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Kisaltmalar

Fzd: Frizzled

APC: Adenamatoz Polipozis koli

TCF/LEF: T hiicre spesifik transkripsiyon faktor / lenfoid enhancer baglayici faktor
LRP: Lipoprotein-iligkili reseptor proteinleri
CaMKII: Ca**/Kalmodulin bagimli protein kinaz II
PKC: Protein kinaz C

JNK: Jun NH;-terminal kinaz

GSK3p: Glikojen sentez kinaz 33

NF-AT: Aktive edilmis T hiicre niikleer faktorii
Dvl: Dishevelled (memelilerde)

Dsh: Dishevelled (meyve sineginde)

PCP: Diizlemsel hiicre kutuplagmasi

CRD: Sisteince zengin birim

NF-«f: Niikleer faktor kapa B

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

FBS: Fetal si8ir serumu

pl: mikro litre

ml: mili litre

mM: mili molar

nmol: nano mol

rpm: Bir dakikadaki devir sayis1
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WNT GEN EKSPRESYON DUZEYININ APOPTOTIK UYARI VERILMIS
HUCRELERDE ARASTIRILMASI
Ilgin Oztiirk, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD. Temel T1p
Bilimleri Binas1 3. Kat 35340 Balgova-izmir

OZET

Bir¢ok calisma Wnt sinyal yolagmin programlanmis hiicre 6liimiinii (apoptoz) cesitli
mekanizmalar {lizerinden regiile ettigini gostermektedir. Apoptotik uyar1 verilmis bazi hiicre
hatlarinda ‘PCR Array’ yontemi ile yapilan caligmalarda Wnt sinyal yolaginda yer alan bir¢ok

genin ekspresyon diizeylerinde degisiklikler gézlenmistir (yaymlanmamis veri).

Bu caligmalardan yola cikilarak, Wnt1,Wnt4,Wnt5a,Wnt7a,Wnt7b, Wnt8a ve Wntl0a
genleri tez ¢alismamiz i¢in secildi. Bu genlerin apoptotik uyar1 altinda ki ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi hedeflendi. Bu amacla, ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin
belirlenmesinde, Ikili Lusiferaz Bildirici Deneyi (Dual Luciferase Reporter Assay), hiicrelerin
apoptotik siire¢lerinin incelenmesinde (apoptotik uyarmin Olclilmesinde) ise Kaspaz 3
aktivitesi 6l¢iimii kullanildi. Seg¢ilen genlerden sadece Wnt7b, Wnt8a ve Wntl0a promotor
dizileri bildirici vektorlere klonlandi. Bu vektorler Kelly hiicre hatta transfekte edildi ve
transfekte hiicrelerde apoptoz tetiklendi. Apoptotik uyarinin ardindan bildirici vektorlerin

liisiferaz 6l¢iimleri yapilarak veriler toplanda.

Yapilan deneylerde, apoptozun tetiklendigi transfekte hiicrelerde Wnt7b, Wnt8a ve

Wntl10a genlerinin promotodrlerinde normale gore 1,5 katlik bir artis izlendi.

Anahtar sozciik: Wnt Sinyal Yolagi, Lusiferaz Bildirici Deney Sistemi, Apoptoz



INVESTIGATION OF WNT GENE EXPRESSION LEVEL IN INDUCED
APOPTOSIS CELL
Ilgin Oztiirk, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD. Temel T1p
Bilimleri Binas1 3. Kat 35340 Balgova-izmir

ABSTRACT

There are many studies reporting that Wnt signaling pathways regulate programmed cell
death through different molecular mechanisms. In one of our previous studies we observed
striking differences in genes of the Wnt signaling pathway by using a PCR array methodology
(unpublished data). Based on these data we chose to study differences in the levels of
Wntl,Wnt4,Wnt5a,Wnt7a,Wnt7b, Wnt8a and Wntl10a genes after before and after apoptotic
stimuli. A dual luciferase reporter assay was used to evaluate gene expression and caspase 3
activation was used for the evaluation of apoptosis. Only Wnt7b, Wnt8a and Wntl0a
promoters were cloned in to reporter vectors. These vectors were transfected in to Kelly cells
which were subsequently induced to undergo apoptosis Luciferase measurements of each
promoter were evaluated. An 1.5 fold increase in activity was observed for the Wnt7b, Wnt8a

and Wnt10a gene promoters after apoptotic induction.

Keywords: Wnt Signaling, Dual Luciferase Reporter Assay, Apoptosis



1 GIRIiS VE AMAC

Omurgalilarin gelisimi, hiicre davranismi etkileyen bir¢ok sinyal yolagnimn birlesimi ile
kontrol edilmektedir. Wnt sinyal iletimi, embriyo gelisimi ve doku olusumu i¢in gerekli olan
baslica sinyal yolaklarindan birisidir. Wnt sinyali ayrica omurgali ve yetigkin kok hiicre
gelisiminin reglilasyonundan da sorumludur. Yapilan ¢alismalar bu sinyal yolagindaki
sorunlarm kusurlu embriyo ve dokularin olusumuna neden oldugunu géstermektedir. Bununla
birlikte, Wnt sinyalinin bozulmasi gelisim bozukluklarmna ve kansere neden olmaktadir. Wnt
sinyal yolagi iki temel smifa ayrilmaktadwr. Bunlar, ‘canonical’ (kanonikal) ve ‘non-
canonical’ (kanonikal olmayan) yolaklardir. Sinyal, her iki yolakda da Wnt ligandlar1 ve
Frizzled reseptorleri araciligiyla baslatilir. Kanonikal yolak, hiicrelerin proliferasyon ve
farklilasmasmi regiile eden, p-katenin: T hiicre spesifik transkripsiyon faktor/lenfoid
enhancer baglayict faktor (TCF/LEF: T-cell factor/lymphoid factor) aracili gen
ekspresyonunu tetiklemektedir. Kanonikal olmayan Wnt sinyal iletimi hiicre i¢i kalsiyum
iyonu (Ca*") ve Jun NH,-terminal kinaz (JNK) araciligiyla kontrol edilmektedir. Bu sinyal
yolagi, gen ekspresyonunda anahtar rol oynayan bir transkripsiyon faktorii olan Aktive
edilmis T hiicre niikleer faktorii (NF-AT) aracili gen ekspresyonunu tetiklemektedir.

Hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasinin yanisira, programlanmis hiicre 6limiiniin
omurgali gelisimi siiresince doku homeostazi ve morfogenez gibi siireclerde onemli rol
oynadig1 iyi bilinmektedir. Programlanmis hiicre 6liimii ve Wnt sinyali arasindaki iliski son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar ile olduk¢a kabul gérmiistiir. Cesitli organizmalarda yapilan
bircok calisma Wnt sinyal iletiminin programlanmis hiicre 6liimiinii birgok farkli mekanizma
iizerinden regiile ettigini gdstermistir.

Bu calismada Wnt sinyal iletiminde yer alan Wnt proteinleri ile programlanmis hiicre
Olimii arasindaki iliskinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla apototik uyart verilmis

hiicre hattinda Wnt genlerinin promotor dizilerinin ekpresyon diizeyleri incelenmistir.



2 GENEL BiLGILER

Omurgalilarim  gelisim  silirecinde, hiicreler genis Olglide birbirleriyle iletisim
halindedirler. Bu hiicresel etkilesimler; dogru konumlanma ( right positions), hiicre akibeti
(fate), yonelme (orientation),biiylime ve bigimlendirmenin(patterning) diger yanlar1 (aspects)
icin Oonemlidir. Embriyogenez siiresince hiicreler arasi sinyal iletimi, Fibroblast biiyiime
faktorii (FGF), Tumor biiylime faktorii-beta (TGF-B), Hedgehogs ve Wnt gibi salgilanan
faktorlerin bir¢ok ailesi ile iligkilidir. Salgilanan proteinlerin genis bir ailesi olan Wnt
proteinleri sistein amino asidince zengin proteinlerdir. Drosophila ve Caenorhabditis elegans
ile yapilan genetik caligmalar, Xenopus ve gen knockout farelerde yapilan axis olusum
deneyleri Wnt proteinlerinin hayvan gelisiminde biiyiik 6lciide yer aldigmi gostermistir(1).

Wnt sinyal yolagi ile ilgili ¢caligmalar, 1980’lerde ve 1990’larda Int! geninin, meme
bezi tlimorlerinin olusumuna katkisinin  belirlenmesi  sonucunda onkogen olarak
tanimlanmasiyla baglamistir (2). Bunun ardindan wingless (wg), Baker tarafindan
“Drosophila melanogaster segment polarite geni” olarak tanimlanmistir. Wg, metamorfozda
eriskin eklem olusumu ve embriyogenez siirecinde islev gostermektedir. Segment polarite
geni olan wg’nin fare I/nt/ homologu oldugu kesfedilmistir (3). Wg kelimesinin [Int/
kelimesiyle birlestirilmesi ile “Wnt” ad1 ortaya ¢ikmaistir.

Wnt’ler ilk olarak memeli onkogenleri, daha sonra da embriyogenez boyunca hiicre-
hiicre etkilesimlerini diizenleyen genler olarak tanimlanmiglardir. Wnt proteinleri; evrim
siiresince yliksek diizeyde korunmus, hiicre c¢ogalmasi, farklilagsmasi, hiicre gogii ve
programlanmis hiicre 6liimii gibi bir ¢ok hiicresel siirecte anahtar rol oynayan sistein amino
asidince zengin glikoproteinlerdir (4). Wnt’ler hiicre yilizey reseptor proteinlerine baglanirlar.
Bu reseptorler; membrant yedi kez gegen Frizzled reseptor ailesi ve Lipoprotein-iliskili
reseptor proteinleridir (LRP5/6)(5).

Wnt- Frizzled sinyal iletim yolagi , ‘kanonikal Wnt sinyal iletimi’ ve ‘kanonikal
olmayan Wnt sinyal iletimi’ yolagi olmak iizere temelde ikiye ayrilmaktadir. Kanonikal yolak
B-katenin bagimli oldugundan Wnt/ B-katenin sinyal yolagi olarak da bilinmektedir. Wnt
proteinlerinin Frizzled reseptorlerine ya da Frizzled/ LRP5-6 reseptor komplekslerine
baglanmalar1 ii¢ farkl sinyal kaskadindan birini aktive eder(6). Bu kaskadlar; kanonikal Wnt
sinyal yolagi (7), kanonikal olmayan Wnt/PCP yolagi(7,8) veya kanonikal olmayan Wnt/Ca*"
(8-10) yolagidur.



2.1 Kanonikal Yolak (B-Katenin Yolagi)

Kanonikal yolak, yukarida belirtilen yolaklar arasinda en iyi anlasilmis olan yolaktir.
Kanonikal Wnt yolaginin, programli hiicre c¢ogalmasi ve hiicre 6liim olaylarini, hiicre
farklilasmasin1 ve hiicre-akibetini, gelisim ve neoplazinin baglama ve devamindaki
(perpetuation) programlanmamis olaylar1 da regiile ettigi bilinmektedir (11,12). Yakin
zamanda, kemik iligindeki ve derideki kok hiicrelerin Wnt kanonikal sinyal yolagi tarafindan
regiile edildigine dair deliller, Wnt yolagmin doku yenilenmesinde 6nemli rol oynadigim
onermektedir (11).

Kanonikal Wnt sinyal iletimi, B-kateninin sitoplazmik stabilitesini kontrol eder. Wnt
yoklugunda, B-katenin; yap1 proteini Axin, APC (Adenomatous Polyposis Coli), kazein kinaz
1 (CK-1) ve glikojen sentez kinaz 3 (GSK3) proteinlerinden olusan komplekse baglanir. CK-
Ive GSK3 sirastyla B-katenini N-terminal ucundan fosforiller. Fosforile B-katenin, E3 ubikitin
ligaz B-Trcp tarafindan taninir ve proteozomal yikima ugrar. Wnt sinyalinin yoklugunda,
TCF/LEF transkripsiyon faktorii, Groucho transkripsiyonel korepresor proteine baglanir. Bu
sekilde, TCF, Wnt sinyali yoklugunda p-kateninin hedef genlerinin aktif transkripsiyonel
represorii olarak davranir (Sekil.1A) (13).

Wnt ligandi, LRP5/6 (koreseptdr) beraberinde bulunan Frizzled reseptoriine
baglandiginda Dvl proteini plazma membraninda tutulur (14). Kazein kinaz 1 ve PKCa
tarafindan Dishevelled (Dvl) proteinlerinin fosforilasyonu tetiklenir. Fosforillenmis olan Dvl,
Axinin, Axin-APC-GSK3p kompleksinden ayrilmasma neden olur ve B-katenin’in GSK3f
tarafindan fosforillenmesini engeller. Fosforile olmayan [-katenin proteozomal yikima
ugramaz, B-katenin sitoplazmada birikir ve hiicre niikleusuna gecer. Burada TCF/LEF ailesi
transkripsiyon faktorleri ile baglanarak, aralarinda c-myc ve siklin D, VEGF’nin de

bulundugu bir¢ok hedef genin transkripsiyonunu degistirir (Sekil.1B) (15).
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Sekil.1 Wnt/B-katenin sinyal yolag1 (16)
2.2 Kanonikal Olmayan Yolaklar

Drosophila ve omurgalilardaki kanonikal olmayan Wnt sinyal yolaklar1 heniiz ¢ok iyi
karakterize edilememistir. Buna karsin sinyal yolaginin; omurgali gastrulasyonu sirasinda
yakinsal uzanim (convergent extension) ve Drosophila’da tiiylerin polarizasyonu gibi
sireclerin B-katenin bagimsiz regiilasyonunda fonksiyon gosterdigi diisiiniilmektedir (16,17).

Kanonikal olmayan yolak, baslica Wnt4, Wnt5a ve Wntl1 sinyal molekiilleri ile sinyal
iletimini gergeklestirmektedir (8). Bu molekiillerden Wnt11 bobrek olusumu i¢in gereklidir ve
yoklugu yeni dogan farede bobrek hipoplazisi ile sonuglanir (18) . Wntl1 ayrica néronlarin,
glial hiicrelerin ve melanositlerin uygun mikro cevrelerine ulasmalar1 i¢in hiicre gogiine
rehberlik etmektedir (19). Bir diger ligand Wnt4, gonadal androjenin disi embriyolarinda
sentezini inhibe ederek disi gonadal gelisimini destekler(20).

Kanonikal olmayan yolak B-kateninden bagimsizdir ve diizlemsel hiicre kutuplagmasi
(Planar cell polarity-PCP) ve Wnt/Ca>" sinyal yolaklarini kapsamaktadir. Kanonikal olmayan
yolakta Wnt sinyalinin, LRP5/6 yardimci reseptoriinden (coreceptor) bagimsiz olarak sadece
Fzd araciligiyla iletildigi diisiiniilmektedir(21). Ancak yapilan ¢alismalar LRP6’ nin yakinsal

uzanim mekanizmasini regiile ettigini géstermistir (22).



2.2.1 Kanonikal Olmayan Wnt/PCP Yolag

IIk olarak Drosophila’ da tanimlanan Fzd ve Dvl aracilikli PCP yolagi, c-Jun-N-
terminal kinaz (JNK) ve Rho-iliskili kinaz (Rho-kinaz) proteinlerini aktive eder. Bu
proteinlerin aktivasyonu sinegin killarinin, kanat tiiylerinin ve gozii olusturan birimlerin
(ommatidium) yonelimini kontrol eder (23). Wnt/PCP yolagi da Wnt/Ca*" yolag1 gibi
heterotrimerik G proteinine bagimli bir yolaktir (17).

Dishevelled, GTPaz’ larin Rho ailesi liyelerinden RhoA ve Raclaktivasyonuna yol acan
birbirinden bagimsiz ve birbirine paralel iki yolag:1 aktive eder. Ik yolak Dvl iliskili
morfogenez 1 aktivatorii (Daaml) aracigiyla Rho’ ya sinyal iletir (24). Bu Rho yolagi, sito
iskelet yeniden diizenlenmesine aracilik eden Rho-iligkili kinaz Rock’in aktivasyonuna yol
acar (17). Ikinci yolak JNK aktivitesini uyaran Rac proteinini aktive eder (Sekil.2) (25).
Memelilerde JNK1, JNK2 ve JNK3 olmak iizere 3 tip JNK bulunmaktadir. JNK1 embriyonik
g0z kapagi agikliginin kapanmasi i¢in gereklidir. Farede JNK1 ve JNK2’ nin yoklugu noral
tiip agikligmin kapanmasinda kusura yol actigindan farenin 6liimiine neden olmaktadir. Bu
gozlemler JNK yolagmmin epitelyal ve noroepitelyal hiicrelerin gogiinii regiile ettigini
gostermektedir (26,27). Ozetle, PCP sinyal iletimi aktin sito-iskeletinin kontrolii ile
sonuclanir ve Dvl 1yi1 bilinene aktin regiilatorleri olan Rho ve Rac proteinlerini aktive eder

(28).



Altin hiicre
1iskelet:

Sekil. 2 Kanonikal olmayan Wnt/PCP sinyal iletimi (29)

2.2.2 Kanonikal Olmayan Wnt-cGMP/Ca*" Sinyal Yolag

Kanonikal olmayan Wnt ligandlarinin Fzd reseptorlerine baglanmasi hiicre i¢i Ca*"
seviyesinin artisina neden olur. Kalsiyum salinimi ve hiicre i¢i kalsiyumun birikmesi,
Ca’"/Kalmodulin bagimli protein kinaz IT (CaMKII) ve protein kinaz C (PKC) gibi kalsiyuma
duyarli proteinlerin aktivasyonu neden olur. Onemli olarak, Wnt/Ca>" yolaginin B-katenin

yolagimin antagonisti oldugu ve hiicre go¢iinii uyardigi gosterilmistir (23).



Wnt/Ca>" yolag1, bazt Wnt’lerin ve Fzd reseptorlerinin endoplazmik retikulumdan hiicre
icine Ca®" salmimmni uyardig1 ve bu yolagin G-proteinlerine bagimli oldugu bulgular: ile
ortaya ¢ikmustir(30). Zebra baligi ve Xenopus embriyolarinda gastrulasyon siirecinde Ca®”
dalgalanmalar1 goriintiilenmistir (31). Wnt5a, Wntl1 ve sigan Fz2 (RFz-2) proteinleri hiicre
icine Ca”" salinimini saglayabilme kapasiteleri vardir. Zebra baligi embriyosunda Wnt5a ve
RFz-2 asir1 ekspresyonu zebra baligmin dis yiizey hiicrelerinde (enveloping layer cells)
kalsiyum akisinin sikligini1 uyarmaktadir. Yine, Xenopus embriyosunda wnt5a veya Wntl1’ in
asir1 ekspresyonu PKC ve CaMKII” yi aktive etmektedir (17).

Wnt/Fzd etkilesimi, trimerik G proteini aktivasyonu ile Dvl aktivasyonuna aracilik eder.
Bu fosfolipaz C’yi1 aktive eder. PLC, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat’ 1 (PIP2) diagil gliserol
(DAG) ve inositol trifosfat (IP3) molekiillerini olusturur. Bu molekiillerden IP3 hiicre i¢i Ca*"
konsantrasyonunu artirir. Ca>* ve DAG, omurgali gastrulasyonu boyunca hiicre adhezyonu ve
doku ayrilmasini regiile etmek icin Cdc42’yi aktive eden PKCa’ y1 aktive eder (sekil. 3).

Wnt/Fzd ayrica ¢cGMP-6zgiil fosfodiesteraz PDE6’y1 aktive eder. Boylece azalmis
hiicresel cGMP ve protein kinaz G (PKG) inaktivasyonu hiicresel Ca>” konsantrasyonunun
artisina yol acar. Artmig Ca®" , CaMKII ve fosfataz CNA’ y1 aktive eder. CNA ventral hiicre
akibetini diizenleyen NF-AT transkripsiyon faktoriinii aktive eder. CaMKII, TGF aktive
edilmis kinaz (TAKI) ve Nemo-benzeri kinaz (NLK) gibi B-katenin/TCF sinyal iletimi
antagonistlerini aktive eder. TAKI ve NLK aktivitesi, B-katenin/TCF’ 1 inhibe ederek dorsal
aksis olusumunu destekler (sekil.3) (32).



Aktin hii
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Sekil.3 Kanonikal olmayan Wnt/Ca®" sinyal iletimi (29)

2.3 Whnt Sinyal iletisinde Rol Oynayan Bashca Proteinler

2.3.1 Wnt Proteinleri

Wntl’in tanimlanmasindan itibaren, genom analizi memelilerde diger 18 Wnt geninin
varligint meydana ¢ikardi. Tiim Wnt proteinleri, sekresyon ig¢in sinyal peptidi, dogru
katlanmay1 ve sekresyonu saglamak i¢in bir¢ok asparagin-bagli (linked) glikozilasyon bdlgesi
ve oldukga korunmus 23-24 sistein kalintisi (rezidii) gibi temel ortak &zelliklere sahiptirler.
Bu o6zellikleri goz oniine alindiginda Wnt prorenleri; lipid modifiye salgi glikoproteinleridir.

Wnt proteinleri genellikle 350-400 amino asit uzunlugundadir ve 36-40 kDa molekiil

10



agirhigina sahiptir. Drosphila Wg gibi bazi Wnt proteinleri, protein merkezinin yakinlarinda
85 amino asitlik bir birim igermektedir (33).

Wnt ailesi iiyeleri; doku homeostazini, kok hiicre idamesini, hiicresel proliferasyonu,
neoplastik transformasyonu ve tiimor baskilamayi kapsayan ¢ok cesitli biyolojik siiregleri
kontrol eden farkli reseptor kombinasyonlar: araciligiyla hiicre-hiicre sinyallerinin medyatorii
olan salgilanmis proteinlerdir (34). Wnt arastrmalarinin baslamasindan itibaren insanda ve
farede 19 farkli izoform tanimlanmistir. Bu izoformlardan 17si Xenopus, 7si Drosophila ve 51
C. Elegans’da da tammmlanmistir (12).

Xenopus embriyosunda yapilan ¢alismalar 6zglil Wnt genlerinin  ektopik
ekspresyonlarinin farkli fenotipik sonuglarin ortaya c¢iktigini gostermektedir. C57MG
faresinde, memeli epitelyal hiicrelerinde Wntl, Wnt2 ve Wnt3a’nin gecici expresyonu
morfolojik transformasyonlara neden olurken diger Wnt proteinleri hiicre morfolojisi iizerine
cok az etki etmektedirler (35). Buna ek olarak, Xenopus embriyosunda, Wntl, Wnt3a ve
Wnt8” in dort hiicreli embriyonun ventral blastomerine enjeksiyonu body aksisinin
duplikasyonuna sebep olmaktadir, ancak Wnt4, Wnt5a ve Wntl1 genlerinin asir1 ekspresyonu
ise aksis duplikasyonunu tetiklemeden morfogenetik hareket ile iligskilendirilmektedir (36) .

Sonug olarak, Wnt proteinleri genellikle, Xenopus embriyosunda ikincil body aksis
olusumunu tetikleyebilme ve belirli sinyal kaskatlarmi aktive edebilme kapasitelerini temel
alarak, Wntl ve Wnt5 olmak tizere iki temel sinifa ayrilirlar. Wntl smifi, Wntl, Wnt2, Wnt3,
Wnt3a, Wnt8 ve Wnt8a proteinlerinden olusmaktadir ve Xenopus’ da ikincil body aksis
olusumunu tetiklemektedirler. Wntl sinifi Wnt proteinleri, Frizzled membran resoptorii ve
LRP5/6 yardimci reseptoriiniin aktivasyonunu kolaylastirir. Sonu¢ olarak bu aktivasyon
Kanonikal Wnt/B-katenin yolagini harekete gegirir. Wnt5a sinifi, Wnt4, WntS5a, Wnt5b, Wnt6,
Wnt7a ve WntlIproteinlerinden olusmaktadir ve ikincil aksis olusumunu tetiklemezler. Bu
siifa ait Wnt proteinleri Frizzled membran reseptoriine baglanarak Kanonikal olmayan sinyal
yolaklarin1 aktive ederler. Wnt proteinleri {izerine yapilan ¢alismalar bu proteinlerin ¢ok
cesitli hiicre i¢i yolaklari tetikleyerek fizyolojik degisikliklere sebep oldugunu géstermektedir
(37).

2.3.2 FRIZZLED Proteinleri

Frizzled genleri birden fazla sinyal ileti yolaginda gorev alan integral membran

proteinlerini kodlar. Frizzled proteinleri, diger bazi ligandlarla birlikte, salgilanan Wnt
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proteinlerinin reseptorleridir. Frizzled, Wnt sinyalinde ve diger sinyal yolaklarinda reseptor
gorevi yapan, G-protein aracili (coupled) reseptor proteini ailesidir. Hiicre polarizasyonunun
diizenlenmesinde kritik dneme sahiptirler. Bunun yani1 sira embriyonik gelisim, doku ve hiicre
polarizasyonu, noronal sinapslarin olusumu, hiicre proliferasyonunun regiilasyonu i¢in
gereklidir. Bu proteinler siingerden insana kadar ¢ok ¢esitli canlida tanimlanmistir (38).
Frizzled proteinlerinin boyutlar1 500-700 amino asit arasinda degismektedir. Proteinin;
sisteince zengin birimi (Cystein Rich Domain) ve 40-100 amino asitlik hidrofobik baglama
bolgesi iceren amino ucunun hiicre disinda oldugu tahmin edilmektedir. Fzd proteinleri hiicre
membranini yedi kez gecen ve a-heliks yapisinda olan hidrofobik birim i¢ermektedir. Hiicre
ic1 karboksil ucu degisken uzunluktadir ve farkli aile liyeleri arasinda korunmamistir (38).
Wnt’lerin Fzd reseptorlerine baglanmasi icin gerekli ve yeterli olan CRD, 120-155 amino asit
kalintis1 igermektedir. Bu kalintilardan on tanesi aralarinda disiilfit bag1 olusturan korunmus

sistein amino asitleridir (sekil.4) (39,40).

e — Ekstraseliiler

Membranlar-arasi
domain

Sitoplazma

Sekil.4 Frizzled protein yapisi

2.3.3 LRP5/6 (Low-density-lipoprotein receptor-related proteins 5 and 6)

proteinleri

Diistik yogunluklu lipoprotein iliskili proteinler 5 ve 6 (LRP5/6) ve onlarin Drosophila
homologu ‘arrow’ membranm tek sefer gegen, Wnt koreseptorii olarak davranan ve Wnt/B-
katenin sinyal iletimi i¢in zorunlu olan proteinlerdir (5,(41). LRP reseptoriiniin sitoplazmik

uzantis1 (tail), Wnt sinyal yolaginin uyarilmasi ile fosforillenebilen bir¢ok Pro-Pro-Pro-
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(SerTrp)Pro [PPP(S/T)P] motifi igerir (42). Bu LRP5/6 proteinlerinin hiicre i¢i biriminde bes
kez tekrarlayan PPPSP motifi Wnt/B-katenin sinyal iletimini baslatmak i¢cin gerekli ve
yeterlidir (42). LRP’nin PPP(S/T)P motifi {izerinden fosforilasyonu, Axin i¢in kenetlenme
(docking) bolgesi saglar (43,44). LRP kuyrugunun fosforilasyonu GSK3 ve CKlgamma

olmak tizere iki protein kinaz tarafindan diizenlenmektedir (12).

2.3.4 Axin

Axin, ilk olarak Xenopus embriyolarinda Wnt sinyal yolagmin bir inhibitorii olarak
tanimlanmistir. {lerleyen c¢alismalarda axinin APC, P-catenin ve GSK-3B’ya dogrudan
baglandig1 gosterilmistir (16). Xenopus, Drosophila ve memeli kiiltiirii hiicreleri lizerinde
yapilan bircok in vivo ve in vitro ¢aligmalarda axinin, B-kateninin down-regiilasyonunda
merkezi bir rol oynadig1 gosterilmistir (45, 46). Axin, N-terminal bdlgesinde G protein sinyal
iletim regiilator birimi ( Regulatory of G protein signaling- RGS domain) icermektedir. RGS
birimi Adenomatous polyposis coli (APC) proteini i¢in baglanma bolgesidir(47). Ayrica axin,
GSK-3p, B-katenin, Dvl ve protein fosfataz 2A (PP2A) i¢in baglanma bolgelerine sahiptir
(Sekil.5).

Sekil.5 Axinin yapisi ve axine baglanan proteinler (53)

Sekil. 5° de gosterilen kompleksin varliginda axin, GSK-3f tarafindan p-kateninin
fosforilasyonunu arttrrmaktadir (45). Axin GSK-3p’y1 aktive ederek B-kateninin
fosforilasyonunu arttrrmaz. Axin, P-katenini GSK-3B c¢evresine yerlestirerek ve etrafinda
tutarak [-kateninin fosforilasyonunu kolaylastirir(48). Axin ayrica APC’ nin GSK-3f

tarafindan fosforilasyonunu da kolaylastirmaktadir (46).
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2.3.5 B- Katenin

Beta-katenin (B-katenin), insanlarda CTNNBI geni tarafindan kodlanan bir proteindir
(49). Drosophila’da homolog proteini armadillo olarak adlandirilir. B-kateninin, dizi analizi
yapildiginda bu proteinlerin armadillo ailesine iiye oldugu bulunmustur. Bu proteinler,
protein-protein baglanmalar1 i¢in 6zellesmis ‘armadillo tekrar birimi’ adli ¢oklu kopyalara
sahiptir. B- katenin, adheran baglantilar1 olusturan kadherin protein kompleksinin bir alt
birimidir ve Wnt sinyal iletiminin temel bileseni oldugu gosterilmistir. Adheran baglantilar,
hiicre gelisimini ve hiicreler arasi adhezyonu regiile ederek epitel hiicre tabakalarmin
olusturulmasint ve devamliligimni saglar. P-katenin, kadherinlerle ve alfa-kateninle
eslesmediginde, Wnt sinyal yolaginin negatif diizenleyicisi olan ICAT (Beta-catenin-
interacting protein 1) ve APC gibi diger proteinlerle etkilesir (50).

Wnt proteininin yoklugunda, GSK3f B-katenin proteinini fosforiller. f-katenin, GSK3
ve APC ile kompleks olan axin (scaffolding protein) ile iligkilidir. kompleksin olusumu
GSK3’1in etki etmesini kolaylastirarak B-kateninin fosforilasyonunun artmasina neden olur. 8-
katenin fosforillendiginde hiicre i¢inde yikima ugrar ve sitoplazmada birikmez. Wnt liganda,
frizzled reseptdriine baglandiginda, dishevelled membranda alikonur. Dvl, Axinin, Axin-
APC-GSK3pB kompleksinden ayrilmasina neden olur ve B-katenin’in GSK3p tarafindan
fosforillenmesini engeller. Boylece sitoplazmadaki pB-katenin seviyesinin artigma izin verilir
ve sonug olarak B-katenin nukleusa gecer. TCF/LEF transkripsiyon faktorii ile etkileserek c-
myc, siklin D gibi belirli hedef genleri aktive etmek i¢in TCF ve LEF ile etkilesir (13).

B-katenin onkogen olarak etki gosterebilir (51). Bazal hiicre karsinomu olan insanlarda
artmis B-katenin iiretimi kaydedilmistir. Ayrica artmis B-katenin tiretimi, ilgili timoriin hiicre

cogalmasinda artisa yol agar (52).

2.3.6 APC

APC geni, cesitli fetal ve yetiskin insan dokusunda ekprese edilen, coklu domain igeren
2843 amino asitlik biiylik bir proteini kodlamaktadir. Wild-type protein yaklagik 310 kDa
biiytikligiindedir ve farkli fonksiyonel domainler icermektedir(53).

Adenomatous polyposis coli (APC) proteini, ilk basta insan kolon kanserinde bir tiimor
baskilayic1 olarak kesfedilmistir. Bunun ardindan proteinin, Wnt sinyalinde [-katenin’in

kararhiligini artirdigi kesfedilmistir(54).
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2.3.7 TCF/LEF

TCF/LEF, DNA baglayan transkripsiyon faktor ailesidir ve [-katenin aracili gen
reglilasyonunun 6nemli bir bilesenidir. Drosphila® da ve C. Elegans’ da tek TCF geni
bulunurken memelilerde Tcf-1, Tcf-3, Tcf-4 ve Lef-1 olmak iizere dort aile {iyesi vardir.
TCF/LEF ailesi proteinleri DNA’ ya ‘High mobility group (HMG)’ birimi araciligiyla
baglanirlar. Bu HMG birimi, TCF proteinlerinin DNA’ da AGA/TA/TCAAAG olarak
tanimlanan korunmus motife 6zgiil bir sekilde baglanmalarma olanak saglar(55).

Wnt sinyali yoklugunda, Tcf proteinleri, hedef genlerin promotér ve kuvvetlendirici
(enhancer) dizilerindeki AGA/TA/TCAAAG motifi ile etkilesir ve DNA’nin ¢arpici bigimde
90 dereceden fazla egilip, katlanmasma neden olur. B-katenin yoklugunda TCF, histon
deasetilasyonunu ve kromatin yogunlagmasini tesvik eden represor protein Groucho (insanda
TLET1) ile etkileserek gen ekspresyonunu baskilar (56).

B-katenin nukleusa girdikten sonra, TCF’ nin N-terminal ucuna baglanir ve TCF’ yi
transkripsiyonel aktivatore doniistiirtir (57). B-katenin bunu, Groucho es-baskilayicisini (co-
repressor) Tcf’den ayirarak ve Wnt hedef genlerinde bdlgesel kromatin yapisinda degisikliler

yapabilecek ¢esitli proteinleri bir araya getirerek basarir (58).

2.3.8 Glikojen Sentaz Kinaz 3 (GSK3)

Glikojen Sentez Kinaz 3 (GSK3) ilk olarak 1980°de Embi ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmistir (59). GSK3, mayadan insana kadar uzanan genis bir canli araliginda olduk¢a
korunmus bir proteindir. GSK3 proteinleri glukoz metabolizmasinda anahtar diizenleyici
enzimler olarak tanimlanmis serin/treonin kinazlardir. Memeliler GSK3a (51kDa) ve GSK3p3
(47kDa) olmak iizere farkli genlerden iki izoform eksprese etmektedirler. Bu izoformlarin
katalitik birimleri %97 aminoasit dizi benzerligi icermektedir (60). Kesiflerinden bu yana
GSK3’lerin, aralarinda Wnt sinyal yolagmin da bulundugu cesitli sinyal yolaklarinda, 6nemli
rollerinin oldugu gosterilmistir (61). Bir ¢ok calisma GSK3 regiilasyon bozuklugunun,
ozellikle yiiksek aktivasyonunun (hyperactivation), obezite, diyabet, enflamasyon, ndrolojik
bozukluklar ve tlimor olusumu gibi patalojik durumlara neden oldugu bilinmektedir (60).

Yeni kanitlar GSK3’lin ndrogenez, noronal migrasyon, noronal polarizasyon ve akson
biliylimesi gibi siireclerlerde anahtar diizenleyici enzim oldugunu ortaya koymaktadir (62).

GSK3’1lin substratlari; cyclic AMP response element (CREB), Nucleer Factor activated T
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cells (Nfat) protein ailesi, neurogenin 2, SMADI, c-Jun ve [-katenin gibi bir¢ok
transkripsiyon faktoriidiir. Bu transkripsiyon faktorlerinin hepsi sinirsel gelisim siirecinde gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (63). GSK3, yukarida sayilan
transkripsiyon faktorlerini, onlarin protein seviyelerini, DNA baglama aktivitelerini ve
niikleer lokalizasyonlarini degistirerek kontrol eder. Bu faktorlerden bir¢ogu GSK3 ile

fosforile edildikten sonra ( B-kateninde oldugu gibi) proteozomal yikima ugrar (73).

2.3.9 Dishevelled (Dsh/Dvl)

Dishevelled (Dsh) ilk olarak Drosophila’da, kanat killar1 ve govdede yonelim
bozuklugu fenotipine dayanilarak tanimlanmistir (64). Dishevelled proteini Hydra’dan insana
kadar bir¢ok canlinin gelisimsel siirecinde yer almaktadir.

Insanda ve farede {ic Dsh homologu (Dvl 1, 2 ve 3) tanimlanmstir. Bu proteinler
yaklasik 750 amino asitten olusmaktadir ve yliksek dizi homolojisine sahiptirler (64). Dvl
proteinlerinin; amino terminal DIX (80 amino asit), merkez PDZ (90 amino asit) ve karboksil
terminal DEP (80 amino asit) olmak iizere iic korunmus birimi vardir. Ayrica, temel bolge ve
prolin zengin bolge olmak iizere diger iki korunmus bolgelerin protein-protein etkilesiminde
ve/veya fosforilasyonda etkili oldugu gosterilmistir (sekil.6) (25).

Wnt sinyal iletiminin anahtar bileseni olan Dishevelled (Dsh/Dvl) proteini, Wnt
sinyalini, reseptorlerden alt akim proteinlerine (effector) aktarir. Dvl’in Wnt sinyal iletimi ve
embriyogenezdeki dnemi fazlasiyla kabul gérmiistiir. Kanonikal Wnt yolaginda, Dvl Frizzled

reseptor tarafindan alikonur ve sitozolik B-katenin yikilimini 6nler.(24)

Basit ve Serin-Treonince Prolince Zengin Korunmus C-terminal
Zengin Bolgeler Bolgeler Bolgesi

Sekil. 6 Dishevelled proteininin korunmus birimleri
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2.4 Programlanms Hiicre Oliimii

Programlanmis hiicre o6limii ¢ok hiicreli canlilarda istenmeyen hiicrelerin ortadan
kaldirilmasi i¢in evrimlesmis kontrollii, programli ve fizyolojik bir hiicre 6liim stirecidir(65).
Bir hiicre 6liim mekanizmas1 olarak apoptozun en ilging 6zelligi apoptotik silirecte cevresel
dokunun bu yikimdan etkilenmesinin tamamen engellenmesidir. Apoptotik hiicre 6liimiinii
nekrotik hiicre Oliimiinden aywan bu durum, hiicre 6liimii swrasinda ortaya ¢ikan hiicresel
bilesenlerin membran ile ¢evrili apoptotik cisimcikler adi verilen vezikiiller halinde komsu
hiicreler (fagositler) tarafindan yutularak (fagositoz) enflamasyona neden olmadan ortadan
kaldirilmas: ile karakterize edilmektedir (66, 67). Apoptotik siire¢ sirasinda hiicrelere
disaridan bakildiginda hiicrenin biiziiserek tomurcuklandig1 (blebbing) ve nihayetinde bu
tomurcuklarin ayr1 apoptotik parcaciklar halinde ¢evreye yayildigir goézlemlenir. Hiicrelerin
icerisinde ise pek cok karakteristik degisim meydana gelmektedir. Bu hiicresel degisimlerden
ilk dikkat ¢eken niikleusun yogunlasmasi ve DNA’nin her biri yaklasik 200 baz ¢iftinden
olusan niikleik asit kalintilarina parcalanmasidir (fragmantasyon) (65, 68). Diger organellerde
de benzer dramatik degisimler goriilmektedir.  Mitokondride dis  membran
gecirgenlesmektedir ve bu siire¢ apoptoz sirasinda gerceklesebilecegi gibi basli basina
apoptozu tetikleyebilme kabiliyetine de sahiptir (69). Hiicre iskelet elemanlarinin spesifik
kesimi ve protein sentezinin inhibisyonu da hiicresel degisimler arasindadir (70). Hiicre
membraninda da hem tomurcuklanmanin gerceklesebilmesi i¢in hem de fagositik sinyallerin
membranin ekstraselliiler yiiziine ¢ikabilmesi i¢in g¢esitli degisiklikler meydana gelmektedir
(84,85). Bir arada diisiiniildiigiinde bu degisimler hiicresel yasam destek sistemlerinin birer
birer kapatilmasi ve hiicrenin fizyolojik 6liim siirecine hazirlanmasidir (86).

Programlanmis hiicre Oliimii siirecinde yiizlerce proteinin proteolitik kesimi hem
yukarida sayilan organel diizeyindeki degisimleri organize etmektedir hem de apoptotik
sinyalin hiicresel yayilimimi saglamaktadir. Bu proteolitik kaskad, kaspazlar adi verilen bir
grup sistein-aspartat proteaz tarafindan baslatilmakta ve yiiriitiilmektedir (71). Kaspazlar
sagliklt hiicrelerde inaktif enzim Onciilleri (zimojen) olarak bulunmaktadir ve proteolitik
aktiviteleri ¢cok azdir ya da hi¢ yoktur (pro-kaspaz) (72). Buna karsin apoptozun tetiklendigi
yolaklarin tamaminda kaspaz aktivasyonu gozlemlenmektedir. Kaspazlar apoptozun gorev
aldiklar1 asamasina gore isimlendirilmektedir. Apoptotik siirecin tetiklenmesinde gorev alan

kaspazlar baslatict (kaspaz-8,-9), yiirlitiilmesinde gorev alan kaspazlar ise efektor (kaspaz-3,-
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6,-7) olarak adlandirilir. Apoptozun tetiklenmesi iki temel yolak iizerinden gerceklesmektedir.
Hiicre dis1 sinyaller ile aktiflesen baslatic1 kaspazlar (kaspaz-8 gibi) ekstrensek yolagi, hiicre
ici sinyaller araciligiyla aktiflesen baslatici kaspazlar ise (kaspaz-9 gibi) intrensek yolagi
baglatarak kaspaz kaskadini tetiklerler. Baslatic1 kaspazlar araciligiyla aktiflesen efektor
kaspazlar hiicre igerisindeki spesifik polipeptid hedeflerini proteolitik olarak keserek apoptoz
mekanizmasinin tamamlanmasini saglayan enzimlerdir (73)

Ekstrensek yolak ya da oliim-reseptorii yolagi, FasL (Fas ligandi) ya da TNFa (tumor
necrosis factor) gibi ekstraselliller bir 6lim ligandinin hiicre ylizeyindeki reseptoriine
baglanmasi ile aktiflesir (70). Lingandin 6liim reseptdriine baglanmasi, reseptoriin sitoplazmik
kismina sirasiyla FADD ve pro-kaspaz-9 proteinlerinin baglanmasmi tetikler (74). Olusan
Olim-tetikleyici sinyal kompleksi (death-inducing signaling complex-DISC) kaspaz-8’i
aktiflestirir (75). Aktif kaspaz-8 basta pro-kaspaz-3 olmak iizere efektor kaspazlar1 keserek
aktiflestirmeye baslar. Sinyalin efektor kaspazlara iletimi proteolitik bir yikim kaskadini ve
nihayetinde apoptotik hiicre 6liimiini tetikler (Sekil.7).

Intrensek yolak ya da mitokondriyal yolak ise cesitli sinyaller tarafindan mitokondri dis
membraninin gegirgenliginde degisim olmasi sonucunda aktiflesir (70). Bdylece membranlar
aras1 alanda bulunan cesitli proteinler ve ozellikle de sitokrom c sitoplazmaya salinir.
Sitoplazmik sitokrom c, sitoplazmada bulunan Apaf-1 ve pro-kaspaz-9 proteinleri ile
apoptozom adi1 verilen bir kompleksi olusturur. Apoptozom kompleksi kaspaz-9’u aktiflestirir
ve apoptotik sinyal efektor kaspazlara iletilir (Sekil.7) (76).

Apoptoz hangi yolak iizerinden tetiklenirse tetiklensin efektor kaspazlarin aktivitesi ile
sonuclanmaktadir. Efektor kaspazlarm aktiviteleri apoptozun karakteristik molekiiler ve
morfolojik sonuglarinin tamammi kapsamaktadir. Ozellikle kaspaz-3 aktivitesi tiim bu
degisimler i¢in gereklidir. Bu nedenle kaspaz-3 proteini siklikla apoptozun gostergesi olarak

kullanilmaktadir. Efektor kaspazlarin ¢esitli aktiviteleri asagida listelenmistir (77).

o [CAD (inhibitor of caspase-activated DNAse) proteinin kaspaz-3 aracili proteolitik
yikimi  CAD  (caspase-activated DNAse) proteininin  DNA  fragmantasyonunu
gergeklestirmesini saglamaktadir. Kaspazlar bu siiregte niikleer laminleri de hedefleyerek
niikleusun kondenzasyonunu saglamaktadir (78).

e Apoptozun bir baska gostergesi olan tomurcuklanma da ROCKI proteininin

kaspaz-aracili aktivasyonu ile gerceklesmektedir (79). Tomurcuklanma siirecinde diger
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organellerin ve sitoiskelet elemanlarmin kaspazlar tarafindan dogrudan hedeflenerek
yikilmasi s6z konusudur (70).

e Hiicrenin kendi kendini kapatma siirecinin bir parcast olan protein sentezinin
inhibisyonu da kaspazlarin basta elF (eukaryotic initiation factor) proteinleri olmak iizere

protein sentezi ile iligkili pek ¢cok protein kaspazlar tarafindan hedeflenmektedir (80).

CIO Olim sinyali

'l . Oliim reseptdrii

Eg}i@;&%{ S
#

D tBid
e (_)BH3-sadece
Kaspaz-3 «— /§- - protein

Hucre Zari

Kaspaz-8 <— =

Bax/Bak

Mitokondri

Sekil. 7 Apoptozun tetiklenmesi (98)
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2.5 WNT Sinyali ve Apoptoz

Wnt-Frizzled sinyal yolagi noron, endotel, vaskiiler diiz kas ve kardiyomiyosit gibi
cesitli hiicre populasyonlarinda hem gelisim hem de hasar (injury) siireglerinde apoptozu
kontrol etmektedir (6). Hiicrelerin biiylimesi siirecinde, Wnt sinyal iletimi var olan c¢evresel
uyaranlara bagl olarak apoptozu kolaylastirir veya engeller (81).

Farkli organizmalarda yapilan bir¢cok calisma Wnt-Frizzled sinyal yolagmin apoptozu,
Wnt-BMP, Wnt-B-katenin, c-Jun N-terminal kinaz (JNK), GSK3p-NF-kB sinyal yolaklarini,
salgilanmis Frizzled-iliskili protein-2 (Secreted frizzled- related protein2-SF ) ekspresyonunu
ve imnsan ‘Dickkopf-1’(hDkk-1), nemo, sox 10 ve tau gibi gen ifadelerini iceren c¢esitli
mekanizmalar (gen ifadeleri ve molekiiller) {izerinden diizenledigini gostermektedir (6).

Wnt 1 iyi arastirilmis bir wnt ailesi tiyesidir ve apoptoz siirecinin kontrolii ile
iliskilendirilmektedir (82). Wntl ekspresyonundaki artis hiicreleri c-myc ile tetiklenen
apoptozdan, [-katenin, siklooksigenaz ve ‘Wntl induced secreted protein’® (WISP-1)
sinyalinin tetiklenmesi araciligiyla korur (83). Wntl, sitokrom ¢’nin mitokondriden salimimini
engelleyerek ve kaspaz-9 aktivitesini inhibe ederek apoptozu baskilayabilmektedir(82). APC
geni de apoptozu regiile etmek i¢in bir baska mekanizma sunmaktadir. APC’ nin B-katenin
seviyesini diisiirmesi Tcf/Lef transkripsiyon faktorlerinin down regiilasyonuna yol agar (84).
Tcf/Lef aktivitesi olmadan, APC kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9 aktivasyonuna neden olur ve
bu proteinler arciligiyla poli (ADP-Riboz) polimeraz (PARP) kesimi ve sonug olarak apoptoz
gerceklesir (85).

sFRP2, ‘secreted Frizzled-related proteins’ ailesi iiyelerinden biridir ve ‘secreted
apoptosis-related protein 1’ (SARP1) olarak da bilinmektedir (86) .Wnt sisteminde ¢evresel
etkenlerin apoptozun regiilasyonuna etkisine 6rnek olarak, dejeneratif hastalik siireclerinde
sFRP2’nin artan apoptoz ile iliskili olmas1 gosterilebilir. Fotoreseptorlerin apoptoz aracili
oliimii ile karakterize edilen retinitis pigmentosa hastaliginda sFRP2 ekspresyonunun retinal
dejenerasyon bolgelerinde arttigi belirlenmistir. Bu veri ndrodejeneratif hastaliklarda Wnt
sinyalinin norodejeneratif hastaliklar swrasinda baskilanmasinin hiicre hasarina neden
oldugunu gostermektedir (87). Benzer sekilde Dkk-1 ve Nemo da sFRPler gibi Wnt

antagonistleridir ve Wnt-Frizzled sinyal yolaginin baskilanmasi araciligiyla apoptozu
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tetiklemektedir  (88). Dkk-1’in disaridan hiicrelere verilmesinin Wnt-Frizzled sinyalinin
engellenmesi araciligiyla apoptozu tetikledigi gosterilmistir (89).

Ek caligmalar, wnt sinyal yolagmin, NF-kf sinyalini aktiflestirip GSK3-f proteinini
inhibe ederek apoptoz siirecini kisitladigini ve sag kalimi artirdigini gostermektedir (90).
GSK3-B knock-out farelerin hepatosit apoptozundan dolay1 rahim ici (in-utero) oldiikleri ve
GSK3-B geni olmayan hiicrelerde NF-«xf seviyesinin diisiik oldugu belirlenmistir. Buna gore,

GSK3-p fonksiyonu, NF-kf3 aracili sag kalim i¢in gereklidir(53).
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2.6 Bildirici Vektor Deney Sistemi

Reporter vektorler (bildirici vektdr) gen ekspresyon calismalarinin vazgecilemez
araclaridir. Molekiiler biyoloji alaninda ve biyokimyada ayrica biyomedikal ve farmasotik
arastirmalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Bildirici deney sistemleri; promotor
ve enhancer dizileri, transkripsiyon faktorleri, mRNA islenmesi ve translasyon ¢aligsmalarinda
kullanilmaktadir. Bununla birlikte transfeksiyon veriminin belirlenmesinde ve protein-protein
etkilesimlerinin incelenmesinde de kullanilmaktadir.

Bir gen temel olarak iki fonksiyonel kisimdan olusmaktadir: Biri iiretilecek protein
hakkinda bilgi verecek olan DNA dizisidir (kodlayan bolge). Diger kisim ise kodlayan
bolgeye bagli ve genin transkripsiyonunu diizenleyen spesifik DNA dizisidir (promotdr).

Yaygmn kullanilan bildirici genler p-galaktozidaz, p-glukuronidaz ve lusiferazdir. ifade
edilen bildirici gen proteinini 6lgmek icin bircok saptama metodu kullanilmaktadir. Bunlar

luminesans, flouresans ve absorbans 6l¢timiine dayali saptama teknikleridir.
2.6.1 Lusiferaz Bildirici Gen Analizi (Luciferase Reporter Gene Assay)

Lusiferaz analizinin avantajlar1 yiiksek duyarlikli, lusiferaz aktivitesinin hiicre tiplerinin
biliylik cogunlugunda olmayisi, hizli ve diisiik maliyetli olmasidir. Kuzey Amerika’ da
yasayan bir tiir olan Photinus pyralis (ates bocegi) lusiferazi en yaygin kullanilan bildirici
gendir(91). Lusiferaz proteini enzim aktivitesi i¢in translasyon sonrast modifikasyonlar
gerektirmez, toksik degildir, prokaryotik ve dkaryotik hiicrelerde kullanilabilir. Ates bocegi
lusiferazi; ATP, Mg ve oksijen varliginda lusiferinin yiikseltgenme reaksiyonunu katalizler.

Bu reaksiyon sonucu biyolojik bir 151k yayimi (bioluminesans) gerceklesir (sekil.8) (92).

2.6.2 Ikili Lusiferaz Bildirici Gen Deney Sistemi (Dual Luciferase Reporter Gene
Assay)

Ikili Lusiferaz Bildirici gen analizi her bir hiicrede es zamanl ifade edilen iki farklh
lusiferaz bildirici enzimlerini igeren sistemlerdir. Ates bocegi lusiferazi ve Renilla
(deniztavsani) lusiferazi goreli biyoliiminesans substratlarindan ayirt edilebilir ve cross-

aktiviteleri yoktur.
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Ates bocegi lusiferazi 61 kD agirliginda tek alt birimli enzimdir. Lusiferin substratinin
iki basamakta oksidasyon (yiikseltgenme) reaksiyonunu katalizler ve bu reaksiyon 560 nm’de
151k yaymlar. {lk adim reaktif gecis anhidrit molekiiliinii olusturmak i¢in ATP ile proteinin
aktivasyonudur. Ikinci adim, aktif gecis molekiilii oksijenle birlikte, hizl1 bir sekil.de yikilarak
oksi-lusiferin iriinlinii ve karbondioksit ile birlikte 151k demeti veren gecici dioksetan
molekiiliinii olusturur (93). Renilla lusiferazi 31 kD agirhiginda tek alt birimli bir enzimdir.
‘Coelenterazine’ substratin1 ‘coelenteramide’ molekiiliine yiikseltgenme reaksiyonunu
katalizler. Bu reaksiyonda karbondioksit ¢ikisinin yani sira 480 nm’de mavi 151k yayimi

gerceklesir (Sekil.8) (94).

— Ategbocegi  _ 0 0—
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Sekil.8 Firefly ve Renilla lusiferazi tarafindan gergeklestirilen bioliiminesans reaksiyonu
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3 YONTEMLER

Bu ¢alismada istenen verilerin elde edilmesi i¢in yapilan deneyler ve sirasi Sekil.9’ da
verilen semada yer almaktadir.

Promotér Dizinin ~ , =
Belirlenmesi, Primer !

Tasarlanmasi

Hicre kaltird
Genomik DNA qg&\
izolasyonu _ a\%&"%
s “" Transfeksiyon
PCR, klonlama ve [p— _‘,/ - ] ¥ 1 =
restriksiyon enzim e i/ / / AN
kesimi ; l; \} *.‘!
Kionlanacek dizinin | DENEY APOPTOTIK UYARI KONTROL
(insert) pGlL4.12’ye ‘ n 7
aktanlmasi, e E Y,
transformasyon Wnt7b, NG| . | 4 4
_ - WhitBa e e | Lusiferaz ﬂ_[w-—/‘/
Wnt10a Olgiimii
= bildirici :
Dogru koloninin e o vektarleri
secimi, bildirici - .
vektorlerin bakteriden
izolasyonu

Sekil.9 Deney akis semasi

3.1 Arastirmanin Tipi

24



Bu arastirmada klinik bir ¢alisma yer almamaktadir. Bu ¢alisma, ticari Kelly hiicre
hattinda olusturulan apoptotik uyart sonucunda bazi genlerin ekspresyon sevilerindeki

degisiklikleri 6lgmeye yonelik deneysel tekniklerin kullanildigi bir ¢aligsmadir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Deneysel uygulamalar Dokuz Eyliil Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim

Dali laboratuvarlarinda 2009-2010 arasinda yapilan calismalar ile ylriitiilmiistiir.

3.3 Arastirmanin Evreni

Sentetik olarak sentezlenen PCR primerleri ile ilgili Wnt genlerinin promotor dizileri
elde edildi. Bu diziler kullanilarak Kelly hiicreleri transfekte edildi ve apoptotik uyarici

varliginda promotor dizilerinin ekspresyon diizeyleri incelelendi.

3.4 Cahsma Materyali

Insana yada deney hayvanma ait herhangi bir materyal kullanilmamistir. Denemelerde

ticari Kelly hiicre hatt1 ve kompetan E.coli dhSa susu kullanildi.

3.5 Arastirmanin degiskenleri

Arastirmanin degiskeni bulunmamaktadir.

3.6 Veri toplama araclan
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3.6.1 Hiicre Kiiltiirii

Ilerleyen calismalar da kullamlmak iizere, Kelly hiicre hattmin biiyiitiilmesi ve

devamlilig1 asagida verilen kiiltiir kosullar1 uygulanarak saglandi.

Gerecler:

1. Inverted faz kontrast 151k mikroskobu (Nikon-Diaphot 200)

2. Pipetor (Greiner Labortechnik 000424NS- 9)

3. 1,2,5ve 10 ml’lik steril pipetler (LP Italiana spa sterile plastic pipette)

4. 25, 75, 125 cm?® ‘lik hiicre kiiltiiriine 6zel filtreli flasklar (Greiner Bio-one, Uriin
kodu: 690175)

5. CO ;inkiibatorii

6. RPMI 1640 besi ortami (BiochromAG, Uriin kodu: FG 1385)

7. FBS (Fetal Bovine Serum) (Biochrom AG, Uriin kodu: S0115)

8. L-Glutamin (Biochrom AG, Uriin kodu: KO281)

9. Penisilin /Streptomisin (Biochrom AG, Uriin kodu: A 2210)

10. Steril ¢galisma kabini

Yontem:

Kelly hiicreleri, 2mM konsantrasyonda L-glutamin, 1pg/ml konsantrasyonda
penisilin/streptomisin ve %15 oraninda FBS iceren DMEM igerisinde tek tabaka olarak
iiretilmistir. Hiicreler kiiltlir flasklarmin yilizeyini % 70 oraninda kapladik¢a pasajlanmistir.
Hiicre pasajlamalarinda, hiicreleri kaldirmak i¢in Tripsin /EDTA (%0.05 / %0.02) soliisyonu
kullanilmistir. Tim islemler, steril calisma kabini icerisinde gergeklestirilmistir. Hiicrelerin

inkiibasyonu, 37 °C’de ve % 5 oraninda CO, bulunan etiivde yapilmistir.

3.6.2 Genomik DNA izolasyonu
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Genomik DNA, ‘DNeasy Tissue Isolation’ (Qiagen #69508) kiti kullanilarak
kiiltiirde biiyiitiilen Kelly hiicre hattindan izole edilmistir. Yontem kit icerigindeki kullanim
klavuzunda belirtildigi sekilde uygulanmstir.

Gerecler:

1. Standart masa {iistii mikrosantrifiij (Eppendorf centrifuge,5417 R)

2. DNAse ve RNase icermeyen mikrosantrifiij tiipleri (1,5 mL)

3. Fosfat tuz tamponu (PBS) (pH 7,2, 50mM potasyum fosfat, 150 mM NaCl)
(Biochrom AG, Uriin kodu:L1825)

4. Etil alkol (%96-100) (Merck, K35815971 610)

5. Su banyosu (Pharmacia Biotech, Multi temp I11)

6. Karstirict (VELP scientifica)

7. ‘DNeasy Tissue Isolation’ kit (Qiagen #69508)

Kit icerigi:

e Filtre tiipleri

e 2 ml’lik toplama tiipleri
e AL Lizis Tamponu

e AWI Yikama Tamponu
e AW2 YikamaTamponu
e AE Eliisyon Tamponu

e Proteinase K

Yontem:
i Calisma tamponlarimin hazirlanmasi:

Calismada kullanilacak tamponlar, iiretici firma talimatlar1 dogrultusunda hazirland:.
Kullanmaya baslamadan once AWI1 yikama tamponuna 25 ml, AW2 yikama tamponuna 30

ml saf etil alkol eklendi.

ii. Genomik DNA izolasyonu:
1. 5x10 °adet hiicre iceren kiiltiir, 300 g’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢coktiirilmiistiir.

Hiicrelerin {izerine 200 pl PBS eklenerek hiicre ¢okelegi siispanse edildi.
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2. Birinci basamakta hazirlanan 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinin igerisine 20 pl
Proteinaz K (20mg/ml) eklendi.

3. Uzerine 200 pl AL lizis tamponu eklenmistir. Karistiric1 kullanilarak, tiip i¢eriginin
(hiicreler, proteinaz K ve lizis tamponu) iyice karigsmasi saplandi.

4. Bu karisim su banyosunda 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

5. Uzerine 200 ul saf etil alkol eklendi. Karistirict ile homojenize edildi.

6. Filtre kolonu, 2 mI’lik toplama tiipiine yerlestirilerek, besinci basamaktaki karisim
filtre tiipiiniin igerisine eklendi. 6000 x g’ de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii, filtre
tiiptinden alta gecen siv1 ile birlikte atildu.

7. Filtre kolonu, yeni bir 2 ml ’lik toplama tiipiine yerlestirildi. 500 ul AW1 yikama
tamponu eklendi. 6000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi. Filtre tiipiinden alta gecen siizlintii
atildi

8. 500ul AW2 yikama tamponu eklendi. 20000 x g’de 3 dakika santrifiij edildi.
Toplama tiipt, filtre tiipiinden alta gecen siiziintii ile birlikte atild:.

9. Filtre kolonu, yeni bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tlipline yerlestirildi.

10. Filtre kolonu membrani iizerine 200 pl AE eliisyon tamponu eklendi. Oda
sicakliginda 1dakika inkiibe edildi. Ardindan 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

11. Filtrasyon kolonunda membrana baglanmis olan DNA, 1,5 ml’'lik yeni
mikrosantrifiij tlipline alindi.

iii. DNA miktar tayini:

Izole edilen genomik DNA’dan uygun oranlarda diliisyonlar hazirlanarak, Pharmacia
Biotech Ultraspec 2000 model spektrofotometre kullanilarak 260 ve 280 nm’de absorbanslar1
Olciilmiistiir. Asagidaki formiil kullanilarak DNA konsantrasyonu hesaplanmaistir.

DNA konsantrasyonu = Ao X Dillisyon Faktorii x 50pg/ml

A 260 / A 230 hesaplanarak DNA’nin saflik derecesinin 1.8-2.0 arasinda olup olmadigi

kontrol edilmistir.

3.6.3 Klonlama Amach Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
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Ilgili genin klonlanacak olas1 promotdr dizileri NCBI veri tabanindan yararlanilarak
gDNA’ da bulundu. Baslangi¢c kodonu (ATG) hari¢ tutularak iist akis yoniindeki yaklasik
1000 bazlik bolge promotdr dizi olarak kabul edildi. Belirlenen promotdr dizilerinde,
restriksiyon enzim kesim yerleri, klonlama i¢in kullanilacak bildirici vektoriin ‘coklu kesim
bolgelerindeki’ (multiple cloning site) kesim yerleri géz Oniine alinarak olusturuldu. Bu
sekil.de, icerisinde restriksiyon enzim kesim bolgelerini iceren olasi promotor dizilerine
uygun primerler OLIGOS programi kullanilarak tasarlandi.

Buna gore, secilen Wnt genlerinin promotor bdlgelerine spesifik diziler (primerler)
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonlar1 ger¢eklestirildi. PCR primerlerinin dizileri ve

klonlama i¢in kullanilacak restriksiyon enzimleri Tablo.1 de verilmistir.

Tablo.1 Promotor klonlama i¢in kullanilacak PCR primerleri ve restriksiyon enzimleri

Gen Primerler ve PCR iiriinii (bc) Restriksiyon enzimleri

5’tgggce tageg caggt ggcag 3’

Promotor S’ otttc taacc foat cca a3’ Nhe I (Fermentas, FD0973)
Wnt7b sttic taage fgat ccage & Hind IIT (Fermentas,FD0504)
PCR iiriin 985bg
5’-gtgtggtggctagcacctgtagtet-3’
Promotor 5’-aggttccagatctcectgectace-3’ Nhe I
Wht8a geticeagatctecctg Bgl 11 (Fermentas, FD0074)
PCR {iriinii 961bg
5’-aggtctccgetagcaggageagga-3’
Promotor 5’-gcgcetgctcgaggegegeagge-3’ Nhel
Wntl0a geecleciesagecgeecage Xho I (Fermentas, FD0694)
PCR {iriinii 998b¢
5’-ccacttgagctcttcttetgg-3’
Promotor 5’ _ccavaociceaeccloccio-3’ Sac I (Fermentas, FD1133)
Whtl gagctegagggectgectg Xho I
PCR iiriinii 880bg
5’-agaacaaggagctcctgcacgtacc-3’
“Promotér 5’-ccagagctcgagggectgectg-3’ Sacl
Whntl gagctegagggectgectg Xho I

PCR iiriinii 1010bg

5’-cagactcgagaccctgcetge-3’

Promotor 5 coaoc Anoctieatoccace-3’ Hind III

Wnt4 gageggggaagetiggtgecg Xho I
PCR iiriinii 970 bg
5’-agcgtcttgagetcacttcccgga-3’

*Promotor 5’-agc aagctt ccgee-3° Sacl

Whtd gegggeaageliggtgeeg Hind IIT

PCR iiriinii 1010bg
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Promotor
Wnt5a

5’-gagagagctctggggagggca-3’

5’-ggaagagatctcacttccagccat-3’

PCR iiriinii 1019b¢

Sacl
Bgl 11

Promotor
Wnt7a

5’-cgccgcetagegegcetetgag-3’
5’-cggttgatatcccegattgg-3’
PCR iiriinii 951 bg

Nhe I
Eco RV (Fermentas, FD0303)

(*) Ikinci kez tasarlanmis primer setleridir.
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Gerekli cihazlar ve kimyasallar:

1. Mikrosantrifiij ( Eppendorf Mini Spin )

2. Thermal Cycler (Eppendorf mastercycler personal)
3. 0,2 ml’lik tiip

4. Otomotik pipet seti

5. Diziye 6zgiil primerler

6. Fast Start Taqg DNA polimeraz PCR seti

7.  dNTP mix ( Promega, U1511)

Yontem:

ml’lik tiipe konularak reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon karisimini igeren PCR tiipleri,
reaksiyonun gerceklesmesi icin ‘“Thermal Cycler’ cihazma konuldu ve Tablo.3” de verilen 1s1

profili kullanilarak cihaz calistirildi.

Tablo.2 Promotdr Wnt7b i¢in polimeraz zincir reaksiyonu icerigi

Kimyasal Hacim S(?n‘
(nL) Derisim

dH,O 13.1

10X PCR tamponu ( 500mM Tris/HCI, 100 25 1X

mM KCI, 50 mM (NH,),SO4, 20mM MgCl, ’

MgCl, ¢ozeltisi (25mM) - -

5’ ileri primer (10pmol) 1.0 0,4 pmol

3’ ileri primer (10pmol) 1.0 0,4 pmol

dNTP mix, 10 mM 1.0 200 uM

Taq DNA Polimeraz 0.4 2U

DNA 1.0

5X GC zengin ¢ozelti 5.0 1X

Toplam hacim 25.0
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Tablo.3 Promotdr Wnt7b i¢in PCR 1s1 profili

Denatiirasyon 95°C 5 dak 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 40 sn
Baglanma 56°C 40 sn 35 dongii
Uzama 72°C 40 sn
Son uzama 72°C 5 dak 1 dongii

Wnt8a olast promotdr dizisi i¢in Tablo.4’deki kimyasallar belirtilen hacimlerde 0,2
ml’lik tiipe konularak reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon karisimini iceren PCR tiipleri
reaksiyonun gerceklesmesi icin ‘“Thermal Cycler’ cihazia konuldu ve Tablo. 5’de verilen 1s1

profili kullanilarak cihaz ¢aligtirildi.

Tablo.4 Promotdr Wnt7b i¢in PCR 1s1 profili

Kimyasal Hacim (nL) Son Derisim
dH,O 13.1

10X PCR tamponu ( 500mM Tris/HCI,

100 mM KCl, 50 mM (NH,4),SO,, 20mM 2.5 1X
MgCl,

MgCl, ¢ozeltisi (25mM) - -

5’ ileri primer (10pmol) 1.0 0,4 pmol
3’ ileri primer (10pmol) 1.0 0,4 pmol
dNTP mix, 10 mM 1.0 200 uM
Taq DNA Polimeraz 0.4 2U
DNA 1.0

5X GC zengin ¢ozelti 5.0 1X
Toplam hacim 25.0
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Tablo.5 Promotoér Wnt8a icin PCR 1s1 profili

Denatiirasyon 95°C 5 dak 1 déngii
Denatiirasyon 95°C 40 sn
Baglanma 56°C 40 sn 35 dongii
Uzama 72°C 40 sn
Son uzama 72°C 5 dak 1 dongii

ml’lik tiipe konularak reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon karisimini iceren PCR tiipleri
reaksiyonun gerceklesmesi i¢in ‘Thermal Cycler’ cihazma konuldu ve Tablo.7’de verilen 1s1

profili kullanilarak cihaz calistirildi.

Tablo.6 Promotdr Wnt10a i¢in polimeraz zincir reaksiyonu igerigi

Kimyasal I-Ellg;n Son Derisim
dH,0 18.0
10X PCR tamponu ( 500mM Tris/HCI,
100 mM KCl, 50 mM (NHy4),SO4, 20mM 2.5 1X
MgCl,
MgCl, ¢ozeltisi (25mM) - -
5’ ileri primer (10pmol) 1.0 0,4 pmol
3’ ileri primer (10pmol) 1.0 0,4 pmol
dANTP mix, 10 mM 1.0 200 uM
Fast Start Tag DNA Polimeraz 0.5 2U
DNA 1.0
Toplam hacim 25.0
Tablo.7 Promotdr Wnt10a i¢in PCR 1s1 profili
Denatiirasyon 95°C 5 dak 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 45 sn
Baglanma 56°C 30 sn 35 dongii
Uzama 72°C 60 sn
Son uzama 72°C 7 dak 1 dongii

33



3.6.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Klonlama amagli elde edilen PCR firiinleri biiytkliikleri ve o6zgiilliikleri agisindan
degerlendirilmek tlizere % 1’lik agaroz jelde 110 volt gerilim altinda yiirtitiildi. 0,3 gr agaroz
30 ml 0,5X tris-borik asit-EDTA (0,5XTBE) tamponuna eklendi. Mikrodalga firinda 2 dakika
yiiksek 1sida agarozun iyice ¢oziinmesi saglandi. Agaroz ¢dzeltisine son konsantrasyonu 0,5
pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklendi. Hazirlanan jel, jel dokiim tablasina dokiilerek
ve tarak yerlestirildi. Jel soguduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Hazirlanan jel, i¢inde
0,5X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tampon ¢ozeltisi bulunan elektroforez tankima yerlestirildi.

Jelde yiiriitiilecek 6rnekler, 6X jel yiikleme tamponu (6X Orange DNA LOading Dye,
Fermentas R0631) ile karistirilarak birbirlerine sizma olmayacak bicimde kuyulara ytiklendi.
Genellikle 100 veya 110 votluk sabit gerilim altinda elektroforez islemi baslatildi. DNA
orneklerinin baz ¢ifti uzunluklarmnm belirlenebilmesi i¢cin drnekler ile birlikte jele uygun DNA
belirteci de yliklendi(GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Fermentas SM0313;0’RangeRuler 500
bp DNA Ladder, Fermentas SM0643; O’RangeRuler 200 bp DNA Ladder,Fermentas
SM0633). Elektroforez sonucunda jeldeki DNA bantlar1 “Vilber Lourmat INFINITY Bio-

1D’ sistemi ile goriintiilendi.
3.6.5 PCR Uriinlerinin Agaroz Jelden Kesilip Saflastiriimasi

Wnt7b, Wnt8a ve Wntl0a olas1 promotor dizileri olan PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde
yiitiildii ve jelden kesildi. MN Nucleospin Extract II (iirtin kodu:740 609 50) kiti kullanilarak,
kitin protokoliine uyularak jelden kesilen 6rnekler saflagtirildi.

Gerekli cihazlar ve kimyasallar:

1.  ‘MN Nucleospin Extract II” kit({iriin kodu:740 609 50)

2. Steril bisturi

3. 1,5 mI’lik eppendorf tiip

4. 50 ° C’ye 1sitilmis su banyosu
5. Vorteks

6. Mikrosantrifiij
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Kit icerigi:

e NT Tamponu

e NT3 Tamponu

e NE Tampon

e 2 ml’lik toplama tiipleri

e FEkstraksiyon kolonlar1

Yontem:

i. Calisma tamponlarimin hazirlanmasi:

Calismaya baslamadan Once, kit igeriginde olan kullanim klavuzu dogrultusunda

calisma tamponlar1 hazirlandi. NT3 tamponuna 24 ml % 96’lik etanol eklendi.
ii. Agaroz jelden DNA ekstraksiyonu:

1. Steril bistiiri ile UV 151k altinda goriilen bant kesilerek steril tiipe alind1.

2. 200 pL NT tamponu eklendi. Ornek 50 °C’de jel parcasi tamamen eriyene kadar
yaklasik 10 dakika inkiibe edildi. Her 3 dakikada bir vortekslendi.

3. Ekstraksiyon kolonu 2 ml’lik toplama tiipline yerlestirildi ve Ornek kolona
yiiklendi. 11,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi. Ekstraksiyon kolonu yeni bir toplama tiipiine
alindu.

4. 600 pul NT3 tamponu eklendi. 11,000 x g’de 1 dakika sanrifiijlendi. Ekstraksiyon
kolonu yeni bir toplama tiipiine alind1.

5. Kolondaki silika membranin kurumasi ve NT3 tamponunun tamamen uzaklagmasi
amaciyla 11,000 x g’de 2 dakika santrifiijlendi.

6. Ekstraksiyon kolonu steril eppendorf tiipe alindi. 25 pl NE tamponu eklendi ve oda
sicakhiginda 1 dakika inkiibe edildi. Ornek 11,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi ve saf PCR

iriinii kolondan geri kazanildi.
3.6.6 PCR Uriinlerinin ve pGL4.12 Vektoriiniin Restriksiyon Enzimi Kesimi

Elde edilen saflastirilmis PCR {riinleri %1°lik agaroz jelde kontrol edildikten sonra

klonlama yapabilmek amaciyla ilgili restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. PCR {iriinleri olan
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Wnt7b, Wnt8a ve Wntl0a promotdr dizileri ve bu dizilerle birlestirilecek olan pGL4.12

bildirici vektorii Tablo.1” de verilen uygun restriksiyon enzimleri ile kesildi.

3.6.6.1 Klonlama Amach PCR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

Tablo.8, 9 ve 10°da verilen kimyasallar belirtilen hacimlerde kullanilarak Wnt7b,
Wnt8a ve Wntl0Oa olast promotor dizileri ‘Fast Digest, Fermentas’ restriksiyon enzimleri
kullanilarak kesildi. Kesim iglemi 1sitict blok ve Tablo.11” de verilen 1s1 profili kullanilarak
yapild1

Tablo.8 Promotdr Wnt7b dizisinin restriksiyon enzim kesimi i¢in reaksiyon karisimi

Kimyasal Eklenen Hacim (ul)
DNA 20
Fast Digest 10X tampon 3
Nhel 0,5
HindIII 0,5
dH,O 6
Toplam hacim 30

Tablo.9 Promotdr Wnt8a dizisinin restirksiyon enzim kesimi i¢in reaksiyon karigimi

Kimyasal Eklenen Hacim (ul)
DNA 20
Fast Digest 10X tampon 3
Nhel 0.5
Bgl 11 0.5
dH,O 6
Toplam hacim 30
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Tablo.10 Promotér Wnt10a dizisinin restriksiyon enzim kesimi i¢in reaksiyon karisimi

Kimyasal Eklenen Hacim (ul)
DNA 20
Fast Digest 10X tampon 3
Nhel 0.5
XhoI 0.5
dH,O 6
Toplam hacim 30

Tablo.11 Restriksiyon enzim kesimi i¢in kullanilan 1s1 profili

Sicakhk (°C) Siire
37°C 10 dak.
65 °C 5 dak.

Restriksiyon enzim kesimi yapilan 6rnekler MN Nucleospin Extract II kiti kullanilarak

3.6.5° de verilen protokolle saflastrildi ve %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.

3.6.6.2 Klonlama amach pGL4.12 vektoriiniin enzim kesim reaksiyonu

Klonlama i¢in kullanilacak vektér DNA’s1 klonlanacak dizilerin kesildigi ayni
restriksiyon enzimleri ile kesildi. Tablo.12, 13 ve 14’ de verilen restriksiyon enzimleri ve
kimyasallar belirtilen hacimlerde kullanilarak 0,2 ml’lik tiipe reaksiyon karigimi hazirlandi.
Reaksiyon tiipii 37 ° C de 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan 80 °C de 10 dakika inkiibe

edilerek restriksiyon enzimlerinin inhibe olmalar1 saglandi.

Tablo.12 Promotor Wnt7b igin pGL4.12 vektoriiniin restriksiyon enzim kesimi

Kimyasal Eklenen Hacim (ul)
DNA (Vektor) 2
Fast Digest 10X tampon 2
Nhel 1
Hind III 1
dH,0 14
Toplam hacim 20
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Tablo.13 Promotor Wnt8a icin pGL4.12 vektdriiniin restriksiyon enzim kesimi

Kimyasal Eklenen Hacim (ul)
DNA (Vektor) 2
Fast Digest 10X tampon 2
Nhel 1
Bgl 11 1
dH,O 14
Toplam hacim 20

Tablo.14 Promotér Wnt10a i¢in pGL4.12 vektdriiniin restriksiyon enzim kesimi

Kimyasal Eklenen Hacim (ul)
DNA (Vektor) 2
Fast Digest 10X tampon 2
Nhel 1
XhoI 1
dH,O 14
Toplam hacim 20

3.6.6.3 pGLA4.12 vektoriiniin defosforlilasyonu

Restriksiyon enzim kesimi yapilmis pGL4.12 vektoriiniin 5 fosfat grubu ‘Calf Intestine
Alkaline Phosphatase’ (CIAP, EF0341 Fermentas) kullanilarak uzaklastirildi. Tablo.15” de
verilen kimyasallarla reaksiyon karigimi hazirlandi. 37 ° C de 30 dakika inkiibe edildi.

Tablo.15 pGL4.12 vektér DNA’larinm 5’ fosfat grubunun uzaklastirilmasi

Kimyasal Eklenen Hacim (ul)
DNA 20
10X tampon 5
CIAP( Fermentas, FD0973) 1
dH,O 24
Toplam hacim 50
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Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) enziminin inhibisyonu ve uzaklastirilmasi:

Kullanilan CIAP enzimi, ligasyon gibi siirecleri engellediginden, reaksiyon ortamindan
tamamen uzaklastirilmalidir. Bunun i¢in en uygun yontem olan Fenol: Kloroform:izoamil

alkol ektraksiyonu ve etanol ¢coktiirmesi ile vektor saflagtirildi.

1. 5uL 0,5 M EDTA eklendi.
65 °C de 30 dakika bekletildi.
55 pL olan DNA ¢6zeltisi dH20O ile 100 pL.” ye tamamland:.
100 pL fenol:kloroform:izoamil alkol karisimi (25:24:1) eklendi. (1/1)
14000xg de 3 dakika santrifiij yapildi.
6. Ust faz (90 pL) alindi ve iizerine 90 pL kloroform: izoamil alkol (24:1)
eklendi.(1/1)
7. 14000xg de 3 dakika santrifiij yapildi.
8.  Ust faz alind1 (70 pL) ve 7 uL 3M sodyum asetat (pH 5,2) eklendi. (1/10)
9. 140 pL % 100’lik buzda sogutulmus etanol eklendi. (2 hacim)

A

10. -20 °C de bir gece bekletildi. (vektor oldugu igin yoksa biiyiik DNA lar i¢in birkag
saat yeterli)

11. 13,000 g +4 °C de 30 dakika santriftijlendi.

12. Elde edilen DNA ¢d6kelegi iizerine 200 pL soguk %70’lik etanol eklendi.

13. 13,000 g +4 °C de 5 dakika santrifiijlendi.

14. Etanol atildiktan sonra 6rnek, etanoliin tamamen uzaklasmasi i¢in 30 dakika 37 °C’
lik etiivde bekletildi.

15. 25 pL distile suda 6rnek ¢oziildi, agaroz jelde ylriitiilerek kontrol edildi ve -20
°C’ye kaldirild.

3.6.7 Klonlama

3.6.7.1 Ligasyon

Ligasyon islemi ile olas1 promotor dizileri ve pGL4.12 bildirici vektoriiniin baglanmasi

saglandi. Ligasyon islemi i¢in ‘Rapid DNA Ligation Kit’ (Roche, iiriin kodu:11. 635379 001)

39



kullanildi. Tablo.16’ da verilen kimyasallar kullanilarak ligasyon islemi i¢in reaksiyon
karisimi hazirlandi. Her kimyasal eklendikten sonra hafif pipetaj yapildi. Reaksiyon tiipii 25
°C de 10 dakika inkiibe edildi.

Tablo.16 pGL4.12 vektorii ile olas1 Wnt7b, Wnt8a ve Wnt10a promotdr dizilerinin ligasyonu

Kimyasal Eklenen Hacim (ul)
DNA (Vektor pGL4.12) 1
Insert (ilgili promotdr dizisi) 6
1X seyreltme tamponu 3
+
5X Ligasyon tamponu 10
T4 DNA Ligaz 1
Toplam hacim 21

3.6.7.2 Transformasyon

Ligasyon ile elde edilen promotdr diziyi igeren vektdrler kompetan hiicreye aktarildi.
Bu sayede promotdér dizi-pGL4.12 plasmidlerinin bakteri igerisinde kopyalanmalar1 ve
cogalmalar1 saglandi.

Gerekli cihazlar ve kimyasallar:

1. Kimyasal kompetan hiicre (One Shot® TOP10 chemically competent E. Coli; Uriin
kodu: C404003)
2. Calkalayicili inkiibator
3. Buz
4. LB agar ortami
5. LB Broth sivi ortam
6. SOC medium
7. Ampisillin
8. 2 ml’lik eppendorf tiip
9. Alev
10. 42 °C ye ayarlanmis su banyosu
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Yontem:

1. 50 pL One Shot® TOPI10 kimyasal kompetan E. Coli igeren tiip -80 °C den
c¢ikarildi ve buz lizerine alind1

2. Bakteri ¢ozeltisi hizlica ¢ozdiiriilerek igerisine 3 pL ligasyon iirlinlinden eklendi ve
1-2 kez tiipe tiipe vurularak karistirma iglemi yapildi

3. 30 dakika buz iizerinde inkiibe edildi

4. 30 saniye 42 °C de su banyosunda inkiibe edildi

5. 2 dakika buz tlizerinde inkiibe edildi

6. Uzerine 250 pL SOC ortami eklendi

7. 37 °C de 220 rpm’ de 1 saat inkiibe edildi

8. Calkalanan bakteri siispansiyonundan 15, 50 ve 100 pL hacimlerde alinarak 50
pg/ml ampisilin iceren LB agarli 3 petri kabima, karigim tam olarak yayilacak sekil.de ekim
yapild1

9. 37 °C de yaklasik 14 saat inkiibe edildi

10. Ertesi giin petriden 10 koloni secilerek (tek diisen ve diizgiin sekil.li olmasina
dikkat edildi) 5 ml LB Broth iceren 10 ml lik tiiplere ekim yapildi

11. 37 °C de gece boyu 170’ rpm de inkiibe edildi

12. Ertesi giin lremis olan 5ml bakteri siispansiyonundan 2 ml alinarak miniprep

plasmid DNA izolasyonu yapildi.
3.6.8 Miniprep Plasmid DNA izolasyonu

SDS’li Alkalin Lizis Ile Miniprep Plasmid DNA Izolasyonu:

Bakteri igerisinde ¢ogaltilan plasmid DNA’ lar1 ‘Molecular Cloning’ protokol kitabinda
olan SDS’li Alkalin Lizis ile Miniprep Plasmid DNA Izolasyonu yéntemi kullanilarak elde
edildi.

Gerekli cihazlar ve kimyasallar:

1. Santrifiij
2. 1.5-2 mI’lik DNAse mikrosantrifiij tiipleri
3. Calkayicili inkiibator
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Alkalen lizis ¢ozeltisi I

Alkalen lizis ¢ozeltisi 11

4

5

6. Alkalen lizis ¢ozeltisi II1

7. Etanol (%96-100)(Merck, K35815971 610)
8. Fenol:kloroform (1:1, v/v)

9. Tris-EDTA (TE) (pH 8.0) ¢ozeltisi

10. 0,45 pm’ lik filtre

Cozeltilerin hazirlanmasi:

ALS T

1g glukoz 50 ml distile suda ¢oziildi. 2,5 ml 1M Tris-Cl (pH 8) ¢ozeltisinden eklendi.
En son 0,5 M EDTA c¢ozeltisinden 2 ml eklenerek distile su ile 100 ml’ye tamamlanda.
Filtreden

ALS 11

0,5 g SDS 30 ml distile suda ¢6ziildii. 2 ml 5 M NaOH c¢ozeltisinden eklendi ve distile
su ile 50 ml’ye tamamland1. Filtreden geg¢irildi. Taze hazirlanip kullanildi.

ALS III

49,075 g potasyum asetat 100 ml de ¢oziilerek 5 M potasyum asetat elde edildi. 60 ml 5
M potasyum asetat, 11,5 ml glasiyal asetik asit ve 28,5 ml distile su karigtirildi. Cozelti + 4° C
de sakland1.

TE

IM Tris-Cl (pH 8) ¢ozeltisinden 2,5 ml; 0,5 M EDTA ¢6zeltisinden 0,5 ml alind1 ve

iizerine 22 ml distile su eklenerek 25 ml TE tamponu hazirlandi.
Yontem:

1. 37°C de gece boyu kuvvetlice c¢alkanarak elde edilen transforme bakteri
stispansiyonundan 2 ml alinarak 11,000 g +4° C de 1 dakika santrifiij edildi ve stipernatant
uzaklastirildi

2. 100 pl buzda sogutulmus ALS 1 soliisyonu eklendi ve kuvvetli bir sekil.de
vortekslenerek bakteri pelleti iyice ¢oziildii.

3. 200 pl taze hazirlanmis ALS II soliisyonu bakteri siispansiyonuna eklendi ve tiip 5

kez alt list edilerek igerigin karigmasi saglandi. 5 dakika buz tlizerinde bekletildi.
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4. 150 pl buzda sogutulmus ALS III eklendi ve tiip birka¢ kez alt {ist edilerek icerik
karistirildi. 5 dakika buz tizerinde bekletildi.

5. 13,000 g +4° C de 5 dakika sanrtrifiijendi ve {ist faz yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
aldu.

6. Siipernatant hacmine esit hacimde fenol:kloroform karigimi eklendi, vortekslendi
ve 13,000 g +4° C de 2 dakika santrifiijlendi. Sulu faz yeni bir tiipe alind1.

7. Siipernatanta oda sicakliginda 2 hacim % 100’liik etanol eklendi ve vorteklendi.
Oda sicakliginda 2 dakika bekletildi.

8. Maksimum hizda +4° C de 5 dakika santrifiijlendi.

9. Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve tiip agz1 acik, ters sekil.de kurutma kagidina
konarak 6rnek kurutuldu.

10. 1 ml % 70’lik etanol eklendi ve tiip birkag sefer alt iist edilerek karistirildi.

11. Maksimum hizda +4° C de 2 dakika santrifiijlendi.

12. Pellete cok dikkat edilerek siipernatant uzaklastirildi.

13. Kapag1 acik tiipler oda sicakliginda etanol tamamen buharlasana ve tiipte hi¢
goriiniir s1vi kalmayincaya kadar bekletildi.

14. Plasmid DNA 50 pL TE (pH 8.0) icerisinde ¢oziildii. Miniprep plasmid DNA’lar
restriksiyon enzim kesimi ile kontrol edilerek dogru koloninin secilip sec¢ilmedigi tes
edilmistir. Bu dogrultuda dogru kolonilerden yliksek oranda plasmid DNA elde etmek icin
maxiprep plazmid DNA izolasyonu gerc¢eklestirildi.

3.6.9 Maxiprep Plasmid izolasyonu

Maxiprep plasmid izolasyonu ile miniprep plasmid izolasyonuna oranla daha biiytik
hacimde ve yiiksek konsantrasyonda plasmid DNA’ lar1 elde edildi. Bu plasmid DNA’ lar1 bir
sonraki adim olan transfeksyonda kullanildi.

Gerekli cihazlar ve kimyasallar:

1. LB s1v1 (LB Broth) ve kat1 (LB Agar) besi ortami

2. ‘Endotoxin-free Plasmid DNA Purification Nucleoband Xtra Midi EF’ kit (iiriin
kodu: 740 420.50)

3. 50 ml’ lik falcon tiip

4. Santrifiij
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5. Calkalayicili inkiibator
6. Izopropanol

7. % 96-100’liik etil alkol

Kit icerigi:

e RES-EF tamponu

e LYS-EF tamponu

e EQU-EF tamponu

e NEU-EF tamponu

e FIL-EF tamponu

e ENDO-EF tamponu

e WASH-EF tamponu

e ELU-EF tamponu

e H,O-EF tamponu ( 6rnek ¢6zmek i¢in)
e H,O-EF tamponu ( % 70’lik etil alkol i¢in)
e Liyofilize RNaz A

e NucleoBond Xtra kolon filtrei

e NucleoBond Xtra kolon

Yontem:

i. Calisma tampon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

LYS-EF lizis tamponunun kullanmadan once igerigindeki sodyum dodesil siilfatin
(SDS) ¢okmemis olmasima dikkat edilmelidir. Cokelek varliginda tampon birkag kez alt iist
edilip karistirilarak oda sicakliginda ¢cokelek gidene kadar inkiibe edilmelidir.

Liyofilize RNaz A enzimi kitin kullanim klavuzunun belirttigi sekilde, 1ml RES-EF
tamponu igerisinde iyice ¢oziildii. RNaz A soliisyonunun tamami RES-EF sisesine konularak
iyice karistirildi. RNaz A eklenen RES-EF tamponu kullanilmadigi siirece +4°C de

tutulmalidir.
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Belirtilen hacimde % 96-100’liik etil alkol endotoksinsiz su (H,O-EF ) igerisine eklendi
ve % 70’lik etil alkol elde edildi.

ii. Bakteri lizatinin hazirlanmas

v' LB agarli platelerde diizgiin ve tek olan kolonilerden segilerek 5 ml’ lik 100
mikrogram/ml ampisilin igeren LB broth ortamina ekilerek baslangig kiiltiirii elde edildi.

v' 8 Saat 37 °C’ de 170 rpm’ de ¢alkalayarak inkiibe edildi.

v" 1 ml Baglangi¢ kiiltiirinden alinip 100 ml ampisilin igeren LB Broth ortamina
ekildi. Bir gece 37 °C’ de 170 rpm’ de calkalayarak inkiibe edild1.

v’ Ertesi giin bakteri siispansiyonu 5500 x g de 15 dakika santrifiinlendi.

v' Bakteri ¢okelegi tizerine 16 ml RES-EF + RNase A tamponu eklenerek homojen bir
bakteri stispansiyonu elde edilene kadar vortekslendi.

v" 16 ml LYS-EF tamponu eklendi ve tiip 5 kez alt iist edilerek 6rnek karistirildi. Oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi.

iii. Plasmid DNA nin Kolona Baglanmasi, Yikanmasi ve kolondan geri kazaniimasi

v" NucleoBond Xtra kolonuna filtre kolonu yerlestirildi ve 15 ml EQU-EF tamponu
kolondan yavasca gegirilerek kolonlar dengelendi.

v Bakteri lizatina 16 ml NEU-EF tamponu eklendi, tiip 10-15 kez alt st edilerek lizat
ile tampon karistirildi. Buz iizerinde 5 dakika bekletildi.

v' 6000 x g de 15 dakika santrifiijlendi. Ust faz filtre kolonuna yiiklendi. Kolonun
yer¢ekimi etkisiyle tamamen bosalmas1 beklendi. Stiziintii atildi.

v’ Filtre kolonu ve kolon 5 ml FIL-EF tamponu ile yikandi ( 1. Yikama).

v’ Filtre kolonu atildi. Kolon 35 ml ENDO-EF tamponu ile yikandi ( 2. Yikama).

v" Kolon 15 ml WASH-EF ile yikandi (3. Yikama ).

v" Kolon 50 mI’ lik falcon tiipe yerlestirildi. Kolona 6nceden 50 ° C* ye 1sitilmig 5 ml
ELU-EF eklenerek kolonda tutuklanmis plasmid DNA kolondan geri kazanild1.
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iv. Plasmid DNA 'nin ¢oktiiriilmesi, yikanmasi ve tekrar ¢oziilmesi

v Bir 6nceki basamakta elde edilen plasmid DNA ¢ozeltisine oda sicakligindaki 3.5
ml izopropanol eklendi ve 2 dakika vortekslendi. 15,000 x g, 4 ° C de 30 dakika santrifiijlendi.
Ust faz dikkatlice uzaklastirildi.

v' Plasmid DNA ¢okelegine endotoksinsiz % 70’ lik etanol eklendi. 15,000 x g, oda
sicakligimda de 5 dakika santrifiijlendi. Etanol ortamdan dikkatlice uzaklastirildi. Tiip,
etanoliin tamamen uzaklagsmasi i¢in 20-25° C de 15-20 dakika birakilda.

v" Plasmid DNA 500 pl endotoksinsiz H,O-EF tamponu igerisinde ¢6ziildii.

v' Konsantrasyonu spektrofotometrik 6lg¢iimle belirlenen plasmid DNA 6rnekleri

100’er ul olacak sekil.de tiiplere boliinerek -20 ° C* ye kaldirild.

3.6.10 Transfeksiyon

Kelly hiicreleri, hazirlanan bildirici vektorler ile transfekte edildi. Transfeksiyon
siirecinde internal kontrol olarak renilla lusiferaz geni iceren pGL4.74 kullanildi. Hiicrelerin
transfeksiyonu icin ‘FUGENE®HDTransfectionReagent (Cat.No.04709691001)

kullanilmastir.

Geregler ve Kimyasallar:

Hiicre hatt1

CO; inkiibatorii

6 kuyucuklu plate

RPMI 1640 hiicre kiiltiir ortami
PBS

Plazmid DNA

FuGENE HDTransfection ajani

I A G o
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Yontem:

1. Hiicreler transfeksiyon isleminin gergeklestirilecegi 6 kuyulu kiiltiir kabina
pasajlandi.

2. Kiiltiir kab1 yiizeyinin %60-70’ini kaplayincaya kadar CO;’li inkiibatorde inkiibe
edildi.

3. Hiicre kiiltiir ortamlar1 yenilendi. 2 ml serumlu besiyeri eklendi.

4. Kotransfekte edilecek plazmid DNA’lar1 hazirlanmistir. Plasmid DNA’lar her bir
kuyu i¢in serumsuz, antibiyotiksiz 100 pl hiicre ortamima (RPMI 1640) 2 ng plazmid DNA
olacak sekil.de 1:1 oraninda eklenerek karistirildi.

5. Karistirilan ve diliie edilen vektér DNA karigimi {izerine 3 pl FuGENE
HDTransfection ajani eklendi. Bu reaktifin ornek iizerine direk birakilmasina, yani tiiplin
ceperlerine temas etmemesine dikkat edilmelidir.

6. 1-2 saniye siddetli vorteks yapildi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

7. Kiiltiire edilmis hiicreler lizerine karigim eklenerek, kiiltiir kab1 hafifce oynatilarak

karistirildi ve 37°C de CO;’li ortamda 24 saat inkiibe edildi.
3.6.11 Apoptotik Uyarinin Olusturulmasi

24 saat sonrasinda transfekte edilmis olan hiicrelerin ortamlar1 yenilenmistir. Deney ve
kontrol grubu isaretlenerek, deney grubuna 75uM etoposid eklendi. Hiicreler 37°C CO;’li
ortamda 24 saat inkiibe edilmistir. 24. saat sonrasinda “Dual Luciferase Reporter Assay
System” (Promega #E1910) kullanilarak reporter vektorlerin deney grubu ile kontrol grubu

arasindaki farklar1 degerlendirildi.
3.6.12 Apoptotik Uyarmm Olgiilmesi

Olas1 promotdr dizilerini igeren vektorlerle transfekte edilmis ve apoptozun tetiklenmesi
icin etoposit verilmis Kelly hiicre hattinda olusan apoptotik yanit ‘Fluorometric Caspase 3

Assay Kit’ (SIGMA, CASP-3-F) kullanilarak 6l¢iildii.
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3.6.12.1 Kaspaz 3 Aktivitesinin Florometrik Olciimii ile Apoptotik Uyarmn

Belirlenmesi

Kaspaz 3 florometrik deneyinde (assay), Kaspaz 3 enzimi, acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-
amido-4-methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC) substratinin hidroliz reaksiyonunu gerceklestirir.
Ac-DEVD-AMC substratinin  hidrolizi sonucu fluoresans 6zellige sahip 7-amino-4-

methylcoumarin (AMC) molekiilii agiga ¢ikar.

Ac-DEVD-AMC »Ac-DEVD + AMC (fluoresans molekiil)

AMC hidroliz iiriiniiniin emisyon ve eksitasyon dalga boylar1 sirasiyla 360nm ve
460nm’ dir. Bu dalga boylarinda fluoresans 6l¢iim yapabilen spektrofotometrik cihaz ile agiga
AMC konsantrasyonu ve dolayli olarak Kaspaz-3 aktivitesi, olusturulan AMC standart grafigi

kullanilarak hesaplanir.
Geregler ve kimyasallar:
1. ‘Fluorometric Caspase 3 Assay Kit’ (SIGMA, CASP-3-F)

Apoptotik uyar1 verilmis hiicre

96 kuyucuklu plate ( flat bottom)

Sl

Plate okuyucu

Kit icerigi ve reaktiflerin hazirlanmasi:

e 5X Lizis tamponu

e 10X Reaksiyon tamponu

e Kaspaz3

e Ac-DEVD-AMC sustrat

e Ac-DEVD-CHO inhibitor

e 7-amino-4-methylcoumarin (AMC) standart

e 17 megohm su
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Yontem:

i. AMC standart grafiginin hazirlanmasi:

I. 10 mM stok AMC ¢o6zeltisinden 10 uM’ ik AMC ¢6zeltisi hazirlandi. Seyreltme
icin 1X reaksiyon tamponu kullanildi.

2. Tablo.17’ de verilen kimyasallar belirtilen hacimlerde kulanilarak 100 nM — SuM
konsantrasyon araliginda 5 AMC standart ¢ozeltisi hazirlandi.

3. Her standarttan 200’ er ul 96 kuyucuklu plate eklendi.

4. Florometre eksitasyon 360nm, emisyon 460 nm olacak sekilde ayarlandi.
Orneklerin fluoresans siddetleri dlciildii.

5. Her bir standart konsantrasyonuna denk gelen fluoresans siddetlerine karsilik

dogrusal AMC standart grafigi ¢izildi.

Tablo.17 AMC standart egrisi i¢in 6rnek hazirlama

AMC Standart nmoilcgli\/s[ig d(:)ﬂ Opl AMC cozeltisi (10 pnM) | 1X Reaksiyon Tamponu (pl)
6 uM 1.2 180 120
4 uM 0.8 120 180
2 uM 0.4 60 240
1uM 0.2 30 270
500 nM 0.1 15 285
100 nM 0.02 3 297

ii. Hiicre lizatlarinin hazirlanmasi:
1. Apoptozun tetiklendigi hiicreler hiicre kaziyici ile kaldirildi ve mikro santrifiij
tiipiine toplandi
2. 600 x g’ de +4°C’ de 5 dakika santrifiijlendi ve siipernatant uzaklastirildi
3. PBS i¢inde hiicreler siispanse edildi ve basamak 2 tekrarlandi
4. Hiicre peleti 50 pl 1X Lizis tamponu icerisinde siispanse edildi
5. Hiicre stispansiyonu 15-20 dakika buz iizerinde inkiibe edildi
6. Parcalanan hiicreler 14,000 x g’ de +4°C’ de 10-15 dakika santrifiijlendi ve

slipernatant yeni bir mikro santrifiij tiipiine alindi
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7. Elde edilen hiicre lizati hemen analiz i¢in kullanildi. Eger analiz hemen

gergeklestirilmeyecekse hiicre lizatlar1 kiigiik hacimlere boliinerek -70°C” ye kaldirilmalidir.

iii. 96 kuyucuklu plate’e orneklerin hazirlanmasi ve olgiilmesi.:

1. Hazirlamis oldugumuz hiicre lizat1 6rneklerinden 5° er ul ve kaspaz 3 pozitif
kontrol, Tablo. 18’ de belirtildigi gibi kuyucuklara eklendi. Bu denemede 6rnekler 3’erli setler
halinde calisildi. Kor olarak 5 pl 1X Reaksiyon tamponu kullanildi.

2. 2 ul Kaspaz 3 inhibitorii Tablo. 18 de belirtildigi sekilde uygun kuyucuklara
eklendi.

3. Her kuyucuga 200 pl Reaksiyon karigimi eklendi.

4. Plate, aliminyum folyo ile sarild1 ve oda sicakliginda 1-1,5 saat inkiibe edildi.

5. Florometre eksitasyon 360nm, emisyon 460 nm olacak sekilde ayarlandi.

Orneklerin fluoresans siddetleri dlciildii.

Tablo.18 Kaspaz 3 dl¢limii i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlar

1X Reaksiyon Kaspaz 3 Hiicre | Kaspaz 3 inhibitoér | Reaksiyon

tamponu (0,5ug/ml) Lizati (200 uM) karigimi1
Kor Sul - - - 200 pl
kK:;giT& pozitif i 5l i i 200 ul
Ko et B
ﬁl_]i;)cc;[;toz tetiklenmemis i i 5l i 200 pl
g aemanis | BEIEEEET
ﬁl_]i;)cc;[;toz tetiklenmis i i 5l i 200 ul
o aems | BEIEEEET

3.6.13 Dual Luciferaz Reporter Assay

Reporter (bildirici) gen deneyi, mRNA artislarinin direk olarak ilgili gen {irtinlerinin
promotdr uyarilmalarmin bir sonucu olarak ortaya ¢iktiginin gosterilmesinde giivenilir veriler

saglar. Bu ¢alismada ikili reporter deney sistemi kullanarak, biri internal kontrol olan iki
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vektoriin  ko-transfeksiyonu ile transfeksiyon etkinligi gibi degiskenlik yaratabilecek
parametreler engellendi. Bu amagla pGL4.12 ve pGL4.47 (swrasiyla promega #E6671 ve
#E6921) bildirici vektorleri kullanildi. pGL4.12 sentetik olarak /[uc? lusiferaz (Photinus
pyralis) genini promotorsiiz olarak barindirmaktadir (Sekil.10). Internal kontrol olan pGL4.74
ise hRluc lusiferaz (Renilla reniformis) genini ve promotor olarak HSV-TK promotoriini

barindirmaktadir (Sekil.11).

Bgl 1151
AccBs |
Konl
EcolCR |
Sac |
MNhe |
Xhol
EcoRV
Bgi Il
Bgl I/5fil
Hind [l

pGLA.12[fuc2CP]
Vector
(4421bp)

2205 |Sal |
2199 |BamH |

SV4D lale
paoly(A) signal

uc2CP

EcoR | 1750

Sekil.10 pGL4.12 Bildirici vektorii

' Amp" .

pGL4.74[hRIuc/TK]
Vector

(4237bp)

2021)5all
2015|BamH |
HSV-TK
SV40 late romighct
poly(A) signal P =

Sekil.11 pGL4.74 Bildirici vektorii

Gerecler:

1. PBS tamponu
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2. ‘Dual-Luciferase Reporter Assay System’ (Promega, E1910) Kiti
3. GloMaxTM 20/20 Luminometre
4. Horizontal ¢alkalayic1

Kit icerigi

e ‘Pasive Lysis Buffer’(PLB)

o ‘Lusiferaz assay reagent’ (LAR)
e ‘StopGlo Reagent’

e ‘StopGlo Buffer’

Yontem:

1. Hiicrelerin ortamlar1 uzaklastirilarak, PBS ile bir kez yikandi

2. Kit igerisinde bulunan pasif lizis tampon (PLB) hazirlanarak 500u1 her kuyuya (6
kuyulu kiiltiir kab1 i¢in 6nerilen miktar 500 pul” dir) eklendi. Hiicreler oda sicakliginda 15
dakika diisiik seviyede yatay ¢alkayicida inkiibe edild.

3. Kuyulardaki PLB pipetaj yapilarak 1.5 ml’lik tiiplere aktarildi

4. Hiicresel membran artiklarindan kurtulmak ve hiicre lizatin1 elde etmek i¢in tiipler
12000xg’de 30 saniye santrifiijlendi

5. Kitin klavuzuna uygun olarak hazirlanmis olan LAR reaktifinden 50ul 1,5ml’lik
eppendorf tiipiine konuldu. Uzerine 20 ul hiicre lizat1 eklendi

6. GloMaxTM 20/20 Luminometre kullanilarak, hazirlanmis olan reporter
vektorlerden elde edilen fireflay lusiferaz seviyesi ol¢iildii

7. Ayni tiipe 50ul Stop&Glo reagent eklenerek ve tekrar 6l¢iim alinarak ko-transfekte

edilen internal kontrol pGL4.74’den kaynaklanan renilla lusiferaz seviyesi 6l¢iildii.

3.7 Arastirma Plan1 Ve Takvim

Tez boyunca gerceklestirilen konu se¢imi, literatiir aragtirmasi, optimizasyon,
deneyler, sonuclari degerlendirilmesi, tez yazimi Tablo.19°da belirtilen siireler i¢inde

tamamlanmustir.
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Tablo.19 Arastirma zaman ¢izelgesi

6 7 8 9 10 |11 |12 |1 2 3 4 5 6
Konu Segimi X
Literatiir Arastirmast | X X | X X X | X X | X X X | X X
Optimizasyon X | X X
Deneyler X | X |X | X | X |X
Sonu
Degefisgilllrilmesi X [ X |X |X
Tez Yazimu X X X X

3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Deneyler arastirma takviminde belirtilen siire igerisinde optimize edilip,
tamamlanmistir. Denemeler sirasinda laboratuvar kosullarinin (sicaklik, nem gibi) sabit

olmasina dikkat edildi.

3.9 Arastirmanin Simirhhiklan

Calismamizda kullanmis oldugumuz Wnt genlerine spesifik antikorlarin olmayisi gen
ekspresyonunun transkripsiyonel diizeyde incelenememesine neden olmustur. Kullanilan
kimyasallarin bittiginde gelis siireclerinin uzun olmasi planlanan deneme sayismni

kisitlamaktadir.

3.10 Etik Kurul Onay1

Ektedir
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4 BULGULAR

4.1 Genomik DNA izolasyonu

Kelly hiicre hattindan izole edilen genomik DNA agaroz jel elektroforezinde yiirtitiildii

ve DNA’ nin biitiinliigii kontrol edildi. DNA tek bant olarak goriintiilendi.
4.2 PCR

Wntl, Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, Wnt7b, Wnt8a ve Wntl0a olasi promotdr dizilerinin
cogaltilmast amact ile Tablo.1’de belirtilen primer ciftleri kullanilarak PCR reaksiyonlar:
kuruldu. Wntl, Wnt4, Wnt5a ve Wnt7a promotor bolgelerini ¢gogaltmak amaciyla yaptigimiz
denemeler sonrasinda bu genlerin promotorlerine ait bolgeleri ¢ogaltamadik. Farkli PCR
kosullar1 ve primerler denenmesine ragmen PCR sonuglar1 elde edilememis ve bu nedenle
calismamizda bu promotorler ileriki asamalarda degerlendirilememistir. Reaksiyon sonrasinda
elde edilen PCR iiriinleri, amplifikasyonunu varligi ve dizilerin biiyiikliikler1 agisindan
kontrolii i¢in % 1°lik agaroz jelde yiiritiildii. Sekil.12,13 ve 14 de elde edilen PCR sonuglar1

verilmistir.

Wnt7b promotdr

Marker

1000 bg——> s s «——— 985 be
| —

|
R
]

500 bg—>m—
|

ey

R

Sekil.12 Wnt7b promotdr dizisi i¢in PCR sonucu
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Marker 100 bg
Wnt8a promotor

1000 b - 961 be
—

|
{
\

Sekil.13 Wnt8a promotor dizisi i¢in PCR sonucu

Marker 100 bg
‘Wni10a promotér

1000 by ——> qu—_p — <998 b
- .

}

- -
500 bg——> e

el
l

Sekil.14 Wnt10a promotdr dizisi i¢in PCR sonucu
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4.2.1 Klonlama amach PCR iiriinlerinin ve pGL4.12 vektoriiniin agaroz jelden

restriksiyon enzim kesimi sonrasi agaroz jelden ekstraksiyonu

Elde edilen PCR firtinleri ve pGL4.12 vektorii restriksiyon enzim kesimi sonrasinda
agaroz jelde yiirtitiildii. Ardindan jelden kesilerek saflastirildi. Sekil 13,15 ve 16° de

saflastirilmig PCR {irtinlerinin ve pGL4.12 vektoriiniin agaroz jel goriintiileri verilmektedir.

Wnt 7b promotér

6000 by ——> o
3000 bg

1000 bg 985 bg

Sekil.15 Saflastiriimis Wnt7b promotér dizisi ve pGL4.12 vektorii

enzim kesimi

‘Wnt 8a promotér
pGLA4.12 ¢ift

L
Bl
<=
o
s}

I

L
-
§

4421 bg

2000 bg

1000 bg
961 bg

Sekil.16 Saflastirilmis Wnt8a promotér dizisi ve pGL4.12 vektorii
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kesimi

Marker 500 bg
‘Wnt 10a promotor
pGL4.12 ¢ift enzim
Halkasal vektor

2000 bg

Sekil.17 saflastirilmis Wnt10a promotdr dizis ve pGL4.12 vektori
4.3 Miniprep Plasmid DNA izolasyonu

Miniprep plasmid izlolasyonu sonucu elde edilen ve uygun restriksiyon enzimleri ile ¢ift enzim

kesimi yapilmis promotdr dizi-pGL4.12 plasmidleri Sekil. 18,19 ve 20° de verilmistir.

E
&%
On b=l el
z F< g S
g & ok Es
= S EE &2
s 3% £}
= I g I =5
6000 bg ——
D e — 21
3000 bg ——> —
S —
1000 by > < 985b¢
— — —

Sekil.18 Promotér Wnt7b-pGL4.12 plasmid DNA’sinin miniprep izolasyonu
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Marker 1000 bg
pGL4.12-wnt8a
promotért cift
enzim kesimi
pGL4.12-wnt8a
promotor

-

"{—msssz bg

T e e e <4421 bg

3000 bg ——» -

1000bg —» wn «——961bg

Sekil.19 Promotér Wnt8a-pGL4.12 plasmid DNA’sinin miniprep izolasyonu

=
£ g §3E
< B I:S--J
= 5E 432
9 S B T E B
3 T8 JEE
g e g&as
= Q. =
< 5419bg

6000 bg—> W= e
o Nt Mt < 4421 bg

—

2000 bg———> w—

—

1000 bg—> s <998 bg

Sekil.20 Promotér Wnt10a-pGL4.12 plasmid DNA’sinin miniprep izolasyonu
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4.4 Apoptotik Uyarimin Ol¢iilmesi

AMC standart grafiginin olusturulmasi:
AMC’nin bilinen nmol miktarlarma karsilik okunan fluoresans degerleri ile dogrusal

AMC standart grafigi Sekil.21’° de goriildiigii gibi cizildi.

AMC Standart Grafigi
1,4 -
e
g y = 9E-05x
£ 19 RT=0,9997
S 08
; r
v
© 0,6
€
® 0,4
5
202
0 : :
0 5000 10000 15000
Flouresan (360/460nm)

Sekil.21 AMC standart grafigi

Kaspaz 3 aktivitesinin hesaplanmasi:

Wnt7b, Wnt8a ve Wnt10 olas1 promotdr dizilerinin bildirici vektor pGL4.12 ile
transfekte edildigi, ardindan apoptozun tetiklendigi ve tetiklenmedigi hiicre 6rneklerinin
kaspaz 3 aktiviteleri hesaplandi. Bunun i¢in fluoresans 6l¢iimii yapilan bu 6rneklerin AMC
konsantrasyonlar1 nmol cinsinden AMC standart grafiginin dogrusal denklemi kullanilarak
hesaplandi. Buna gore asagidaki denklem kullanilarak 6rneklerin kaspaz 3 aktiviteleri, nmol/

(dak. x ml) cinsinden bulundu.

_ I AMC x diliisyon faktori
Aldivite; nmol AMC/ (dakika/ml) = — x Csyon axem
t(dakika) x V (ml)

Sekil.22 ve Sekil.23, etoposit varliginda ve yoklugunda, Wnt7b, Wnt8a ve Wnt10
promotor dizileriyle transfekte Kelly hiicrelerinin kaspaz 3 aktivitelerini gdstermektedir.
Grafiklerde; PW7b: Wnt7b promotorii ile transfekte hiicre; PW7b+E: Wnt7b promotorii ile
transfekte ve etoposit verilmis hiicre; PW8a: Wnt8a promotori ile transfekte hiicre; PW8a+E:

Wnt8a promotorii ile transfekte ve etoposit verilmis hiicre; PW10a: Wnt10a promotorii ile
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transfekte hiicre; PW10a+E: Wnt10a promotorii ile transfekte ve etoposit verilmis hiicre

anlamlarina gelmektedir.
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Sekil.22 Kaspaz 3 aktivitesi 1. Deneme
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Sekil.23 Kaspaz 3 aktivitesi 2. deneme
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4.5 Dual Lusiferaz Bildirici Deney sistemi

Renilla ve firefly’ dan elde edilen luminesans degerleri kullanilarak promotor dizileri
icin goreceli lusiferaz aktivitesi hesaplanmistir. Bunun i¢in internal kontrol olan Renilla
luminesans degerleri esitlenerek bu esitlikten elde edilen katsayi ile firefly luminesans degeri
carpilmistir. Bu sekilde normalize edilen degerler ile firefly/ Renilla orani hesaplanarak
apoptozun tetiklendigi (etoposit) ve tetiklenmedigi (normal) hiicrelerdeki rolatif lusiferaz
aktiviteleri bulunmustur.

Buna gore: Sekil.24’> de Wnt7b promotoér dizisinden elde edilen lusiferaz aktivitesi;
Sekil.25° de Wnt8a promotor dizisinden elde edilen lusiferaz aktivitesi; Sekil.26” de Wnt10a
promotdr dizisinden elde edilen lusiferaz aktivitesi yer almaktadir. Deneyler birbirinden
bagimsiz olarak iicer set halinde 2 kez tekrarlanmstir. Her deney icin hiicrelerin apoptoza
girdikleri gosterilmistir (sekil.22 ve 23). iki ayr1 sette elde edilen toplam alt1 dlgiime ait
lisiferaz Ol¢iim degerleri, sonu¢larimizin gilivenilirligini artrmak amaci ile bir arada
degerlendirilmis ve normalize edilmis oran (NEO) olarak verilmistir (sekil.22, 23, ve 24).
Hesaplamalar sonrasinda Wnt7b, Wnt8a ve Wnt10a promotorlerinin apoptotik uyar1 verilmis

hiicrelerde yaklasik olarak normale gore 1,5 kat artiklar1 belirlendi.

L5

NEO

0,5

Normal Etoposit

Sekil.24 Wnt7b promotor dizisi lusiferaz aktivitesi
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Normal Etoposit

Sekil.25 Wnt8a promotor dizisi lusiferaz aktivitesi

Normal Etoposit

Sekil.26 Wnt10a promotdr dizisi lusiferaz aktivitesi
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5 TARTISMA

Programlanmis hiicre Olimii, ¢ok hiicreli canlilarin gelisiminde ve homeostazin
sirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Wnt sinyal iletimi de ndronlarm, epitelyal
hiicrelerin, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ve kardiyomiyositlerin hem gelisiminde hem de
hiicresel hasarinda apoptozun erken ve ge¢ donemlerini regiile etmektedir. Embriyonik
gelisim siirecinin tamaminda apoptotik ve wnt yolagindaki genler basarili bir koordinasyonla
aktive edilmektedir (53).

Calismamizin temelini olusturan deney, apoptotik uyar1 verilmis (Etoposit) Kelly hiicre
hattinda gerceklestirilen mikroarray calismasidir. Bu g¢alisma tez g¢alismasinda bagimsiz
olarak gerceklestirilmistir. Bu nedenle elde edilen verilerin tamami ve yontem bilgisi taz
raporumuzda verilmemistir. Mikroarray calismasi sonrasinda apoptotik uyar1 verilmis Kelly
hiicrelerinde ¢aligmamiza ilk asamada kaynak olusturan genlerin mRNA ekspresyon diizeyler;
Wntl icin 39 kat, Wnt4 icin 5 kat, Wnt5a i¢in iki kat, Wnt7a i¢cin 29 kat, Wnt7b icin 4 kat,
Wnt 8a icin 38 kat ve Wnt 10a icin 5 kat artis saptanmustir (TUBITAK 107T509 proje
raporu).

Yapilan ikili lusiferaz deneyi sonucunda Wnt7b, Wnt8a ve WntlOa bildirici
vektorlerinin transfekte edildigi ve apoptotik uyar1 verilen hiicrelerde promotor aktivitesinde
yaklagik 1,5 kathk artis saptandi. Gen ifadesindeki bu artig degerleri beklenilen diizeyin
olduk¢a altindadir. Mikroarray caligmalar1 ile kiyaslandiginda 6zellikle Wnt8a’nin mRNA
diizeyindeki yaklasik 38 katlik artis karsisinda deneylerimizde elde ettigimiz veri ¢ok diisiik
diizeyde kalmaktadir. Wnt 7b ve 10a i¢in elde edilen degerler bizim deneylerimizde elde
ettiklerimiz ile yakinlik gostermekle beraber, genel olarak baktigimizda “reporter assay”
sonrasinda, etoposit ile apoptotik uyar1 verilmis hiicrelerde ¢alisti§imiz genler agisindan kesin
bir ekspresyon artisinin varligindan séz etmek miimkiin degildir. Mikroarray deneyleri
mRNA diizeylerinin PCR yontemiyle degerlendirildigi veriler sunmakta iken reporter vektor
deneyleri ise dogrudan promotdrlerdeki aktivite artisinin gosterilmelerine yonelik daha
sagliklt veriler sunmaktadir. Relatif kantitasyon islemi sonrasinda elde edilen verilerin
spesifik antikorlar kullanilarak Western blot ile dogrudan protein artisinin gosterildigi
deneyler yada reporter assay yardimi ile dogrulanmasi gerekmektedir. Western blot ile
deneylerimizdeki sonuglarin dogrulamasini elimizde bu genlere ait antikorlarin bulunmamasi

nedeniyle gerceklestiremedik. Elde ettigimiz sonuglar1 dogrudan apoptotik uyari ile hedef gen
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artiglarinin olduguna dair hipotezimizi destekler veri saglamamasina ragmen, bir yontem
olarak “reporter assay” sisteminin optimizasyonu ileriki deneylerde kullanilabilir bir yonteme

ait tecriibelerin kazanimi agisindan 6nemlidir.
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