 10). Bu kontrol ile LacZ probu i¢in uygulanan kosullarin
uygunlugu dogrulandi. Deneyde jele yiiklenen vektor miktarindan Gtiirii sinyalin ¢ok yiiksek

olmas1 markirin goriintiillenmesini engelledi.

pFRT/LacZeo Plazmidi
M 346 ng 692 ng 1038 ng

Resim 10. Farkli miktarlarda pFRT/LacZeo kullanilarak LacZ prob baglanma ve
goriintiillenme kosullarinin test edilmesi.

Bir sonraki asamada tiim kosullar bir 6nceki deneyle ayn tutularak farkli genomik
DNA miktarlar1 kullanildi. Deneyde HindIIl ile linearize edilmis 4, 5, 8, 11 ve 20 pg
genomik DNA miktarlar1 denendi. Ancak yine herhangi bir fragmana rastlanmadi (Resim
11). Southern blot yontemi ile ticari Flp-In™ 293 hiicre hattinda bile sonug¢ almamamasi,
ongoriilen siirede is paketinin gerceklestirilememesi ve kullanilan malzeme ve kitlerin

azalmasindan dolay1 alternatif B planina gecildi.
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Resim 11. Southern blot membran goriintiillenmesi. M: DIG isaretli markir, 1: HaCaT, 2:
Flp-In™ 293, 3, 4, 5, 6: Flp-In-HaCaT klonlari (sirastyla 4.5 pg, 8 ug, 11 ug, 20
ug). 7: pozitif kontrol (pFRT/LacZeo).

4.1.6.2. Olusturulan Flp-In-HaCaT Klonlarda FRT Kaseti Kopya Sayisinin RT-PCR

ile Belirlenmesi

Flp-In-HaCaT hiicrelerinde FRT kasetinin genomda tek bir yere girdiginin
dogrulanmasi i¢in alternatif B-plani olarak Yun J.J ve grubunun c¢alismasinda genomik
DNA’da kopya sayisim1 bulmak i¢in kullanilan kantitatif Real-Time PCR sistemi
uygulanmistir (103).

Flp-In™-293 ve en yiiksek LacZ ekspresyonunu veren Flp-In-HaCaT klonlarindan
(3.7, 5.7, 3.12, 5.5, 5.9) (Resim 6) DNA izolasyon kiti kullanilarak genomik DNA izole
edildi. Standard egri hazirlamak igin Flp-In™-293 hiicrelerine ait genomik DNA’dan seri
diliisyonlar ( 9, 3, 1, 0.3 ve 0.1 ng/rxn olacak sekilde) yapildi. Internal kontrol olarak
genomda tek kopya olarak bulunan ve elimizde RT-PCR igin uygun primerleri bulunan
PLAGL2 geni kullanildi. LacZ (1736 ileri ve 1737geri) ve PLAGL?2 (1654 ileri ve 1055 geri)
(Tablo 1) i¢in SYBR Green kiti kullanilarak ayr1 ayr standart egriler olusturuldu. Standart
egrilerinden egim degerleri LacZ ve PLAGL?2 i¢in sirasiyla -3,56 ve -3,63 olarak belirlendi
(Resim 13). Standart egri egimlerinin kabul edilebilirlik araligi (-2,92) -(-3.92) olarak

62



belirtilmistir. Bu aralik 100+£20% PCR verim araligina denk gelmektedir (Yun J.J ve grubu).
Deneyde elde edilen egimlere denk gelen amplifikasyon verimi kabul edilebilirlik arali§inda
oldugundan, sirastyla %91 ve %89 olarak hesaplandu, analizlere devam edildi. Flp-In™-293
ve Flp-In-HaCaT aday klonlarindan elde edilen genomik DNA kullanilarak gerceklestirilen
real-time PCR’dan elde edilen Ct degerlerine denk gelen LacZ kopya sayilar1 standart egri
denklemi kullanilarak bulundu. Genomunda tek kopya FRT kaseti dolayisiyla LacZ geni
olan Flp-In™ 293 hiicreleri pozitif kontrol olarak kullanildi. Standart egri denklemi
kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda yiiksek LacZ ekspresyonu gosteren Flp-In-
HaCaT klonlarinda da Flp-In™ 293’in hiicrelerinde oldugu gibi FRT kasetinin genomda tek
bir yere girdigi gosterilmis oldu (Resim 12).

Kontrol
30 T

LacZ
‘--"""\‘_ 25 B ~—.
¥ =-3,5643x+ 36,399 20 y =-3.6332x+36.739

Ctdegeni
Ct Degeri

Log kopya sayisi

LacZ Kopya Sayist

Flp-In™-293  Klon 1 Klon 2 Klon 3 Klon 4 Klon 5

Resim 12. Flp-In-HaCaT klonlarinda FRT kaseti kopya sayisinin kantitatif real time PCR
ile belirlenmesi.

4.2. Olusturulan Flp-In-HaCaT Klonlarinin Karakterizasyonu

Genomuna FRT kaseti yerlestirilmis HaCaT hiicre hati, normal hiicre hattiyla
karsilastirilarak FRT kasetinin hiicrenin temel fonksiyonlarii etkileyip etkilemedigi
arastirildi. Bu baglamda hiicrelerin biiyiime egrileri ve hiicre dongiileri sirasiyla ikilenme

zaman analizi ve akim sitometrisi kullanilarak incelendi.
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4.2.1. Olusturulan Flp-In-HaCaT Klonlarmin ikilenme Zamanlarinn Analizi

Calismaya, hiicrelerin biiyiime karakteristiklerini belirlemek icin hiicrelerin
boliinerek sayilarini iki katina ¢ikardiklari ikilenme zamani tespiti ile baglandi. Hiicrelerin
ikilenme zamaninin tespiti i¢in 0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde akim sitometrisi kullanilarak
hiicre sayimi yapildi ve biliylime egrileri ¢izildi. Hiicre ikiye katlanma zamaninin

hesaplanmasi icin ‘cell doubling time calculator’(https://doubling-time.com/compute.php)

programi kullanildi. Tkilenme zamani1 HaCaT hiicre hattinda 24.48 saat, Flp-In-HaCaT hiicre
hattinda ise 24.72 saat olarak belirlendi (Resim 13).

=
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<t Ot ©
1 1 1 1 1

Hiicre Sayis1 (1x10%)
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o et

20 40 60 80 100 120
Zaman (Saat)
HaCaT 5.7 Flp

Resim 13. Calismada kullanilan hiicre hatlarinin biiylime egrileri. Yesil: HaCaT kontrol
Turuncu: Flp-In-HaCaT.

4.2.2. Olusturulan Flp-In-HaCaT Klonlarinin Hiicre Dongiisii Analizi

Keratinosit hiicrelerinin genomuna FRT kasetinin yerlestirilmesinin hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi tlizerine etkisinin belirlenmesi i¢in Flp-In-HaCaT hiicre hatt1 kontrol
HaCaT ile karsilastirilarak hiicre dongiisii analizi gerceklestirildi. PI/RNase Staining Buffer
ile boyanan hiicreler akis sitometrisi kullanilarak BD Accuri C6 Plus ve ModFit LT™
yazilimlariyla analiz edildi. Kontrol HaCaT ve Flp-In-HaCaT hiicre hatt1 Student T Testi ile

analiz edilidi ve aralarinda anlamli bir fark goriilmedi (Resim14).
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Resim 14. HaCaT ve Flp-In-HaCaT klonlarinin hiicre dongiisii analizi

4.3. RIPK4’iin pFRT/DEST/FLAG/HA Vektoriine Klonlanmasi

Tez damismanim Tibbi Biyoloji Ana bilim dali 6gretim iiyesi Dog¢. Dr. Tuba
DINCER’in vyiiriitiiclisii oldugu, benim de bursiyer olarak yer aldigim “PLAGL2’nin
Epidermal Farklilasmadaki Rolii” adl1 118Z124 no’lu TUBITAK projesi’nin ikinci is paketi
epidermal farklilagmada kilit bir rolii oldugu bilinen RIPK4’iin HaCaT hiicre hattinda stirekli
olarak eksprese ettirilmesini icermektedir. Bu kapsamda, Flp-In-HaCaT hiicreleri
olusturulduktan sonraki agamada RIPK4’iin siirekli ekspresyonu i¢in FRT kasetine RIPK4
geninin yerlestirilmesi ¢alismalarina baglandi. Bu hedefe yonelik olarak ilk etapta RIPK4
proteinini kodlayan agik okuma cergevesi pFRT/DEST/FLAG/HA Gateway klonlama
vektoriine rekombinasyona dayali Gateway klonlama sistemi kullanilarak yerlestirildi.
Gateway klonlama sisteminde ilk olarak istenilen gen giris vektoriine BP reaksiyonu ile
aktarilir. Sonrasinda da bu vektorden ekspresyon vektoriine LR reaksiyonu ile transfer edilir.
RIPK4 giris klonu (Entry 13) 6nceki calismalar kapsaminda hazirlanmisti. Bu giris klonu
kullanilarak LR reaksiyonu ile RIPK4 acik okuma cergevesi, pFRT/DEST/FLAG/HA

vektoriine klonlandi. Bakteriye transformasyon sonrasinda elde edilen klonlarda RIPK4
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kodlayan gen dizisinin varligi, Sanger dizileme ile 1636 CMYV ileri ve 1637 BGH geri
primerleri (Tablo 1) kullanilarak dogrulandi (Resim 15).

REFERANS DiZi iCINDE SEKANSLAMAYLA OKUNAN Dizi

(DIiZILEMEYLE BULUNANLARIN UZERI SARI iLE iziLDi)

atg-tag : RIPK4 Baslama-Bitis Kodonu

_acggtgggaggtctatataagcagagctctctggctaactagagaacccactgcttactggcttatcgaaatt
aatacgactcacta agggagacccaazctggctagcgagctcggatcgatccatcgatagtztagtggaattctgatcgccgccgcm

aag gaaccagatatcaacaagttigtacasaaaagcaggcttcatgga
gggcgacggcgggaccccatgggccctggcgctgctgcgcaccttcgacgcgggcgagttcacgggctgggagaaggtgggctcgggcggcttc
gegcaggtgtacaaggtgcgecatgtccactggaagacctggetggecatcaagtgategeccagectgeacgtcgacgacagggagegcatge
agcttttggaagaagccaagaagatggagatggecaagtticgctacatectgectgtgtatggeatctgecgegaacctgteggectggtcategg
agtacatggagacggectccctgaaaagetgctgecticggagecatigecatgggatctecggticcgaatcatccacgagacggcggtggeca
tgaacttcctgcactgeatgeccccgecactectgoacctggacctcaageccgegaacatectgetggatgoccactaccacgtcaagatttctg
attttggtctggccaagtgcaacggpctgtcccactcgeatgacctcageatgeatggectgtitggcacaatcgectacctecctecagagegeat

FLAG HA
|

cchTGG ACTACAABG ACGACG ATG ACAAGN ACCC T TATG ACGT-BCCCG ATTACGCT TG

RIPK4

TTG 1‘—1‘,(‘.;6LTL.TtT#lCé‘—GTTTGTiC.f-li—'-l-lGC:GGl"TL-TGG GGGCOACGEGTBGGACCCCATEGEC)

cgtcaagctgetggeccaageagecgggggtgagigtgaacgeccagacgetggatgggaggacgecatigeacctggecgeacagegegggcea
ctaccgegiggeccgceatectcategacctgtgetecegacgtcaacgtetgeagectgetggeacagacacccectgeacgiggeecgeggagacgg
B [gcacacgagcactgccaggctgctcctgcatcggggcgctggcaaggaggccatgacctcagacggctacaccgctctgcacctggctgcccg

caacggacacciggecacigtcaagetgetigicgaggagaaggeecgatgtgetggeeceggggaccectgaaccagacggegetgeacctgget

ccgeccacgggeacteggagetggtggaggagtiggtecagegeegatgteatigaccigticgacgageaggggcetcagegegetgeacctgg
lccgeccagggecggeacgeacagacggiggagactctgetcaggeatggggoceacatcaacctgeagagectcaagticcagggeggecatg
igcceccgecgecacgetcctgeggegaageaagacctagtgagacccagcetitcttgtacaaagtggttgatatccageacagtggeggecgetea
agtctagagggcecgeggticgaaggtaagectateectaaccctetecteggtctegatictacgetcgagtetagagggeccgtitaaacceget
igatcag|

Resim 15. pFRT/DEST/FLAG/HA vektoriine klonlanan RIPK4 ag¢ik okuma cercevesinin
dizileme reaksiyonu ile dogrulanmasi. A: 1636 CMYV ileri primeriyle dizileme
reaksiyonu sonucu, B: 1637 BGH geri primeriyle dizileme reaksiyonu sonucu.
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4.4. Flp-In-RIPK4 Hiicrelerinin Olusturulmasi

4.4.1. Higromisin Diren¢ Geni Tasiyan Vektoriin Flp-In-HaCaT Hiicrelerine
Entegrasyonun Segiliminde Kullanilacak Higromisin™ Konsantrasyonunun

Belirlenmesi

Transfeksiyon sonrasi genomuna RIPK4’#i klonladigimiz FRT igeren ekspresyon
vektoriinii genomuna entegre eden Flp-In-HaCaT hiicrelerin segilimi, vektorde Higromisin
diren¢ geni bulundugundan Higromisin antibiyotigi ile saglanir. RIPK4’tii FRT kasetine
yerlestigi hiicrelerin belirlenmesi icin ilk olarak Flp-In-HaCaT hiicrelerinin seciliminde
kullanilacak optimal doz analiz edildi. Resim 16°da 50, 75 ve 100 pug/mL Higromisin™
verilen HaCaT hiicrelerinin, 12 giin igerisindeki morfolojik farkliliklar1 goériilmektedir.
Sonuglara gore hiicrelerin yaklasik %95’ini 6ldiiren 100 pg/mL dozun vektoriin se¢iliminde

kullanilmasina karar verilmistir.

Higromisin Doz Belirlenmesi

3. Giin 6. Giin 9. Giin 12. Giin

75 ng/ml 50 pg/ml

100 pg/ml

Resim 16. Higromisin™

morfolojileri.

muamelesi sonrasinda farkli giinlerde HaCaT hiicrelerinin

44.2. Flp-In-HaCaT  Hiicrelerine  pFRT/DEST/FLAG/HA-RIPK4  Kahlci

Transfeksiyonu

RIPK4’i keratinositlerde kalici olarak stirekli eksprese ettirmek i¢in FRT kaseti
igeren pFRT/DEST/FLAG/HA ekspresyon vektoriine klonlanan RIPK4
(pFRT/DEST/FLAG/HA-RIPK4) ve FLP rekombinazi siirekli eksprese eden pOG44
vektorleri daha evvel FRT kaseti yerlestirilen Flp-In-HaCaT hiicrelerine ko-transfekte edildi.
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Bu asamada igerisine tek bir FRT kaseti giren klonlar arasinda en yiiksek LacZ ekspresyonu

gosteren 3.7 No’lu klon segilerek deneyde kullanildi (Resim 6).

[1k olarak Flp-In™ katalogunun énerdigi pFRT/DEST/FLAG/HA: pOG44 orani 1:9
olacak sekilde denendi. {lk denemede hi¢ klon elde edilemedi. Sonrasinda 1:4 orami

kullanilarak gerceklestirien ko-transfeksiyon deneylerinde klonlar elde edilmeye baglanda.

Transfeksiyondan sonra 72. saatte hiicreler %20 yogunlugu ge¢meyecek sekilde
pasajlandi ve hiicreler yiizeye yapistiktan sonra yarisina 100 pg/mL diger yarisina 50 ug/mL
Higromisin™ eklendi. 100 pg/mL Higromisin™ verilen hiicreler 9 giin boyunca, 50 pg/mL
Higromisin™ verilen hiicreler ise 12 giin boyunca 3 giinde bir besiyerleri degistirilerek
pasajlandi. Her iki kosul i¢in de koloniler elde edildi ve C1-C31 seklinde isimlendirildi. Elde
edilen klonlar sirasiyla 24, 12, ve alt1 kuyulu tabaklar ve T25 flasklara aktarilarak ¢cogaltildi

ve donduruldu.

4.4.3. Flp-In-HaCaT Hiicrelerinde RIPK4’iin Siirekli Ekspresyonunun immiinoblot ile
Gosterilmesi

Flp-In-HaCaT hiicrelerine RIPK4’{in kalic1 transfeksiyonu sonras1 Higromisin™ ile

secilen klonlarda RIPK4’iin stirekli ekspresyonunu dogrulamak i¢in klonlardan elde edilen
hiicre lizati immiinoblot ile analiz edildi. Vektore klonladigimiz genin FLAG ve HA
etiketleriyle flizyon olusturmasindan dolay1 ekspresyonu dogrulamak i¢in immiinoblot
deneyinde primer antikor olarak fare anti-FLAG antikoru kullanildi. Negatif kontrol olarak
HaCaT hiicre lizati, pozitif kontrol olarak da daha evvel HEK293 hiicrelerine CaCl:
yontemiyle gecici olarak FLAG-RIPK4’ii (pDEST-3X FLAG RIPK4 (Exp190) (ori exp56))
eksprese eden vektorle transfekte ettigimiz HEK293T hiicre lizat1 kullanildi. RIPK4’iin
gecici olarak siirekli eksprese edildigi HEK293T lizatinda RIPK4 cok fazla eksprese
oldugundan Flp-In-HaCaT hiicrelerdeki goriintiilemeyi baskilayacag: diisiiniildii ve Flp-In-
HaCaT hiicrelerden elde edilen lizata kiyasla daha az miktarda kullanildi. Flp-In-HaCaT-
RIPK4 klonlarinda RIPK4’{in ekspresyonu goriilmedi (Resim 17).
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Flp-In HaCaT pFRT/DEST Flag HA - RIPK4 Klonlari
KDa HaCaT Cl C6 C10 Cl12 Cl6 C31 F-RIPK4
.’ -
100—
75—
R
50—
Anti-Flag

Resim 17. 3.7 Flp-In-HaCaT hiicrelerinde RIPK4’{in siirekli ekspresyonunun gdsterilmesi

Yasanan  sorunun  vektor kaynakli  olup olmadigini  anlamak igin
pFRT/DEST/FLAG/HA-RIPK4 klonunun HaCaT hiicrelerine gegici transfeksiyon
yapilarak ekspresyonu analiz edildi. Bu deneyde pozitif kontrol olarak daha evvel
boliimiimiizde Flp-In™-293 hiicrelerinde kalic1 ekspresyonlari saglanmis olan pFRT/DEST
FLAG HA vektoriine klonlanmis olan FLAG etiketli X geni ve ayni vektoriin restriksiyon
enzimleri ile klonlamaya uygun formu olan pcDNAS/FRT vektoriine klonlanmis olan FLAG
etiketli ¥ geninin ekspresyonlar1 da analiz edildi Ayrica, RIPK4 proteinin ekspresyon
sonrasinda  proteozomal parcalanmaya yonlendirilme olasiligini  dislamak igin
pFRT/DEST/FLAG/HA-RIPK4 ile transfekte edilen hiicreler patlatilmadan 6nce bir
proteozom inhibitorii olan MG132 ile muamele edildi. Resim 18’de de goriildiigii iizere
pFRT/DEST/FLAG/HA vektoriine klonlanan X geni tarafindan kodlanan protein (105 kDa)
(Resim 18, kuyu 2), ve RIPK4 (95 kDa) (Resim 18, kuyu 3) hiicrelerde eksprese olmadi.
RIPK4 civarinda gdzlemlenen koyu bantlar kontrolde de (kuyu 1) goriildiigii icin 6zgiin
olduklart diisliniilmedi. Bunlarin aksine, pcDNAS/FRT vektoriine klonlanan Y geni ile
transfekte edilen hiicre lizatindan diger orneklere gore 4 kat daha az kullanilmasina ragmen
ilk saniyede goriintiileme alind1. Proteozom inhibitdriiniin lizis 6ncesi besiyerine eklenmesi,
pFRT/DEST/FLAG/HA-RIPK4 transfekte hiicrelerde RIPK4 ekspresyonunu saglamadi
(Resim 18, kuyu 4). Bu sonug, pFRT/DEST/FLAG/HA vektoriiniin HaCaT hiicrelerinde
ekspreson i¢in uygun olmadigini gosterdi. Bunun iizerine RIPK4 ¢cDNA’sinin ekspresyon
verimi ¢ok daha iyi olan pcDNAS/FRT vektoriine (Sekil 18, kuyu 5) klonlanarak Flp-In-

HaCaT hiicrelerine transfeksiyonda kullanilmas1 yaklagimina gidildi.
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Resim 18. HaCaT hiicrelerinde gerceklestirilen gecici transfeksiyonlarin anti-mouse-FLAG
antikoru kullanilarak immiinoblot ile analizi. 1: Bos vektor, 2: pFRTDEST
FLAG-HA X mutant, 3: pFRTDEST FLAG-HA RIPK4, 4: pFRTDEST FLAG-
HA RIPK4 MG-132, 5: pCDNA 5-FRT-Y. 1-4 kuyularda 20 pL 5. kuyuda 5 pL.
lizat kullanildi. Yikleme kontrolii olarak Beta-Aktin kullanildi. Protein
goriintiilenmesi esnasinda membranlardan alinan sinyalin stiresi sekilde
belirtilmistir.

RIPK4’iin pcDNAS/FRT vektoriine klonlamadan 6nce, olusturulan Flp-In-HaCaT
hiicrelerinde pcDNAS/FRT-Y vektorii kullanilarak Y proteinin siirekli ekspresyonu test
edildi. Bu calismada FRT kasetinin transkripsiyonel olarak en aktif bolgeye girdigi
gosterilen dort klon (3.7, 3.12, 5.7 ve 5.5) kullanildi. Klonlar arasinda 3.7 ve 5.7°de kalici
olarak Y’nin siirekli ekspresyonu dogrulanirken 5.5 ve 3.12°de beklenen ekspresyon
goriilmedi (Resim 19). Bu nedenle pcDNAS/FRT vektorii kullanilarak RIPK4’1i siirekli
eksprese ettirmek i¢in transfeksiyonda Flp-In-HaCaT klonlar1 3.7 ve 5.7’ nin kullanilmasina

karar verildi.
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Anti-Flag Anti-Flag

Anti-o-Tubulin Anti-o-Tubulin

Resim 19. Flp-In-HaCaT klonlarinda Y geninin ekspresyonu. Kuyu 1,2 ve 5: Flp-In-HaCaT
5.5-Y, Kuyu 3.4: Flp-In-HaCaT 5.7-Y, Kuyu 6: Flp-In-HaCaT 3.12-Y, Kuyu 7:
Flp-In-HaCaT 3.7-Y. Esit yiikleme kontrolii olarak a-Tiibiilin kullanilmistir.

4.5. RIPK4’iin pcDNAS/FRT EkspresyonVektoriine Klonlanmasi

RIPK4 cDNA’sinin pcDNAS/FRT vektoriine klonlanmasi esnasinda daha evvel Y
geni igin kullamlan klonlama yaklasimi bire bir uygulandi. ik olarak pcDNAS/FRT
vektoriine RIPK4’i klonlamak i¢in vektdriin ¢oklu klonlama bélgesinde olup RIPK4’ ii
kesmeyen restriksiyon enzimleri webcutter ile tarandi. Bu listeye gore RIPK4 ¢cDNA’y1
kesmeyen ve vektorde kesim bolgeleri olan Nhel ve Xhol secilerek, bahsekonu restriksiyon
enzim sekanslarina ve RIPK4’lin 5’ ve 3’ dizilerine komplementer olan primerler tasarland.
5’primer aracilifiyla RIPK4’iin 5’ ucuna Nhel enzim dizisinin yanisira korunmus KOZAK

sekans1 (CCACC) ve 3xFLAG epitopu da eklendi.

Phusion Hot Sturt II High-Fidelity DNA Polymerase kiti kullanilarak 1778- ileri ve
1779- geri primerleriyle (Tablo 1) pDEST-3X FLAG RIPK4 (Exp190) vektoriinden RIPK4
PCR ile amplifiye edildi. Elde edilen amplikon pJET vektoriine {iretici firmanin talimatlar
dogrultusunda klonlandi Elde edilen klonlar endotoksin icermeyen kit ile izole edildi. RIPK4
inserti Nhel-HF (20 U/uL) ve Xhol (20 U/uL) restriksiyon enzimleri kullanilarak ¢ikartildi.
RIPK4’iin klonlanacagi pcDNAS/FRT vektorii ilk olarak Xhol ile ardindan Nhel enzimi ile
kademeli olarak kesildi ve saflastirildi. Fragmanlar %0.8’lik agaroz jelde goriintiilenerek

ligasyon i¢in kantite edildi (Resim 20).
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RIPK4 pcDNAS/FRT

X*NEIL
X+ NE2
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Resim 20. RIPK4 ve pcDNA5/FRT nin kesim sonrasi géruntillenmesi ve ligasyon i¢in
kantite edilmesi. (N/X: Nhel ve Xhol ile ayn1 anda kesim, X —» N: Once

Xhol ardindan Nhel ile kademeli kesim)

Ligasyon T4 DNA ligaz ile iretici firmanm talimatlart dogrultusunda
gerceklestirildi. Ertesi gilin ligasyon iiriinii DH5a susuna transforme edildi. Elde edilen
kolonilerde insertin varligini dogrulamak i¢in 1149- ileri ve 1150- geri RIPK4 primerleriyle
(Tablo 1) koloni PCR yapildi ve klonlarda beklenen 200 bg’lik fragman goriintiilendi (Resim
21A). Ardindan C1 (665 ng/pL) ve C2 (480 ng/uL) klonlar1 endotoksin icermeyen miniprep
plazmit izolasyon kiti ile izole edildi. Bu klonlarda insertin yerlesimini dogrulamak igin
vektorii kesen ama RIPK4’1 kesmeyen BamHI-HF (20U/uL) ve Nhel-HF (20U/uL) ile
DNA kesildi. Kesim sonrast beklenen 850 bg bant goriildii (Resim 21B).

72



pcDNAS/FRT-RIPK4 pcDNAS/FRT-RIPK4

Nhel/BamHI
M Cl C2 Pozitif K M Cl C2

Resim 21. RIPK4’iin pcDNAS/FRT vektoriine klonlanmasinin dogrulanmasi. (A) RIPK4’{in
pcDNAS/FRT vektoriine klonlanmasinin koloni PCR ile dogrulanmasi, (B)
RIPK4’iin pcDNAS/FRT vektoriine klonlanmasinin restriksiyon enzimleri ile
dogrulanmasi.

Sonrasinda RIPK4 agik okuma cergevesinin pcDNAS/FRT vektoriine hatasiz
yerlestigini gdstermek i¢in bu klonlar dizilendi. pcDNAS-RIPK4 C2 klonu 1636 CMV ileri
(Resim 22A) ve 1637 BGH geri (Resim 22B) primerleriyle dizilenerek RIPK4’iin vektore

yerlesimi dogrulandi.
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Nhel Kesim Bolgesi:

ATG: Baglangig kodonu
TAG-TAA: Bitig kodonu

>pcdna5-RIPK4c2 1636 F 05.05.21.
GKGGGACWAAGCAGRCTCTCTGGCTACTAGAGACCACTTTACTGGCTTATCGAAATTAATAC
GACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTH

TGGAGGGCGACGGCGGGACCCCATGGGCCCTGGCGCTGCTGCGCACCT
TCGACGCGGGCGAGTTCACGGGCTGGGAGAAGGGGGTCGGGCGGTTCGGGCAGGTGTACAAGGT
GCGCCATGTCCACTGGARAGACTGGTGGCATCAGTGTCGCCACCTGCCGCACACGGACGCATGGA

Nhel  KOZAK
Kesiml  gigisi 3X FLAG

rl_é | /|
CAAGCT G'GCTAGCTA! COATGGACTACAAAGACCAT GACGGTGA TATAAAGAT CAT GACAT CGATTACAAGG AT GAC GAT GACAAGETAT CAACAA

I ‘hM““MM‘I‘““ Al

Linker Bolge RIPK4
1

150 160 170 180

GCTAT CAA'CA-‘«GTTT GTACF«A/‘-.AAA(X‘.AGGCTT(!iT_EGAGGGCGACG GCGGBGACCCCATGGGCCCTGGCGCTGCTGCGCACCTTCGACK

L A JMW& U “

B [PcDNAS/FRT-RIPK4c2_1637_R_12.08.21
CTCTCTCTATCACCATTACCCTCGCTTGGGAGCGTGCGACCCCCCCTTTCTCTCTATATTTCTAAAAATTTTGGCC
CAAACAAGGGGGGGGGGGAGTTTTAAACCCCACATGGTGGGAAGGGGGAGGCCCCTTTTCCCCGGCCCGTAC
AGGGGGGGGGGCTTTACCGGGGGGGGGCCCCCCCTTTCTTTTAATGCCCTGTGTTTCGGACGTTAAAATTTTT
GCAAGCCCTGGTTGCACCAGACCCCCCCTGCCGGGGGCCCGGCGGAGGACGGGGGCCCCAGAGACCCTGCA
AGGTTGTCCTTGCAATGGGGGGTGGCCAAAGGAAGCCCATGCCTTCAAGCGGGTTACCCCGCTTTTGCCCCTT
GGTGCCCCGCAACGGGACACTGGCCCACTGTCAAAGCTGTTGTCGAGGAGAAGGCCCGATGTGCTGGCCCCG
GGGACCCCTGAACCCAGACGGGCGCTGCACCTGGCTGCCGCCCACGGGCACTCGGAGGTGGTGGAGGAGTT
GGTCAGCGCCGATGTCATTGACCTGTTCGACGAGCAGGGGCTCAGCGCGCTGCACCTGGCCGCCCAGGGCCG
GCACGCACAGACGGTGGAGACTCTGCTCAGGCATGGGGCCCACATCAACCTGCAGAGCCTCAAGTTCCAGGG

CGGCCATGGCCCCGCCGCCACGCTCCTGCGGCGAAGCAAGACCT AGTAACCGCTCGAGTCTAGAGGACCC
CCATC

Resim 22: RIPK4’iin pcDNAS/FRT vektoriine klonlanmasinin dizileme reaksiyonu ile
dogrulanmasi. A: 1636 CMV ileri primeriyle dizileme reaksiyonu sonucu, B:
1637 BGH geri primeriyle dizileme reaksiyonu sonucu.
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4.5.1. pcDNAS/FRT- RIPK4 Klonlarimin Gegici Transfeksiyon ile Ekspresyon Analizi

pcDNAS/FRT vektoriine klonlanan ve dogrulanan RIPK4 klonlar1 kalici
transfeksiyon yapilmadan once HEK293T hiicrelerine CaCl» ile gegici transfekte edildi.
Daha 6nce RIPK4’1i pFRT/DEST/FLAG/HA vektoriine klonladigimizi dizileme reaksiyonu
ile dogrulamamiza ragmen kalic1 transfeksiyondan sonra klonlarimizda ekspresyon
goriilmemisti. Bu nedenle uzun bir siire¢ olan kalic1 transfeksiyondan dnce klonlarimizin
ekspresyonu kolay transfekte olan HEK293T hiicrelerinde analiz edildi. pcDNAS/FRT-
RIPK4 C1 ve C2 klonlar alti kuyulu tabakta HEK293T hiicrelerine CaCl» ile transfekte
edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler lizis tamponu ile patlatilip sonike edildi ve
%7.5 SDS PAGE jelde immiinoblot yapildi. Negatif kontrol olarak transfekte edilmemis
klon kullanilirken, pozitif kontrol olarak daha onceki g¢alismalarimizda dizileme ve
immiinoblot ile dogruladigimiz pLentilll-HA RIPK4 1.1 klonu transfekte edildi.
pcDNAS/FRT RIPK4 C1 ve C2 her iki klonda da ekspresyon goriildii (Resim 23).

pcDNAS/FRT-RIPK4
kDa Cl C2 Negatif K. Pozitif K.
150 —
—RIPK4

=

75—

Anti - Flag
— B o-Tiibiilin

50| - -

37—

Anti —o -Ttbilin

Resim23. pcDNAS/FRT- RIPK4 klonlarinin CaClzile HEK293T hiicrelerine transfeksiyon
sonrast immiinblot ile ekspresyon analizi.

4.6. Flp-In-HaCaT Hiicrelerine pcDNAS5/FRT- RIPK4’iin Kalic1 Transfeksiyonu

pcDNAS/FRT-RIPK4 vektriindeki RIPK4’tin  HEK293T hiicrelerinde gecici
ekspresyonunu dogruladiktan sonra Flp-In-HaCaT hiicrelerinde siirekli ekspresyon
caligmalarina baglanildi. RIPK4’{in keratinositlerde siirekli eksprese ettirilmesi igin

3XFLAG ile flizyon olacak sekilde RIPK4’iin klonlandigi pCDNAS/FRT vektorii ve FLP
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rekombinazi siirekli eksprese eden pOG44 vektorleri, olusturulan Flp-In-HaCaT hiicrelerine
birlikte transfekte edildi. pcDNAS/FRT-RIPK4: pOG44 oranit 1:4 olarak kullanildi.
Transfeksiyon esnasinda lipozom bazli kimyasal ajanlardan daha verimli oldugunu

gozlemledigimiz PEI ajan1 kullanildi.

Transfeksiyonda daha evvel pCDNAS/FRT-Y geninin siirekli olarak eksprese
oldugunu gosterdigimiz Flp-In-HaCaT 3.7 ve 5.7 klonlar1 kullanildi. Transfeksiyondan
sonraki 70. saatte hiicreler pasajlandi ve hiicreler yiizeye yapistiktan sonra 50 pg/mL
Higromisin™ eklendi. 100 pg/mL hatta 75 pg/mL Higromisin™ dozda hi¢ koloni elde
edilemediginden, doz 50-25 pg/mL arasinda degistirildi. 12. giinde 5.7 Flp-In-HaCaT da
olduke¢a ¢ok sayida koloni gozlendi. Daha evvel pcDNAS/FRT -Y genini siirekli eksprese
ettirmek icin kalic1 transfeksiyonu dogrulanan (Resim 20) 3.7 Flp-In-HaCaT da ise yalnizca
iki kiiciik koloni goriildii ancak bu koloniler de ¢ogalmadi. 5.7 Flp-In-HaCaT kalici
transfeksiyonundan elde edilen koloniler sirasiyla 24 ve alt1 kuyulu tabaklara transfer edildi.
Hiicrelerde immiinoblot ile ekspresyon analizi yapldiktan sonra iyi ekspresyon gosteren

klonlar T25 flasklara alinarak ¢ogaltildi ve saklamak i¢in donduruldu.

4.6.1. HaCaT Hiicrelerinde RIPK4’iin Kalic1 Olarak Siirekli Ekspresyonunun

Immiinoblot ile Gosterilmesi

Flp-In-HaCaT hiicrelerine RIPK4 kalic1 transfeksiyonu sonrasi Higromisin™ ile
secilen klonlarda RIPK4’{in siirekli ekspresyonunu dogrulamak icin anti-FLAG antikoru
kullanilarak immiinoblot yapildi. Deneyde negatif kontrol olarak transfeksiyonda
kullandigimiz Flp-In-HaCaT 3.7. ve 5.7. klonlar1 kullanilirken pozitif kontrol olarak daha
evvel HEK293T hiicrelerine gecici olarak FLAG-RIPK4’ii transfekte ettigimiz HEK293T
hiicrelerinden elde edilen hiicre lizat1 kullanildi. Pozitif kontrol fazla ekpsrese olup fazla
1s1ma verdigi igin diger orneklere kiyasla daha az miktarda jele yiiklendi (Resim 25, kuyu
10). Flp-In-RIPK4 C3 ve C9 klonlarinda (Resim 25, 3 ve 5. kuyu) ekspresyon diger klonlara
gore daha fazlaydi. C2 ve C8 klonlarinda az da olsa ekspresyon goriiliirken C10 ve C11
klonlarinda RIPK4 ekspresyonu goriilmedi. Esit yiikleme kontrolii olarak Anti-B- Aktin
kullanildi (Resim 24).
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Resim 24. HaCaT hiicrelerinde RIPK4’iin kalic1 ekspresyonunun gosterilmesi

4.6.2. Flp-In-HaCaT Klonlarinda RIPK4’iin Siirekli Ekspresyonunun Baskilanan -

Galaktosidaz Ekspresyonu ile Dogrulanmasi

RIPK4’iin FRT kasetine entegrasyonu sonrasinda pcDNAS/FRT vektoriinde bulunan
Higromisin diren¢ geninin ve hedef genlerin eksprese olmasi beklenirken LacZ- Zeosin

SV40 promotoriinden uzaklastiklari i¢in ekspresyonlari sonlanacaktir (Sekil 14).

P P
//_ﬂ ATG [Iim== Hygromycin — Gene of Into rest ——— = lecZ-Zeocin" 74
RIPK4

Sekil 14. Ekspresyon kasetinin HaCaT hiicrelerindeki FRT kasetine girmesi sonrasinda FRT
kasetinde beklenen yerlesim. Flp-In™ (Invitrogen) katalogundaki sekil
degistirilerek kullanilmistir.

Bundan dolay1 kalic1 transfeksiyon sonrast FRT kasetine RIPK4 cDNA’s1 giren
klonlar Higromisine™ direngli, Zeosine™ hassas hale gelirken B-Galaktosidaz aktivitelerini
de kaybederler. Bu bilgiden yola ¢ikarak immiinoblot ile ekspresyonlarini gosterdigimiz
klonlarin B-Gal aktivitesi ONPG substrat1 kullanilarak analiz edildi. Beklenildigi sekilde
Flp-In-HaCaT klonunda B-Gal seviyesi fazlayken, RIPK4’iin siirekli ekspresyonun oldugu
Flp-In-RIPK4 klonlarinda B-Gal seviyesi belirgin sekilde azaldi (Resim 25).
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Resim 25. Flp-In-HaCaT hiicrelerine RIPK4’{in kalic1 transfeksiyonu sonrasi olusan 5.7.
Flp-In-RIPK4 klonlarda $-Gal ekspresyon seviyeleri.

4.6.3. Flp-In-RIPK4 Hiicrelerinde RIPK4 Ekspresyonunun Immiinofloresan ile

Analizi

Kalic1 transfeksiyon sonrasi olusturulan Flp-In-RIPK4 klonlarda RIPK4’iin siirekli
ekspresyonu immiinoblot ve B-Gal ekspresyonu ile dogrulanmisti. Daha sonra olusturulan
Flp-In-RIPK4 klonlarinin hiicre i¢i yerlesimlerini belirlemek i¢in immiinofloresan
yontemine bagvuruldu. Negatif kontrol olarak bos Flp-In-HaCaT hiicreleri, pozitif kontrol
olarak da pcDNAS/FRT-RIPK4 vektoriinlin gegici transfekte edildigi Flp-In-HaCaT
hiicreleri kullanildi. Pozitif kontrolde RIPK4 ekspresyonu belirgin bir sekilde hiicre
sitoplazmasinda noktalar halinde goriiliirken, RIPK4’iin siirekli eksprese edildigi Flp-In-
HaCaT hiicrelerinde bos Flp-In-HaCaT hiicrelerine kiyasla bir fark goriilmedi (Resim 26).
Deney cesitli antikorlar ve farkli konsantrasyonlar ile birka¢ kez tekrarlansa da istenilen

sonuca ulasilamadi.
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Flp-In HaCaT

Flp-In RIPK4

Kalic1 Transfeksiyon

Flp-In RIPK4
Gegcici Transfeksiyon

Resim 26. Flp-In-HaCaT, kalici transfekte Flp-In-RIPK4 ve gegici transfekte Flp-In-RIPK4
klonlarinin hiicre i¢i yerlesimlerinin belirlenmesi (Bar uzunlugu: 25um).
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5. TARTISMA ve SONUC

Derinin dis katmanini olusturan epidermis patojenlere, fiziksel ve kimyasal hasarlara
maruz kaldigindan kendini yenileme ihtiyacit duyar. Epidermal farklilasma olarak
adlandirilan bu siire¢ bazal tabakadaki kok hiicrelerin ¢ogalmasi, sonrasinda bu hiicrelerin
iist katmanlara go¢ ederek 6lii keratinositlere doniisiip dokiilmesiyle gerceklesir. Epidermal
farklilasmanin  herhangi bir asamasinda ortaya ¢ikan sorunlar ciddi konjenital
malformasyonlara neden olmaktadir (47). Bu mekanizmanin aydinlatilmasi yoniindeki hiicre
bazli ¢alismalarda insan keratinosit hiicre hatti HaCaT’in kullanimi oldukg¢a yaygindir.
Bunun nedeni, HaCaT hiicrelerinin 6liimsiiz olmalari, kolay pasajlanmalari, normal
keratinositlerde yapilabilen tiim hiicresel analizlerin -farklilasma ¢aligmalarinin ve organoid

olusturma gibi- bu hiicrelerde de yapilabilmesidir.

Keratinositlere yonelik en 6nemli hiicresel siire¢lerden biri bazal laminada bulunan
keratinosit dnciillerinden farklilasarak derinin katmanlarinin olusturulmasidir. Bir ¢ok deri
hastalig1 bu farklilasmadaki bozukluklarla iliskilendirilmistir. Iki ila ii¢ hafta kadar siiren
keratinosit farklilasma siirecini birkac¢ giin ekspresyon saglayan gegici transfeksiyon ile
incelemek miimkiin degildir. HaCaT hiicrelerinde transfeksiyon veriminin diisiik olmasi ve
gecici transfeksiyonun yalnizca birka¢ gilinliik analizlere olanak saglamasindan Otiirii
ilgilenilen genin siirekli ekspresyonunun tiim hiicrelerde saglandig1 kalici transfeksiyon
yontemine HaCaT hiicrelerinin kullanildig1 analizlerde siklikla bagvurulmustur (106-109).
Bu yontemde, hiicreye aktarilan gen hiicre genomuna entegre olup mitotik boliinmeler
yoluyla yavru hiicrelere aktarildigindan ilgilenilen proteini eksprese eden homojen hiicreler
elde edilerek, caligmalarda heterojen hiicre gruplarindan kaynaklanabilecek sorunlarin da

Oniine ge¢ilmis olur.

Anabilim dalimizda uzun siiredir epidermal farklilagma ile ilgili arastirmalar
yapilmaktadir. Epidermal farklilasmada kilit rolii oldugu bilinen ve patolojik
varyasyonlarinin c¢esitli ektodermal anomalilerle karakterize sendromlara neden oldugu
literatiir ve bolimiimiizdeki calismalar ile gosterilen RIPK4’tiin HaCaT hiicrelerinde
ekspresyonuna dayanan c¢aligmalarin g¢ogunda gegici transfeksiyon yontemlerine
bagvurulmustur (29, 36, 110, 111). Bu tez calismasinda ise RIPK4’iin HaCaT hiicrelerinde
kalic1 transfeksiyon yontemiyle siirekli olarak eksprese olmasi amaglanmistir. {1k etapta
olusturulan bu kalic1 hiicreler epidermal farklilasmanin molekiiler mekanizmasinin

anlasilmasina yénelik calismalarda kullanilacaktir. Ilerleyen siiregte ise bu hiicrelerin yine
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uzun siireli deney kurgusuna dayali deri organoidlerinin olusturulmasi ve yara iyilesmesinin

molekiiler temeli gibi ¢alismalarda kullanilmasi planlanmaktadir.

Kalic1 transfeksiyon i¢in farkli yontemler ugulanmakla beraber, ¢alismamizda daha
evvel ticari olarak elde ettigimiz Flp-In-293™ hiicrelerinin olusturulmasinda kullanilan Flp-

In™ kalic1 hiicre olusturma sistemine bagvurduk.

llgilenilen hedef geni siirekli eksprese ettirmeye hazir Flp-In-HaCaT konak hiicresi
olusturmak icin ilk olarak FRT kaseti igeren pFRT/LacZeo vektoriiniin memeli hiicre
genomuna kolay entegre olmasi i¢in vektori {iretici firmanin 6nerisi dogrultusunda linear
hale getirdik (Resim 2). FRT kasetini genomuna entegre eden HaCaT hiicrelerinin
secilimini, FRT kasetinde bulunan Zeosin direng geni varligidan 6tiirii Zeosin™ ile yaptik.
Zeosin™ secilimi i¢in uygun dozu 100 pg/mL olarak belirlemistik (Resim 3). Ancak,
transfeksiyon sonrasinda optimize ettigimiz 100 pg/mL dozun hiicreler i¢in toksik geldigini
ve genomuna FRT kaseti yerlesen kolonilerin olusmadigini gordiikk. Bunun nedenini,
transfeksiyon igsleminin ve 9 kb boyutunda bir vektoriin hiicre genomuna entegrasyonunun

T™-¢ olan hassasiyetini artirmast ile iliskilendirdik. Bundan

yarattig1 stresin hiicrenin Zeocin
dolay1 kademeli olarak dozu indirdik. En son doz 25 pg/mL’ye indirildiginde FRT kasetini
genomuna entegre etmis hiicreler ¢ogalarak kolonileri olusturmaya basladi (Resim 4).
Bunun yani sira, diger bir optimizasyonu transfeksiyon sonrasi bekleme siiresinde yaptik.
Uretici firmanin 6nerdigi sekilde transfeksiyondan 48 saaat sonra hiicreleri pasajlayip
Zeosin™ muamelesi uyguladigimizda da koloni elde edemedik. Bu siireyi 72 saate
cikardiktan sonra kolonileri elde ettik. Bu sonuglar bize kalici hiicre olusturma siirecinin

hiicreden hiicreye ve kosuldan kosula ¢ok farklilik gosterdigini, her asamanin optimizasyona

tabii oldugunu gosterdi.

Zeosin™ ile segilen tiim klonlarda FRT kasetinin varhigini ayrica Lac Z genine 6zgii
tasarlanmis primerler kullanarak gerceklestirdigimiz PCR reaksiyonu ve [-Galaktoz

ekspresyon analiziyle dogruladik (Resim 5, 6).

FRT kasetinin genoma yerlesimi rastgele oldugu icin olusan her bir klonda FRT
genomda farkli bir bolgeye girmis olabileceginden segilen klonlar birbirinden farkli
olacaktir. Olusturulan Flp-In-HaCaT konak hiicresinin ilgili hedef genimizi eksprese
edebilmesi i¢in FRT kasetinin transkripsiyonel olarak aktif bolgeye girmesi gerekmektedir.
Bundan 6tiirii ¢ok sayida klonun taranmasi en i1yi ekspresyonu veren klonun se¢iliminde

avantaj saglayacagi icin olabildigince ¢ok sayida klonu toplamaya ¢alistik ve toplamda
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Zeocin™’

e direc¢ gosteren 37 klonu analiz ettik. Bu klonlarda FRT igeren vektdrde bulunan
rapOrtor gen Lac Z tirtinii B-Gal’in substrati (ONPG) kullanarak ekspresyon analizi yaptik

ve en fazla B-Gal ekspresyonu goriilen bes klonu belirledik (Resim 6).

Hiicrenin genomuna birden fazla FRT kaseti entegrasyonunun, kromozomal yeniden
diizenlenmeler, FRT kasetleri arasinda intramolekiiler rekombinasyon ve genomik dizilerin
silinmesi riskini artirdigindan dolayr genomuna tek FRT kaseti entegre olan klonlar
secilmesi Oonemliydi (88). Bundan dolay1 genomunda transkripsiyonel olarak aktif bir
bolgeye FRT kaseti giren klonlarda FRT kasetinin kopya sayisin1 analiz ettik. Bu amagcla ilk
etapta Southern blot yontemine basvurduk. Bu yontemde kullanilmak tizere Lac Z’ye 0zgii
problar tasarladik ve bu problart DNA fragmanlarinin goriintiilenmesine olanak veren
radyoaktiviteye alternatif digogsigenin ile isaretledik. Flp-In-HaCaT hiicrelerinden izole
edilen genomik DNA’nin HindIIl ile kesimi sonrasinda LacZ probunun baglanacagi
fragmanin biiylikliiglinii tam olarak bilemeyecegimizden, genoma yerlesen pFRT/LacZeo
vektoriinli baz alarak yaptigimiz hesaplamada beklenen fragmanin ya da fragmanlarin 5944
bc iizerinde olacagimi belirledik (Sekil 13). Ancak, ne kontrol olarak kullandigimiz
genomunda tek kopya barindiran Flp-In™ 293 hiicrelerinde ne de olusturdugumuz Flp-In-
HaCaT hiicrelerinde beklenen fragmanlari géremedik (Resim 9). Sonucun deneysel bir
hatadan kaynaklanmadigindan emin olmak amaciyla, LacZ probu icin uyguladigimiz
hibridizasyon ve goriintiileme kosullarini farkli konsantrasyonlarda HindIII ile kesilmis
pFRT/LacZeo vektoriiniin kullani1ldig1 Southern blot deneyinde test ettik ve LacZ probunun
vektorde bulunan FRT kasetine baglandigini gostererek deneysel hatayir diglamis olduk
(Resim 10). Boliimiimiizde daha evvel Southern blot teknigi basartyla uygulanmisti. Onceki
caligmalar biiytlikliigii net olarak bilinen genomik fragmanlar1 hedef aliyordu. Calismamizda
FRT kasetinin klonlarda farkli yerlere yerlesmesi ve beklenen fragman biiytikliigiiniin net
olarak bilinmemesi istenen sonuglarin elde edilmesini zorlastirdi. Bu is paketine ayrilan
stirenin daralmasindan 6tiirii oldukca uzun, pahali ve zorlu Southern blot teknigini zorlamak
yerine genomda kopya sayisinin belirlenmesine yonelik alternatif bir yontem arastirmasina
gittik ve Southern blot yaklasimi i¢in B-plani olarak belirledigimiz real-time PCR yontemine
gectik. Yapilan literatiir arastirmasi sonrasi, Yun JJ ve grubunun bir ¢alismasinda hizli sonug
verebilecek, kopya sayisi bilinen miktarlarda kalip DNA kullanilarak c¢izilen standart egri
araciligiyla arastirilan genin kopya sayisinin kantite edilmesine dayanan real-time PCR
metodu kullanildi (103). Bu yontem ile en yiiksek B-gal ekspresyonu goriilen bes Flp-In-
HaCaT klonunda kontrol Flp-In™ 293’in hiicrelerine benzer sekilde FRT kasetinin genomda
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tek bir yere girdigini gostermis olduk (Resim 12). Bdylece istenilen geni kalic1 olarak

eksprese etmeye hazir konak Flp-In-HaCaT hiicre hattin1 basariyla olusturmus olduk.

Calismamizin devaminda ise olusturdugumuz Flp-In-HaCaT hiicrelerinde FRT
kasetinin genoma entegrasyonunun hiicrenin yasamsal olaylarina etki edip etmedigini
incelemek ic¢in, ikilenme zamani ve hiicre dongiisii analizleri yaptik. Flp-In-HaCaT
hiicrelerini normal HaCaT hiicreleri ile kiyasladik ve bu hiicresel siireclerde normal HaCaT
ile olusturdugumuz transgenik HaCaT arasinda anlamli bir fark géremedik (Resim 13-14).
Bu sonug bize FRT kasetinin genomuna yerlesmesinin Flp-In HaCaT hiicrelerinin yasamsal

fonksiyonlarini etkilemedigini gosterdi.

Flp-In-HaCaT hiicrelerini olusturduktan sonra RIPK4’iin siirekli ekspresyonu i¢in bu
hiicrelerin genomunda bulunan FRT kasetine RIPK4 geninin yerlestirilmesi calismalarina
gectik. Bu hedefe yonelik olarak ilk etapta RIPK4 proteinini kodlayan ac¢ik okuma
cergevesini pFRT/DEST/FLAG/HA Gateway klonlama vektoriine yerlestirdik ve Sanger
dizileme reaksiyonu ile klonlamanin basarili bir sekilde gergeklestigini dogruladik (Resim

15).

RIPK4’i  klonladigimiz pFRT/DEST/FLAG/HA vektorii ve Flp-rekombinaz
ekspresyon vektoriinii, Flp-In-HaCaT (klon 3.7) hiicrelerine birlikte transfekte ettik. Vektor
Higromisin™ diren¢ geni icerdiginden segilimleri Higromisin™ ile yaptik. Zeosin
uygulamamiza dayali secilimdeki tecriibbemize dayanarak, Higromisin™ se¢iliminde
belirlenen optimal doz olan 100 pg/mL’nin yaninda 50 pg/mL dozunu da kullandik ve
yiiksek dozda yalnizca bir kac klon elde ederken diisiik dozda ¢ok sayida klon elde ettik.
(Resim 16).

Higromisin™ ile secilip ¢ogaltilan HaCaT hiicrelerinden elde edilen lizatin anti-
FLAG antikoru ile immiinoblot analizini yaptigimizda RIPK4’{in ekspresyonunu géremedik
(Resim 17). Bundan dolay1, pFRT/DEST/FLAG/HA vektoriine klonlanan RIPK4’itin HaCaT
hiicrelerinde ekspresyonundan emin olmak istedik. Pozitif kontrol olarak daha evvel Flp-
In™293 hiicrelerinde kalic1 ekspresyonu saglamis olan pFRT/DEST/FLAG/HA Gateway
vektorii ve bu vektoriin restriksiyon enzimleriyle klonlamaya dayali formu olan
pcDNAS/FRT vektoriine klonlanmis olan iki farkli genin -X ve Y olarak tanimlanmigti-
oldugu vektorleri ayr1 ayr1 HaCaT hiicrelerine gegici olarak transfekte ettik. RIPK4’{in ve X
geninin eksprese edildigi pFRT/DEST/FLAG/HA vektoriinde ekspresyon goremedik.
RIPK4’1in stabilitesini artirmak adina uyguladigimiz proteozom inhibitoérii MG-132 de
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RIPK4 ekspresyonunu etkilemedi. Yalnizca pcDNAS/FRT vektoriine klonlanan Y geninin
ekspresyonunu gorebildik. (Resim 18).

Bundan otiiri RIPK4’tin pcDNAS/FRT vektoriine klonlanmasina karar verdik.
Klonlamaya ge¢meden evvel olusturdugumuz Flp-In-HaCaT klonlarinda pcDNAS/FRT
vektoriine klonlamis Y geninin siirekli ekspresyonunu analiz etmek i¢in f-Gal ekspresyonu
en yiiksek dort klona (3.7, 3.12, 5.7 ve 5.5 Flp-In-HaCaT) bu vektorii kalici transfekte ettik.
pcDNAS/FRT-Y’nin siirekli ekspresyonu 3.7 ve 5.7 Flp-In-HaCaT hiicrelerinde
dogrulanirken 5.5 ve 3.12°de beklenen ekspresyonu goremedik (Resim 19). Flp-In-HaCaT
5.5 ve 3.12° de RIPK4 iin FRT kasetine entegrasyonu esnasinda olusan patolojik bir
varyasyonun, RIPK4’{in gen ekspresyonunu engelleyebilecegini diisiindiik. pcDNAS/FRT
vektoriiniin daha verimli ekspresyon vermesini ise primerler araciligiyla vektore sonradan
eklenen kozak dizisinin pFRT/DEST/FLAG/HA vektoriindeki kozak dizisine kiyasla

translasyon veriminin daha yiiksek olmasi ile acikladik (Resim 18).

Ayrica, Flp-In-HaCaT hiicrelerine kalic1 transfeksiyon siireci Oncesinde
pcDNAS/FRT RIPK4 vektoriinii HaCaT hiicrelerine gegici transfekte edip ekspresyonlarini
dogruladik (Resim 23). Sonrasinda kalic1 transfeksiyon icin pcDNAS/FRT RIPK4 vektoriinii
Flp rekombinaz vektorii ile birlikte Flp-In-HaCaT hiicrelerine birlike transfekte ettik ve
Higromisin™ ile segtik. Flp-In-HaCaT (klon 5.7) hiicrelerinde ¢ok sayida koloni elde ettik.
Bu klonlarda RIPK4’ii siirekli eksprese eden klonlar1 immiinoblot ile belirledik ve ileriki
caligmalar i¢inde en yiiksek ekspresyonu veren klon 3’ii kullandik (Resim 24). Klonlar aras1
goriilen ekspresyon seviyesi farkini FRT kasetine entegrasyon esnasinda olusabilecek
mutasyonlardan kaynaklanabilecegini diislindiik. Klon 5.7’°nin aksine klon 3.7°den yalnizca
iki klon elde ettik. Ancak bu klonlarin devamliligini saglayamadik. Oysa 3.7 Flp-In-HaCaT
hiicrelerinde yine pcDNAS/FRT vektoriine klonmis Y geninin eksprese oldugu klonlar
yasamistt (Resim 19). RIPK4’1 eksprese eden klonlarin yasamamasinin nedeni olarak bir
apoptoz modiilatorii olarak gorev yaptig1 daha evvel gosterilmis olan RIPK4’iin (29, 42),
klonlar arasinda FRT kasetinin transkripsiyonel olarak en aktif bélgeye entegre oldugu klon

3.7’deki yiiksek ekspresyonuna bagli olarak apoptozu indiiklemis olabilecegini diisiindiik.

RIPK4’tin klonlandig1 ekspresyon vektorii Higromisin direng geni icermesine
ragmen bir ATG baglatma kodonu ve genin ekspresyonunu tesvik edecek bir promotor
icermez. Bu vektoriin FRT kasetine yerlesmesi ile Higromisin direng geni SV40

promotdriiniin yania yerleserek eksprese olmaya baglar. FRT kasetindeki LacZ-Zeosin

84



fizyon geni ise SV40 promotiiriinden uzaklasir. Bundan dolayr FRT kasetine RIPK4
yerlesmis hiicreler Higromisin’e direngli ve Zeosin’e hassas hale gelirken B-Gal ekspresyonu
da gerceklestirmez (88). Bu bilgiden yola ¢ikarak hiicrelerde RIPK4’tiin FRT kasetine
entegrasyonunu [-Gal seviyelerini analiz ederek ve olusturulan klonlarda ekspresyonun

olmadigin1 gdstererek dogruladik (Resim 25).

Son asamada Flp-In-HaCaT hiicrelerinde RIPK4’{in ekspresyonunun immiinoblot ile
gosterilmesinin yaninda hiicre i¢i yerlesimini de immiinofloresan ile analiz etmek istedik.
Daha evvelki ¢alismalarimizda RIPK4’iin hiicre i¢i yerlesimini nadir olarak ¢ekirdekte daha
ziyade sitoplazmada noktasal yapilarda goriintiilemistik (112). Benzer hiicresel yerlesim
RIPK4’1in gegici olarak HaCaT hiicrelerinde eksprese edildigi 6rneklerde de goriildii (Resim
26). Ancak, RIPK4’i siirekli olarak eksprese eden Flp-In-HaCaT hiicrelerinde, RIPK4
boyamasinda kontrol bos Flp-In-HaCaT hiicrelerine kiyasla bir fark goriilmedi. Bu sonucu,
kalic1 transfeksiyonla saglanan ekspresyonun gecici transfeksiyonla saglanan ekspresyona
kiyasla olduk¢a az oldugunu (Resim 25) ve bu farkin immiinoblot ile belirlenmesi
miimkiinken, sinyal yiikseltme o6zelligi sinirli olan immiinofloresan yodntemiyle

belirlenmesinin miimkiin olamayabilecegi sekinde degerlendirdik (Sekil 26).

Sonu¢ olarak bu tez caligsmasiyla arastirilmasi istenilen genleri keratinosit
hiicrelerinde siirekli olarak eksprese ettirmeye hazir Flp-In-HaCaT hiicre hattin1 olugturmus
olduk. Epidermal farklilasmanin molekiiler mekanizasinin anlasilmasina yonelik
calismalarin uzun stiredir gergeklestirildigi boliimiimiizde tiim hiicrelerde siirekli olarak
istenilen genin ekspresyonunun saglanamamasi, gegici transfeksiyonda kullanilan ajanlarin
pahali olmasi ve HaCaT hiicrelerinde transfeksiyon veriminin diisiik olmasi ¢alismalarimiza
kisitlamalar getirmekteydi. Bu kapsamda olusturturdugumuz Flp-In-HaCaT hiicreleri ile
aragtirtlacak genin siirekli ekspresyonunun ihtiya¢ duyuldugu epidermal farklilagsma, yara
lyilesmesi, li¢ boyutlu deri organoidlerinin olusturulmasi, ¢ip lizerinde organ-hiicre gibi

caligmalar1 gergeklestirmemiz miimkiin olacaktir.

Bunlara ilaveten tez kapsaminda gergeklesen caligmalar sonucunda farkli hiicre
hatlarinda farkli genler i¢in kullanilabilecek daha verimli ve ucuz bir sistem bdliimiimiizde
kurulmus oldu. Boylelikle edinilmesi oldukca pahali olan, hiicre biyolojisi ¢aligmalarinda

siklikla basvurulan teknolojiyi boliimiimiize kazandirdik.
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