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Memeli Grainy Head-Like 3 (Grhl3) Promotör Bölgesinin ĠĢlevsel Tanımı 

Ġlkin Aygün, Deü Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji Ve Genetik Ad, Ġnciraltı/Ġzmir 

ÖZET 

 

 Epitelyalden mezenkimale dönüĢüm (EMT) ve mezenkimalden epiteyale 

dönüĢüm (MET) aĢamaları, düzgün bir embriyonik geliĢim için çok hayati olmanın 

yanı sıra, kanser oluĢumu sırasında tümör hücreleri tarafından farklı aĢamalarda 

kullanılırlar. Son yıllarda yapılan çalıĢmalar MET'in yalnızca EMT'nin tersi olmadığını, 

kendi baĢına da karmaĢık bir süreci ifade ettiğini göstermiĢtir. Bu verilerden yola 

çıkarak MET‟i kontrol eden yeni tanımlanacak transkripsiyon ağları oluĢturabileceği 

hipotezini kurmak mümkündür.EMT-MET modeli (NMuMG hücreleri) kullanılarak 

yapılan çalıĢmalarda, Grhl3 ve Hnf4a‟nın E-cadherin‟in ekspresyonu için önemli rol 

üstlendikleri ve MET sürecinin baĢlaması için çok gerekli oldukları gösterilmiĢtir. EMT 

- MET süreçlerinde kritik bir role sahip olan Grhl3 geninin bu süreçlere ne gibi bir 

katkı sağladığını aydınlatabilmek amacıyla, Grhl3 genini karakterize etmenin önemli 

olduğunu düĢünmekteyiz. Bu tez kapsamında da Grhl3 promotör bölgesi karakterize 

edilmeye çalıĢılmıĢtır. Öncelikle gen üzerindeki daha sonra promotör bölge 

üzerindeki korunmuĢ sekanslar belirlenmiĢtir. Biyoinformatik analizlerden elde edilen 

promotör bölgesi üzerindeki TATA kutusu ve Sp1 elementlerin iĢlevsel olup olup 

olmadıklarını, promotör bölgesi üzerinde kısaltmalar yaparak lusiferaz aktiviteleri ile 

gösterilmiĢtir. Daha sonra yine biyoinformatik analizlerle belirlenen Elf3‟ün Grhl3 

promotör bölgesi ile iliĢkili olduğu ve, Grhl3 promotör bölgesini 2 kat aktive ettiği 

gösterilmiĢtir. Ayrıca Elf3'ü susturulduğunda ve aĢırı eksprese edildiğinde Grhl3 

ekspresyonunun da doğru orantılı olarak azalıp arttığını gösterilmiĢtir. Elf3 Grhl3'ün 

regülatörü gibi davranmaktadır. 

 

Anahtar Kelimeler: MET, EMT, Grhl3, promotör, TATA kutusu, Sp1 
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Functional Characterization of the Mammalian Grainy Head-Like 3 (Grhl3) 

Promoter Region 

Ġlkin Aygün, Deü Institute of Health Science, Department of Medical Biology and 

Genetics, Ġnciraltı/Ġzmir 

ABSTRACT 

 

 Epithelial to mesenchymal transition(EMT) and mesenchymal to 

epithelialtransition (MET) are very vital for proper embryonic development, as well as 

being used at different stages by tumor cells during cancer formation. Studies 

conducted in recent years have shown that MET is not only the opposite of EMT, but 

also is a complicated process on its own. It is possible to establish the hypothesis 

that these data could lead to the establishment of newly defined transcriptional 

networks controlling the MET process. Studies carried out using the EMT-MET model 

(NMuMG cells) showed that Grhl3 and Hnf4a play an important role in the expression 

of E-cadherin, as well as fort he initiation of proper MET. We think it is important to 

characterize the Grhl3 gene in order to elucidate the contribution of the Grhl3 gene, 

which has a critical role in EMT - MET processes. In this thesis we tried to 

characterize the Grhl3 promoter region. We first identified the conserved sequences 

in the promoter region of Grhl3. Using luciferase reporter assays we demonstrated 

that the TATA box and Sp1 elements on the promoter region were functional and 

gross deletions of the promoter region led us to identify the minimum required  

sequence for a functional promoter. We next found that Elf3, which is related to the 

Grhl3 promoter region we determined by bioinformatic analysis, activated the Grhl3 

promoter region 2 fold. Moreover, we performed both loss and gain of function 

experiments and as a result have identified Efl3 as a regülatör of Grhl3 both in vitro 

and in vivo. 

Key Words: MET, EMT, Grhl3, promoter, TATA box, Sp1 
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1. GĠRĠġ ve AMAÇ 

1.1 Problemin Tanımı ve Önemi 

 Epitelyal mezenkimal dönüĢüm (EMT); 1) embriyogenez ve geliĢim, 2) yara 

iyleĢmesi, doku rejenerasyonu, organ fibrozisi ve 3) neoplazi gibi fizyolojik ve 

patolojik olaylarda gözlemlenmektedir (Choi and Diehl 2009). Her ne kadar klasik 

tanımlar mezenkimal epitelyal dönüĢümü (MET) basitçe EMT sürecinin tersi olarak 

tanımlasa da, son yıllarda yapılan çalıĢmalarda MET‟nin çok daha karmaĢık ve 

dinamik bir süreci tarif ettiği gösterilmektedir. Yani MET süreci sadece Vimentin, N-

cadherin gibi mezenkimal belirteçlerin ekspresyonlarının azalıp ve E-cadherin gibi 

epitelyal belirteçlerin ekspresyonunun artması ile sınırlı değildir. Yine son yıllarda 

yapılan çalıĢmalarda kanser oluĢumu ve geliĢiminde de tümör hücreleri tarafından 

EMT ve/veya MET mekanizmalarının kullanılmakta olduğu farklı kanser türlerinde ve 

farklı deney modellerinde gösterilmektedir (Micalizzi ve ark., 2010). Epitelyal orijinli 

tümör hücreleri kan doku bariyerini EMT mekanizmasının baĢlatılması ile aĢmakta ve 

dolaĢıma geçerek baĢka bir dokuya göç etme sürecinde yararlanmaktadır. Ardından 

dolaĢımdaki bu hücreler MET sürecini baĢlatarak, tümör hücresinin epitel hücre 

özelliklerini yeniden kazanarak yeni dokuda yerleĢmesi ve ikincil tümör oluĢturması 

ile metastaz süreci tamamlanmaktadır.Yapılan birçok çalıĢmada E-cadherin 

ekspresyonun EMT-MET sürecinin merkezinde yer aldığı; EMT sürecinde azalırken, 

MET sürecinde yeniden eksprese olduğunu ortaya koymuĢtur (Kim, Jackson ve ark., 

2016). MET sürecinde E-cadherin ekspresyonun yeniden aktivasyonu kısmen E-

cadherin represörlerinin azalması ve promotöründen ayrılması ile açıklanabilir. Sonuç 

olarak bu da bize MET sürecinin, EMT‟den ayrı olarak, kendine özgü mekanizma ve 

düzenleyicilerinin olabileceğini ve MET‟i kontrol eden sürece özgün bir transkripyon 

ağının olduğunu düĢündürmektedir.  

 Daha önce EMT-MET modeli kullanılarak yapılan çalıĢmalarda, Grhl3 ve Hnf4a 

düzenleyicilerinin E-cadherin ekspresyonunda ve MET sürecinde anahtar rol 

üstlendikleri belirlenmiĢtir (Alotabi ve ark., 2015). Evrimsel süreç esnasında 

korunmuĢ olan Grainy Head-Like 3 (Grhl3) geni, Grainyhead like ailesine dahil olan 

transkripsiyon faktörlerini kodlamaktadır. Grhl3'ün özellikle MET sürecinde nasıl bir 
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düzenleyici rol üstlendiğinin açıklanabilmesi için, genin karakterize edilmesi bu 

noktada oldukça önemlidir. 

 Bu çalıĢma kapsamında Grhl3 gen bölgesi karakterizasyonu ve dolayısıyla MET 

sürecinin aydınlatılması ile belirlenebilecek olan mekanizmaların ileride, özellikle 

meme, akciğer gibi metastatik özellikteki agresif kanser türlerinin tedavisinde 

hedeflenebilecek molekül ve/veya mekanizmalar olarak kullanılabilme potansiyelleri 

yüksektir. 

1.2 AraĢtırmanın Amacı 

 Bu tez kapsamında; memeli Grhl3 promotörü karakterize edilerek, üzerindeki 

promotör elementlerin iĢlevsel olup olmadığı ortaya konulacak, varsa diğer 

transkripsiyon faktörleri ile olan iliĢkisi aydınlatılacaktır. 

1.3 AraĢtırma Soru ve Hipotezleri 

 Grhl3'ün 1kb promotör sekansı üzerinde, iĢlevselliği sağlayan kısmın çok daha 

küçük bir bölümü oluĢturduğu, ayrıca bu bölge üzerine bağlanan ve geni regüle eden 

farklı transkripsiyon faktörlerinin varlığı düĢünülmektedir.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1 Epitelyal-Mezenkimal DönüĢüm (EMT) 

 Organizmal fonksiyonlar, ontogenez sırasındaki gen ürünleri, çevresel koĢullar 

ve ontogenetik süreçler arasındaki karmaĢık etkileĢimler yoluyla ortaya çıkar (Raff, 

1996; West-Eberhard, 2003). Bu etkileĢimlerin nedenleri ve sonuçları epigenetik 

araĢtırmalarınodak noktasında bulunmaktadır (Hallgrimsson ve Hall, 2011). Bu 

araĢtırmalar, genellikle, fenotiplerin geliĢimsel süreçler yoluyla nasıl ortaya çıktıklarını 

ve bu sürecin evrimsel modifikasyon ve yeniliği sağlamak için nasıl değiĢtirildiğini 

anlamaya çalıĢmaktadır. Bu süreçte geliĢimsel plastisite büyük rol oynamaktadır. 

Plastisite kavramı, bireyin kendi fenotipik özelliklerini, genellikle uyarlanabilir bir 

Ģekilde ayarlayarak, çevresel değiĢikliklere cevap verebilme kabiliyetini ifade eder. 

Her durumda, tek bir genotip, çok farklı fenotiplere neden olabilir. Plastisitenin 

sağlanması  ve hücresel fenotipin daimliği bu noktada, çok hücreli canlılar için büyük 

önem taĢımaktadır. Epitelyal mezenkimal dönüĢüm (EMT)  ve mezenkimal epitelyal 

dönüĢüm (MET) süreçleri de bu dinamik sürecin önemli bir bölümünü oluĢturmaktadır 

(Somarelli, Shetler ve ark , 2016). Epitelyal hücrelerin, epitelyal karakterini kaybedip, 

mezenkimal karakter elde edebilecekleri düĢüncesi, 1980'lerin baĢında Elizabeth Hay 

tarafından tavuk embriyosunda yaptığı gözlemler sonucu ortaya atılmıĢtır (Hay, 

1995). Epitelyal mezenkimal geçiĢ (EMT), baĢlangıçta erken geliĢme sırasındaki 

normal hücre farklılaĢması bağlamında tanımlanmıĢtır (Micalizzi ve ark., 2010) 

Evrimsel olarak, mezenkimal hücrelerin indüklenen farklılaĢması, çeĢitli 

organizmalarda oldukça özel dokuların ve organ sistemlerinin organizasyonuna izin 

vermektedir. Bu nedenle, Snail / Slug, Twist, Six1, Cripto, TGF-β ve Wnt / β-catenin 

gibi EMT ile iliĢkili moleküler yolların türler arasında oldukça korunmuĢ olması 

ĢaĢırtıcı değildir. (Micalizzi ve ark., 2010). EMT sürecinde epiteliyal kökenli hücrelerin 

polarize yapılarının ve hücre-hücre etkileĢimlerinin kaybolması sonucunda, polarize 

olmayan, mezenkimal fenotip kazanmıĢ hücreler oluĢur. Bu hücreler, göç edebilme, 

hücre dıĢı matrisi parçalayabilme ve kan doku bariyerini geçme yeteneği kazanırlar. 

Bu aĢamada EMT süreci baĢta embriyogenez olmak üzere pek çok önemli süreçte 

rol alır. Ayrıcayara iyileĢmesi (wound healing) ve fibroz açısından da kritik öneme 

sahiptir (Lamouille, Xu et al. 2014). 
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ġekil 2.1: Epitelyal - Mezenkimal dönüĢ (EMT) 

(Serrano-Gomez ve ark., 2016) 

 Son yıllarda yapılan çalıĢmalar EMT'nin, kanser hücrelerinde, metastaz 

sürecinin en kritik basamağını oluĢturarak hücrelerin bir dokudan diğer dokuya göç 

etmesini sağladığını göstermektedir. Bazı kanserojen tümörlerin fibröz ve 

metastazında EMT rolü tarif edilmiĢtir (Micalizzi ve ark., 2010). Bu yeni paradigma, 

EMT'yi daha net tanımlamak için farklı bir bakıĢ açısı sağlamıĢtır. Bu bakıĢ açısı, 

araĢtırmacılara normal hücre farklılaĢması süreci ve benzer patolojik, EMT süreçleri 

arasındaki iliĢkiyi daha doğru bir Ģekilde değerlendirebilmesine yardımcı olabilir. Bu 

tür EMT süreçleri hem epitelyal hem de epitelyal dıĢı kanserlerde görülür. 

Embriyonik geliĢim; büyüme ve farklılaĢmayı içeren kompleks bir süreçtir. Bu iĢlemin 

önemli bir kısmı hücresel farklılaĢma ve doku oluĢumunu içerir ve tüm büyük yapılar 

oluĢtuktan sonra büyüme ve hacim artıĢı yolunda devam eder. Giderek farklılaĢmıĢ 

hücrelere ayrılan ya da büyüyen ve özelleĢen hücrelere bölünen, tek bir hücre süreci, 

epigenetik kontrollerle programlanmıĢtır (Reik ve ark., 2001).Bununla birlikte, benzer 

epigenetik modifikasyonlar kanser hücrelerinde ortaya çıktığında, bu hücreler 

metastatik hale gelir. Kanser hücrelerinin metastaz yapabilmesi için öncelikle, 

integrinleri çevreleyen eksra selüler matriksten ayrıldığında, anoikisi, programlanmıĢ 

bir hücre ölümünün bir biçimini aĢması gerekmektedir (Kim, 2012). Normal koĢullar 

altında, epitelyal hücre yüzeyindeki integrinler ekstra selüler matriks ile temasa 

Hücre-hücre	
bağlan sın
da	görevli	
proteinlerin	

kaybı	

EMT	
sürecinde	

mezenkimal	
belirteçlerin	
kazanılması	

EMT	sürecine	yönlenen	
epitelyal	hücre	Epitelyal	hücre	

Bazal	
membran	
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girdiğinde, FAK (Focal Adhesion Kinase) fosforilasyon ile aktive edilir ve bu da 

fosforilasyon kaskadını tetikleyerek Akt (Protin Kinaz B olarak da bilinmektedir) 

aktivasyonu ile sonuçlanır ve böylece hücre sağ kalımı artar. Ġntegrin, ekstra selüler 

matriks ile temasını kaybederse, hücre hayatta kalma sinyalleri durur ve pro-

apoptotik proteinler, Bad (Bcl-2-associated death promoter), engellenmemiĢ halde 

bırakılır ve hücre ölümünü baĢlatabilirler. Kanser hücreleri, EMT ile iliĢkili olan çeĢitli 

Ģekillerde, bu durumun üstesinden gelebilir. Örneğin, E-cadherin ekspresyonunda bir 

kayıp ve N-cadherin ekspresyonunda bir artıĢ, anoikis direnci ve artmıĢ invazivlik ile 

korelasyon gösterir (Derksen ve ark., 2006). Büyüme faktörü reseptörlerinin 

disregülasyonunun anoikislere direnç gösterebileceği de gösterilmiĢtir. Kanser 

hücrelerinin farklılaĢması için; gerekli genleri aktive edilmesi, proliferasyon olaylarını 

yavaĢlatılması, bazı apoptotik yolların indüklenmesi, epitelialden mezenkimale 

hücresel özelliklerin değiĢtirilmesi gerektiği gösterilmiĢtir. Bunlar; hücre-hücre 

bağlantısında yardım edilmesi, hücre hareketine katkı sağlayan hücre adezyon 

moleküllerinin yukarı-regüle edilmesi, hücre-hücre bağlantılarının indirgenmesi ve 

hücre dıĢı matrisin kesilmesi için hücre yüzeyinde proteazlarınin harekete geçirilmesi 

gibi süreçler içermektedir. Farklı kanser popülasyonları, bu değiĢiklikleri destekleyen 

değiĢken epigenetik kalıplara sahiptir ve her bir model farklı bir klinik önem taĢır. 

EMT ve metastazın karmaĢıklığı popülasyonun heterojenliğinde yatar. Tüm hücreler 

aynı anda EMT'ye uğramaz ve EMT geçiren tüm hücreler baĢarıyla metastaz 

yapamaz. Kanser progenitörü hücre özellikleri, çevresel faktörler, hücre dıĢı ve hücre 

içi sinyalizasyon ve epigenetik değiĢiklikler, bir hücrenin EMT'ye ve metastaza girip 

girmeyeceğini etkiler. 

 Son yıllarda ortaya atılan iki hipotez EMT'yi ve metastazı açıklamaya 

çalıĢmaktadır (Sarkar ve ark., 2013). Birinci hipoteze göre, bir tümörde bulunan 

kanser progenitör hücreleri aynı anda EMT'ye girmez, bu nedenle kanserli 

popülasyon farklı aĢamalardaki farklı hücreler içerir. Ancak, bu aĢamalar sabit 

değildir. FarklılaĢmanın herhangi bir aĢamasında kanser öncül hücreleri 

farklılaĢmanın daha ileri bir aĢamasını gerçekleĢtirmek ve geliĢmiĢ kanser derecesine 

ulaĢmak için EMT'den geçebilir. Aslında, bu noktada farklılık göstermekle birlikte, 

aynı öncü hücreden kaynaklanır ve farklı zaman aralığında farklı EMT'ye uğrarlar. 

Ġkinci hipoteze göre ise, bazı kanser öncül hücrelerinin, baĢlangıçta EMT'den 
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geçtikten sonra klonal geniĢlemeyi takiben metastaz yapacağını düĢündürmektedir. 

Bu durumda, metastatik bir tümör, baĢlangıçta EMT yapılan hücre ile bir belirteç 

paylaĢacak ve bu nedenle her kanser derecesi farklı bir progenitör hücreden 

gelecektir. Meme kanseri üzerine yapılan çalıĢmalar, heterojen, metastatik göğüs 

kanseri tümörlerinin, birinci hipotezi destekleyen birkaç kanser progenitör 

hücrelerden elde edilir olduğu göstermektedir(Byler ve Sarkar, 2014; Hajj ve ark., 

2003). Bununla birlikte, metastatik kanserin heterojenliğinin, farklı kanser dereceleri 

üretmek için farklı zamanlarda farklılaĢan bir çok kanser öncül hücresi tarafından 

üretilmesi hala mümkündür (Campbell ve Polyak, 2007). Sadece birkaç kanser öncül 

hücresinin metastatik meme kanserine katkısı, metastatik meme kanseri hücrelerinin 

yüksek genetik çeĢitliliğe sahip olduğu bulguları ile tutarlı değildir (Park ve ark., 

2010). Bu anomalinin, kanserdeki heterojenliğin rasgele genetik farklılaĢmadan 

gelmediği, evrimsel olarak korunmuĢ ve organize bir Ģekilde iĢleyen bir mekanizma 

tarafından düzenlendiği gösterilmiĢtir (Meacham ve Morrison, 2013). Bu organize 

mekanizma, EMT'yi, yani farklı epigenetik değiĢim modelini içerir (Byler ve 

Sarkar,2014; Hajj ve ark., 2003; Sarkar ve ark., 2013) . 

2.2 Mezenkimal-Epitelyal DönüĢüm (MET) 

 Epitelyal hücrelerin mezenkimal hücrelere kısmen veya tamamen 

dönüĢebilmesi veya mezenkimal hücrelerin epitelyal özellik kazanması, epitelyal 

fenotipin doğal bir plastisitesini gösterir. Mezenkimalden epitelyale dönüĢ (MET) de 

bu dinamik sürecin bir baĢka önemli basamağıdır.  

 MET hem geliĢimsel, hem rejeneratif hem de patolojik bir çok oluĢum için temel 

hücresel bir süreçtir (Antonello, Reiff ve ark., 2015; Kim, Jackson ve ark., 2016). EMT 

ve MET, ayrıca embriyonik kök hücre differensiyasyonu ve pluripotensinin 

indüklenmesini de düzenlemektedir. Klasik tanımlar MET‟i basitçe EMT sürecinin 

tersi olarak tanımlasa da, son yıllarda yapılan çalıĢmalar bunun öyle olmadığını 

açıkça vurgulamaktadır. MET sadece vimentin, N-cadherin gibi mezenkimal 

belirteçlerin azalarak düzenlenmesi (downregulation) ve E-cadherin gibi epitelyal 

belirteçlerin artarak düzenlenmesinden (upregulation) çok daha karmaĢık ve dinamik 

bir süreci tarif etmektedir. Bu dinamik ve kompleks sürecin sadece EMT ve MET 
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belirteçlerinin artması veya azalmasıyla anlatılması ve düzenlenmesi mümkün 

değildir (Kim, Jackson ve ark., 2016). 

 Hem EMT hem de MET süreçleri baĢlangıçtan sonuca kadar transkripsiyonel, 

post-transkripsiyonel, translasyonel ve post-translasyonel birçok basamakta farklı 

düzenleyiciler tarafından kontrol edilmektedir (Lamouille, Subramanyam ve ark., 

2013). Bu ekspresyon seviyesindeki düzenlenmenin yanı sıra epigenetik 

modifikasyonlar da hücrenin fenotipik plastisite açısından dengede kalmasını 

sağlamaktadır (Somarelli, Shetler ve ark., 2016). Bu sıkı düzenlenmeden 

transkripsiyonel faktörler, kromatin tekrar düzenleyici faktörler (chromatin 

reorganisation factors), yüzey reseptörleri ve adhezyon molekülleri gibi birçok 

faktörün sorumlu olduğu bilinmektedir (Bozzi, Brich ve ark., 2016). Epigenomun 

dinamizmi transkripsiyon faktörlerinin kromatin ve kromatin düzenleyici enzimlerle 

iliĢkisiyle sağlanmaktadır. Transkripsiyon faktörleri aktive edilerek kromatin altyapısı 

değiĢmekte ve bu faktörler DNA düzenleyici bölgelerine bağlanmaktadır. Tüm bu 

süreçte kromatinde değiĢiklik yapabilen enzimler (chromatin modifying and 

remodeling enzymes) aktif rol oynamaktadır (Brettingham-Moore, Taberlay ve ark., 

2015). 

 Epigenetik modifikasyonlar DNA sekansından bağımsız olarak gen aktivitesi ve 

ekspresyonunu düzenleyebildiği ve tersinebilir olduğu için birçok biyolojik süreçte 

büyük önem arz etmektedir (McDonald, Wu ve ark., 2011; Serrano-Gomez, Maziveyi 

ve ark., 2016). Epigenetik regülasyonun büyük bir kısmını proteinlerin enzim bağımlı 

olarak değiĢimine neden olan translasyon sonrası (post-translational) modifikasyonlar 

(PTMs) ve histon modifikasyonları oluĢturmaktadır. Asetilasyon en önemli 

modifikasyonlardan biridir ve transkripsiyonel aktivasyonun düzenlenmesinden 

DNA/protein bağlanma becerisine kadar birçok hücresel olayla yakından iliĢkilidir 

(Gregoire, Fleury ve ark., 2016; Serrano-Gomez, Maziveyi ve ark., 2016). Çünkü tüm 

DNA kalıbına ihtiyaç duyan süreçler (transkripsiyon, replikasyon, rekombinasyon gibi) 

kromatin altyapısının kompleks yapısından etkilenmektedir (Stadler ve Allis 2012). 

Asetilasyonun global olarak balansı HAT (histon asetiltransferaz) ve HDAC (histon 

deasetiltransferaz) histon asetilasyon düzenleyicileri tarafından düzenlenmektedir 

(Zhang, Liu ve ark., 2013). p300, CBP, ve PCAF en çok bilinen HAT substratları 
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arasındadır. MYC ve  p53 gibi önemli onkogen ve tümör supresörlerin bazıları da 

histon proteinleri olmamalarına rağmen asetilasyon substratı olabilmektedir (Zhang, 

Liu ve ark., 2013). CBP ve p300‟ün gen düzenleyici ağlara etkisi nedeniyle 400‟den 

fazla proteinle iliĢkide olduğu bilinmektedir. Bu moleküller histon ve diğer düzenleyici 

proteinlerin asetilasyonuyla harekete geçmekte ve birçok transkripsiyon faktörü için 

transkripsiyonel ko-aktivatör görevi üstlenmektedir (Mizuguchi, Specht ve ark., 2012). 

p300‟ün EMT‟deki rolü ise tartıĢmalıdır. Bazen yüksek p300 ekspresyonu EMT‟ye 

neden olurken, bazen tam tersi olmaktadır. p300‟ün EMT‟deki rolünün duruma ve 

diğer transkripsiyon faktörleriyle iliĢkisine bağlı olarak değiĢebildiği düĢünülmektedir 

(Mizuguchi, Specht ve ark., 2012).  

 GeliĢimsel olayları ve yara iyileĢmesi gibi süreçleri destekleyen MET, aynı 

zamanda baĢarılı bir metastaz için önemli bir ön koĢuldur. EMT geçirmiĢ ve vücudun 

diğer bölgelerinde dolaĢan kanser hücreleri, baĢka dokulara entegre olmalarına ve 

klinik açıdan önemli tümör sinyalleri üretmelerine izin veren bir mekanizmaya sahip 

olmalıdır. Bunu yapabilmek için de, öncelikle çevresindeki dokuya bağlanacak 

Ģekilde epitelyal özelliklere sahip olmaları gerekmektedir. Bu fenomenin bir örneği, 

uyarılmıĢ pluripotent kök hücrelerde (iPSC'ler) gözlenmektedir. Son yıllarda yapılan 

çalıĢmalar, MET'i tetikleyen faktörlerin ekspresyonunu arttırarak, iPSC'lerin 

üretilmesinin EMT mediatörlerini bastırdığını göstermektedir  (Polo ve Hochedlinger, 

2010). Uzak dokulardaki metastatik ve baĢarılı implantasyon arasındaki bu 

modülasyon, metastazın son derece organize olmuĢ ve evrilmiĢ EMT / MET 

hipotezini daha da destekler özelliktedir. 

 

 

ġekil 2.2: Kanser metastazında EMT - MET rolü 

(Van Denderen ve Thompson, 2013) 
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 Kök hücre differensiyasyonu ve germ hücre geliĢimi gibi EMT sırasındaki 

epigenetik tekrar programlamlama da kromatin modifikasyonlarındaki değiĢimlerle 

sağlanmaktadır (McDonald, Wu ve ark., 2011). Son yıllardaki çalıĢmalar, mezenkimal 

fenotipin genom üzerindeki lokus spesifik epigenetik tekrar programlamayla inĢa 

edildiğini iĢaret etmektedir. Bir hipoteze göre, fenotipik geçiĢ transkripsiyon faktör 

aktivitesinin kromatin aracılıklı stabilizasyonuna bağlıdır. Kısaca, epitelyal ve 

mezenkimal fenotipler kromatin durumundaki değiĢimlerle koordine edilmektedir 

(Cieslik, Hoang ve ark., 2013).  

 EMT sırasında görev alan bazı transkripsiyon faktörleri ve histon 

modifikasyonları arasındaki iliĢki uzun yıllardır çalıĢılmasına rağmen epigenetik tekrar 

programlanmanın doğası henüztümüyle aydınlatılabilmiĢ değildir. Bu genom boyunca 

süre gelen epigenetik programlanmanın EMT/MET sürecindeki tam fonksiyonu ve 

mekanizmasına değinen çok az literatür bilgisi bulunmaktadır.Tüm bu veriler, 

EMT/MET transkripsiyonel faktörlerinin kromatinde değiĢim yapabilen enzimler 

aracılığıyla düzenlenmesinin hem geliĢim hem de kanser gibi patolojik koĢullardaki 

önemini ve bu konudaki bilgi açığını vurgulamaktadır (Cieslik, Hoang ve ark., 2013; 

Tam ve Weinberg, 2013; Lee ve Kong, 2016; Sun ve Fang, 2016). Bu faktörlerin 

transkripsiyon faktörleriyle olan iliĢkisinin anlaĢılması ve biyolojik önemlerinin 

kavranmasının geliĢim ve kanser süreçlerindeki bu dinamik EMT/MET değiĢimlerinin 

anlaĢılmasında önemli rol oynayacağı yadsınamaz bir gerçektir.Hepatosit nükleer 

faktör 4α (Hnf4α), orfan nükleer reseptör (orphan nuclear receptor) sınıfına ait bir 

transkripsiyon faktörüdür. Hnf4α‟nın fetal karaciğer organogenezi boyunca E-

cadherin gibi birçok adhezyon molekülünü regüle edebildiği bilinmektedir (Alotaibi, 

Basilicata ve ark., 2015). Anti-mezenkimal rolü sayesinde ana EMT düzenleyicilerini 

(Snail gibi) ve mezenkimal genleri baskılayarak hepatik epitelyal fenotipin 

korunmasını kontrol ettiği gösterilmiĢtir. Bu nedenle, Hnf4α‟nın MET indükleyici bir 

faktör olarak hareket ettiği bilinmektedir (Santangelo, Marchetti ve ark., 2011; 

Alotaibi, Basilicata ve ark., 2015; Cicchini, Amicone ve ark., 2015). Hnf4α‟nın 

hepatosit epitelyal kimliği sağlamadaki rolünün epigenetik modifikasyonlarla iliĢkili 

olduğu düĢünülmektedir (Cicchini, de Nonno ve ark., 2015). Ayrıca diğer hücrelerden 

farklı olarak olgun hepatositlerin tekrar hücre siklusuna katılabildiği ve karaciğerin 

ana fonksiyonlarını sağlamayı sürdürürken prolifere olabildiği bilinmektedir. Bunu 
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sağlayan faktörlerden birinin de transkripsiyon faktörü Cebpα‟nın ekspresyonundaki 

azalma olduğu düĢünülmektedir (Cicchini, Amicone ve ark., 2015).  

 CCAAT/enhansır-binding protein Cebpα, bZIP (basic leucine zipper) 

transkripsyon ailesinin bir üyesidir. Birçok hücre tipinde hepatogenez, adipogenez ve 

hematopoezin düzenlenmesi gibi önemli biyolojik fonksiyonları bulunmaktadır. (Yuan, 

Wen ve ark., 2015). C/EBP proteinlerinin p300 ile kompleks içinde bulundukları 

bilinmektedir. Cebpα‟nın kromatin düzenleyici proteinler p300 ve HDAC1 ile iliĢki 

içerisinde olduğu bazı hücre tiplerinde saptanmıĢtır (Breaux, Lewis ve ark., 2015). 

2.3 Grainy Head Like-3 (Grhl3) 

 Yapılan pek çok çalıĢmada, sınırlı sayıda genin, sinek embriyolarında kütikül 

oluĢumunun düzenlenmesinde rol oynadığı gösterilmiĢtir (Ostrowski, Dierick ve ark., 

2002). Saptanan bu genler arasında bulunan grainy head (grh) transkripsiyon 

faktörlerinin (Bray and Kafatos. 1991) büyük ölçüde, yüzey ektodermde eksprese 

olan (Hislop, Caddy ve ark., 2008; Boglev, Wilanowski ve ark., 2011), epidermal 

bariyer oluĢumunun düzenlenmesinde ve tamir mekanizmasında rol oynayan, 

korunmuĢ faktörler olduğu görülmüĢtür (Yu, Mannik ve ark., 2009). Meyve sinekleri 

(Drosophila) üzeri yapılan araĢtırmalarda, graniy head mutasyonuna uğramıĢ olan 

embriyoların yumurtadan çıkamadığı ve gevĢek kütiküllere, damarlı, kesintili iskelet 

yapısına ve düzensiz trakeal tüpe sahip oldukları gözlemlenmiĢtir (Gustavsson, Copp 

ve ark., 2008). Bu araĢtırmaları takip eden süreçte, grh transkripsiyon faktörlerinin, 

PCP (planar cell polarity) sinyal yolunun bir bileĢeni olarak kanat kıllarının ve 

ommatidia oryantasyonlarının düzenlenmesinde de yer aldığı gösterilmiĢtir (Lee ve 

Adler, 2004). Ayrıca, trakeal uzama (Hemphala ve ark., 2003), dorsal kapanma 

(Attardi ve ark., 1993), nöronal tüp kapanması ve omurgalılarda yara iyileĢmesi de 

dahil olmak üzere epitelyal morfogenetik olaylar için bir paradigma olarak hizmet 

etmektedir. 

 Grh, kütikül proteinlerini ve kitini çapraz bağlayan kinonlar üreteren Dopa 

dekarboksilaz (Ddc) regülasyonu yolu ile kütikülün bütünlüğünü korur (Bray, Burke ve 

ark., 1989). Dopa dekarboksilazın memelilerdeki TGase1 (transglutaminaz 1) benzer 

iĢlevsel fonksiyona sahip olduğu bilinmektedir.  
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 Grh homologları, Caenorhabditis elegans, Xenopus laevis, Danio rerio, 

Anopheles gambiae ve Balarus amphitrite türlerinde de saptanmıĢ olup, 700 milyon 

yıl boyunca korunmuĢ olduğu kanıtlanmıĢtır. (Ting, Caddy ve ark., 2005; Wilanowski 

ve ark., 2002; Kudryavtseva ve ark., 2003; Venkatesan ve ark., 2003). Omurgalılarda 

Drosophila grainyhead‟e benzer genler, Grhl (grainyhead benzeri) genler olarak 

adlandırılmakta ve bilinen üç üyesi bulunmaktadır: Grhl1, Grhl2 and Grhl3 (Ting, 

Caddy ve ark., 2005; Chalmers, Lachani ve ark., 2006, Mlacki, Kikulska ve ark., 

2015). Bu genlerin embriyonik geliĢim sürecindeki ve eriĢkin derisindeki birçok 

ektodermal ve endotermal hücre tipinde eksprese olduğu bilinmektedir (Gustavsson, 

Copp ve ark., 2008). Ekspresyonları doku ve geliĢime yönelik Ģekilde özgülleĢmiĢtir 

(Mlacki, Kikulska ve ark., 2015).  

 Grhl3 (grainy head-like 3) fare embriyogenezi sırasında epidermal 

differansiyasyon ve bariyer oluĢumundan sorumlu, büyük ölçüde korunmuĢ bir 

transkripsiyon faktörüdür (Darido ve Jane 2010; Hopkin, Gordon ve ark., 2012; 

Gordon, Zeller ve ark., 2014; Xu, Liu ve ark., 2014). CP2 benzeri transkripsiyon 

faktör ailesinin üyelerinden biridir (Gordon, Zeller ve ark., 2014). Kökeni meyve sineği 

(Drosophila) grainy head (grh) genine dayanmaktadır. grh geninin ets transkripsiyon 

faktörü Elf1 genine karĢılık geldiği saptanmıĢtır (Bray ve Kafatos, 1991). Elf-1dıĢında 

NTF-1 olarak da adlandırılmaktadır (Chalmers, Lachani ve ark., 2006, Hislop, Caddy 

ve ark., 2008). Daha önce GET1 (Kudryavtseva, Sugihara ve ark., 2003), MGR, LBP-

32, SOM ve BOM olarak da adlandırılmıĢtır (Chalmers, Lachani ve ark., 2006). 

GRHL3 birçok türde geliĢim ve yüzey ektoderminin homeostazı için kritik bir faktördür 

(Xu, Liu ve ark., 2014). Grhl3 sitoplazmada lokalize olmaktadır (Xu, Liu ve ark., 

2014). Grhl3 eriĢkin fare epidermisinde düĢük seviyede eksprese olmaktadır ve 

normal epidermal homeostazı için zorunlu bir faktör olmamasına rağmen mekanik ve 

immün bir epidermal zarar durumunda upregüle olmaktadır (Gordon, Zeller ve ark., 

2014). Grhl3 geni, farede kromozom 4‟te lokalize olmaktadır (Gustavsson, Copp ve 

ark., 2008). Grhl3 açısından mutant olan farelerde nöral tüp defektine bağlı olarak 

ortaya çıkan bir hastalık olan spina bifida görülmektedir (Chalmers, Lachani ve ark., 

2006; Gustavsson, Greene ve ark., 2007, Ting ve ark., 2003).  Fare embriyogenezi 

sırasında Grhl3 ekspresyonunun büyük oranda yüzey ektoderm ile sınırlandığı 

gösterilmiĢ olup, bu tabaka boyunca  12.5. embriyonik günden itibaren ifade edildiği 
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ve epidermal bütünlüğün idame ettirilmesindeki rolü kanıtlanmıĢtır. (Ting, Caddy ve 

ark., 2005). Grhl3 olmayan fareler uygun bir deri bariyeri oluĢturamamakta ve doğar 

doğmaz dehidrasyondan ölmektedir (Ting, Caddy ve ark., 2005; Lukosz, Mlynek ve 

ark., 2011; Mlacki, Kikulska ve ark., 2015).  

 Grh‟nin epigenetik morfogeneziste önemi olan Lmo-4 (LIM-only protein 4) 

proteiniyle ile de etkileĢtiği bilinmektedir (Kudryavtseva, Sugihara ve ark., 2003). 

Memeli Grhl3 proteininin de direkt olarak Lmo-4‟e bağlanmamasına rağmen, Lmo-4 

ile birlikte çoklu bir protein kompleksinde görev aldığı ve bu birlikteliğin özellikle nöral 

tüpün kapanması ve epidermal bariyer oluĢumu için gerekli olduğu saptanmıĢtır (Yu, 

Lin ve ark., 2006; Hislop, Caddy ve ark., 2008). 

 Grh ortologlarının hayvan epitelyal hücrelerde bir çok değiĢik fonksiyon için 

gerekli olduğu bilinmektedir (Hislop, Cadd ve ark., 2008). Fare ve meyve sineğindeki 

korunmuĢ fonksiyonlardan bir tanesi de epidermal bariyer çapraz bağlanma 

genlerinin transkripsiyonel aktivasyonu ve yara sonrası bu epidermal bariyerin 

rejenerasyonudur (Mace, Pearson ve ark., 2005). Grhl3 silinmesi lipid sürecinden 

sorumlu enzimler, hücre-hücre adhezyon molekülleri ve yapısal proteinleri de içeren 

bariyer oluĢumunda kritik rolleri olan birçok genin ekpsresyonunda azalmaya neden 

olmaktadır (Ting, Caddy ve ark. 2005; Boglev, Wilanowski ve ark., 2011; Gordon, 

Zeller ve ark., 2014) 

 Memelilerde Grhl3 göz kapağı füzyonu, nöral tüpün kapanması ve yara tamiri 

gibi epidermal morfogenik olaylarda gereklidir. Ayrıca insan epidermal 

differensiyasyon gen ekspresyon programının aktivasyonundan da sorumlu olduğu 

bilinmektedir. Grhl3‟ün WDR5 aracılığıyla trxG (Trithorax grubu proteinler)‟yi 

epidermal differensiyasyon promotörüne çağırdığı düĢünülmektedir (Hopkin, Gordon 

ve ark. 2012). Grhl3‟ün mesane epithelyimu differensiyasyonunda da önemli rol 

oynadığı bilinmektedir (Hopkin, Gordon ve ark. 2012).Tüm bu özelliklerinin yanısıra 

Grhl3‟ün antiapoptotik etkisi olduğu da saptanmıĢtır. Bu etkiyi Kaspaz-3‟ü inhibe 

ederek eNOS (endotel nitrik oksit sentaz) aktivasyonuyla yaptığı düĢünülmektedir 

(Lukosz, Mlynek ve ark. 2011). 
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 Son yıllarda yapılan çalıĢmalar Grhl3‟ün kanser çalıĢmalardaki yerini de 

vurgulamaktadır. Grhl faktörlerinin deri skuamöz hücreli karsinom, meme kanseri, 

mide kanseri, hepatosellüler karsinoma, kolorektal kanser, prostat ve servikal kanser 

gibi kanser tipleriyle iliĢkisi olduğu bilinmektedir (Mlacki, Kikulska ve ark. 2015). 

Özellikle insan deri ve boyun skuamöz hücreli karsinomunda Grhl3 ekspresyon 

seviyesinde azalma gözlenmektedir. Grhl3‟ün skuamöz hücreli karsinomlarda kritik 

tümör baskılayıcı yolakta görev aldığı düĢünülmektedir. Grhl3‟ün meme kanserindeki 

spesifik rolü bilinmese de meme kanserinde koruyucu bir faktör olabileceği 

varsayılmaktadır (Mlacki, Kikulska ve ark. 2015). Ayrıca Grhl3‟ün memeli karsinom 

hücre hattı MCF-7‟de TNF-α tarafından indüklendiği bilinmekte ve tümör hücre göçü 

ve metastazı için olası bir rolü olabileceği düĢünebilmektedir (Xu, Liu ve ark. 2014). 

Grhl3‟ün meme kanserindeki önleyici rolunün ve olası tumör baskılayıcı yolağa 

katkısının Grhl3‟ün direkt olarak E-cadherin‟i regüle etmesinden kaynaklandığı 

düĢünülmektedir (Mlacki, Kikulska ve ark. 2015, Zhao, Guo ve ark. 2016). Çünkü 

Grhl3‟ün tumörejenik olmayan meme bezi hücrelerinde ve akciğer kanseri gibi bazı 

kanser türlerinde E-cadherin‟in MET (mezenkimalden epitelyale geçiĢ) sürecindeki 

ekspresyonunu pozitif olarak düzenleyebildiği bulunmuĢtur (Alotaibi, Basilicata ve 

ark. 2015, Mlacki, Kikulska ve ark. 2015). 

 EMT ve MET süreçlerinin arasındaki geçiĢlerde, E-cadherin ekspresyonun 

değiĢimi ve bunu regüle eden diğer molekülerin ekspresyonundaki değiĢim önemlidir. 

EMT sürecinde, E-cadherin ekspresyonundaki azalma, MET sürecinde hızlı bir 

Ģekilde eski haline dönebiliyor. EMT sürecini tetikleyen çok sayıdasinyal ileti yolağı 

aracılığı ile Snail, Slug, Zeb1, Zeb2, Twist gibi molekülerin E-cadherinekspresyonunu 

baskılaması ile gerçekleĢmektedir. E-cadherinin transkripsiyonel düzeyde kontrolü 

oldukça kompleksdir (Batlle ve ark., 2000; Cano ve ark., 2000; Carver ve ark., 2001; 

Comijnet ve ark., 2001; Conacci-Sorrell ve ark., 2003; Grooteclaes ve Frisch, 2000; 

Peinado ve ark., 2004; Perez-Moreno ve ark., 2001; Yang ve ark.,2004). MET 

sürecinde ise E-cadherin ekspresyonunu baskılayan molekülerin ekspresyonunda 

azalma olmaktadır.Ancak bu tek baĢına MET sürecinde E-cadherin 

ekspresyonundaki değiĢim için yetersiz olmaktadır. Stemmler ve ark. çalıĢmalarında, 

fare modelinde, E-cadherinin promotorunun tek baĢına E-cadherin ekspresyonunu 

düzenlemekte yetersiz olduğunu göstermiĢlerdir (Stemmler ve ark., 2003). Stemmler 
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ve ark. yaptıkları çalıĢmada cis-düzenleyici bölgelerin E-cadherin ekspresyonunu 

düzenlediğini ve bunların transkripsiyonun baĢladığı bölgenin aĢağısında yer aldığını 

göstermiĢlerdir (Stemmler 2003). Bunun yanında E-cadherin geninde intron 2 

delesyonu durumunda, E-cadherin lokusunun baskılandıgı gösterilmiĢtir (Stemmler 

2005). Bu da bazı transkripsiyon aktivatörlerinin cis-regülatör bölgelere bağlanarak E-

cadherin ekspresyonunu düzenlediğini göstermektedir. Werth ve ark. çalıĢmalarında 

Grhl2'nin E-cadherinin intron 2 bölgesine bağlanarak, E-cadherin ekspresyonunu 

düzenlediğini göstermiĢleridir (Werth ve ark., 2010). Ayrıca Grhl3'ün Hnf4a'nın 

promotor bölgesine bağlanarak ekspresyonunu düzenlediğini, daha sonra Hnf4a ile 

birlikte E-cadherin ekspresyonunu çok daha güçlü bir Ģekilde uyardığını 

görülmektedir (Alotaibi ve ark., 2015) 

 

ġekil 2.3: Grhl3, Hnf4a ekspresyonunun düzenlenmesine ve MET sürecine katkıda 

bulunur. 

(Alotaibi ve ark., 2015) 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 AraĢtırmanın Tipi 

 AraĢtırma deneysel niteliktedir. 

3.2 AraĢtırmanın Yeri ve Zamanı 

 AraĢtırma, Dokuz Eylül Üniversitesi, Ġzmir Biyotıp ve Genom Enstitüsü 

laboratuvarlarında 2016 Eylül- 2017 Haziran tarihleri arasında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.3 AraĢtırmanın Evreni ve Örneklemi/ÇalıĢma Grupları 

 AraĢtırmada insan üzerinde bir çalıĢma yapılmamıĢ, deneyler in vitro olarak 

hücreler ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.4 ÇalıĢma Materyali 

 AraĢtırmada, grubumuzda bulunan NMuMG (Normal Murine Mammary Gland) 
ve MEF (Mouse embryonic fibroblast) hücre hatları kullanılmıĢtır. 

3.5 AraĢtırmanın DeğiĢkenleri 

 AraĢtırma kapsamında kullanılan NMuMG hücre hattı bağımsız değiĢkendir. 

Hücrelerin transfekte edildiği vektörler bağımlı değiĢkendir. Promotör sekansı 

üzerinde belirlenen Elf3 bağlanma bölgeleri bağımlı değiĢkendir. 

3.6 Veri Toplama Araçları 

3.6.1 NMuMG (Normal Murine Mammary Gland) ve MEF (Mouse embryonic 

fibroblast) Hücre Hatları 

 Projede kullanılan NMuMG (ATCC: The Global Bioresource Center/ CRL-1636) 

hücre hattı ticari olarak, MEF hücre hattı Ġzmir Biyotıp ve Genom Enstitüsü'nden Prof. 

Dr. Mehmet Öztürk tarafından temin edimiĢtir. 

3.6.2 Hücre Kültürü 

NMuMG ve MEF hücre hattı, normal koĢullarda %10 Donor Horse Serum 

(Biochrom/ S9131), 100u/ml penisilin, 0,1mg/ml streptomisin (Thermo Fisher 

Scientific 15140122) ve % 1 esansiyel olmayan aminoasit  karıĢımı içeren DMEM 

(Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium) (Thermo Fisher Scientific/ 41965039) besin 

ortamlarında üretilmiĢlerdir. Hücre kültürü iĢlemleri biogüvenlik 2 düzeyinde laminer 

kabinet  içerisinde yapılmıĢtır NMuMG hücreleri 37oC‟de, %10 CO2‟li inkübatörde 
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(Eppendorf / Galaxy® 170 S)MEF hücreleri 37oC‟de %5 CO2'li inkübatörde  kültüre 

edilmiĢtir. Hücreler büyümehızlarına ve baĢlangıç yoğunluklarına göre değiĢmekle 

birlikte 2 ila 3 günlük aralıklarla bir altkültüre edilmiĢtir. Hücreler yaklaĢık 80% 

yoğunluğa ulaĢtığı zaman kültür kaplarındaki ortamçekilip, 2 defa 10ml steril PBS 

(Merck/ L1825) ile yıkandıktan sonra PBS  uzaklaĢtırılıp kültür kabına 1 mlTripsin-

EDTA (Biochrom/ L2163) solüsyonu konulmuĢ ve inkübatörde hücrelertutundukları 

yüzeyden ayrılana kadar 1-2 dakika bekletilmiĢtir. Tripsinizasyonu durdurmak 

üzerehücrelere FBS içeren 9ml ortam konularak pipetlendikten sonra santrifüj edilmiĢ 

ve supernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra dipte kalan hücre pelleti 10ml DMEM ile 

yeniden pipetlenerek istenilen miktardahücre önceden içerisine ortam eklenen yeni 

kültür kaplarına ekilmiĢtir. NMuMG hücre dizilerinin ortamına, her kültür esnasında 

taze olacak Ģekilde 10µg/ml insülin (Sigma-Aldrich/ I9278-5ML) eklenmiĢtir. 

Hücre kültürü çalıĢmalarında, hücre çoğalmasını takip etme amacı ile ters 

bakıĢlı faz kontrastıĢık mikroskobundanyararlanılmıĢtır. 

3.6.3 Transfeksiyon 

3.6.3.1 Plazmidlerin Elde Edilmesi 

 Tez kapsamında kullanılan Grhl3 promotor bölgesinin (1kb) pGL4.10 lusiferaz 

reporter vektörüne XhoI/HindIII kesim bölgeleri arasına klonlanmasıyla elde edilmiĢtir. 

 

ġekil 3.1:pGL4.10[luc2] Vektör Promega 
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 NMuMG hücreleri hücre kültürüne uygun koĢullarda büyütülüp dördüncü pasajı 

geçmeyecek Ģekilde transfeksiyona hazırlanmıĢtır. Hücreler süspanse halde iken 

deney koĢullarına göre, pGL410-luc Grhl3 promotör ve pCMV10-luc Elf3 vektörleri  

ile transfekte edilmiĢtir. Transfeksiyon için 3:1 (DNA:Reaktif) oranında Promega™ 

E2311 transfeksiyon reaktifi kullanılmıĢtır. 48 kuyulu hücre kültürü kaplarına  1x104 

hücre/kuyu olacak Ģekilde ekilmiĢtir. 

 Transfeksiyondan önce hücrelerin %80 civarında yoğunlukta olması 

beklenmektedir.Transfeksiyon için; 

1. Kurulan deney modeline göre (Promotör aktivitesi ve/veya Grhl3 promotöründe 

Elf3 aktivasyonu) tablo 3.1'deki hesaplama dikkate alınarak, etiketlenmiĢ, 1,5ml 

ependorf tüpleri içerisinde, vektör ve reporterlar hazırlanmıĢtır. 

2. Yoğunluğu %80 civarında olan ve 10 cm'lik kültür kaplarında büyütülen NMuMG 

hücrelerinin ortamları uzaklaĢtırılmıĢtır. 

3. Hücreler 2 kere 1x PBS ile yıkandıktan sonra üzerlerine 1ml tripsin eklenerek 

kalkması için inkübatörde 1 ile 2 dakika arasında bekletilmiĢtir.  

4. Bu sırada boĢ besi yeri içerisine 3:1 ( DNA:Reaktif) olacak Ģekilde transfeksiyon 

reaktifi eklenmiĢ ve 5 dakika beklenmiĢtir. 

5. Ġnkübatörden alınan hücreler 9ml antibiyotik içermeyen besi ortamı ile süspanse 

edildikten sonra santrifüj edilmiĢ ve hücre pelleti 10ml antibiyotik içermeyen besi 

ortamında tekrar çözülmüĢtür. 

6. Önceden hazırlanan vektör ve reporter karıĢımı üzerine Tablo 3.1'de belirtilen 

miktarda DMEM ve transfeksiyon reaktifi içeren karıĢım eklenmiĢ ve ortalama yarım 

saat oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

7. Bu sırada 10ml ortam içerisinde bulunan hücreler sayılmıĢ ve 1x104hücre/kuyu 

olacak Ģekilde ekilmiĢtir. 

8. Yarım saat inkübe edilen transfeksiyon reaktifi ve vektör-reporter karıĢımı 

(Tablo 3.1) hücrelere eklenmiĢtir. 

9. Hücreler 37oC'de 48 saat inkübe edilmiĢtir. 
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Tablo 3.1: Transfeksiyon hesaplama 

Ġsim pGL4.10 pGrhl3 pGrhl3-XB pGrhl3_XB-PH pGrhl3_XB-XP pGrhl3_XB+TS 

Büyüklük (bç) 4242 5216 4781 4618 4367 4568 

Konsantrasyon ng/ul 100 100 100 100 100 100 

pmol/ul 0,036 0,029 0,032 0,033 0,035 0,033 

75 ng (ul) 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 75 

75 ng in pmol 0,027 0,0218 0,024 0,02475 0,02625 2,475 

0,02175 0,523611 0,65 0,5890625 0,571212121 0,538571429 0,571212121 

ng 52,36111 65 58,90625 57,12121212 53,85714286 57,12121212 

Ren ng 5 5 5 5 5 5 

pcmv10 ng 12,63889 0 6,09375 7,878787879 11,14285714 7,878787879 

pcmv10 (µl) 0,126389 0 0,0609375 0,078787879 0,111428571 0,078787879 

Elf3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

Tek koĢul için             

  pGL4.10 G3p pGrhl3-XB pGL4.10-PH pGrhl3_XB-XP pGrhl3_XB+TS 

DMEM/FuGene 23,65 23,65 23,65 23,65 23,65 23,65 

Reporter 0,52 0,65 0,59 0,57 0,54 0,571212121 

pcmv10 0,13 0,00 0,06 0,08 0,11 0,078787879 

pcmv10 or elf3 0,20 0,20 0,20 0,20 0,2 0,2 

RenTK 0,50 0,50 0,50 0,50 0,5 0,5 

  25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 

4 koĢul için             

  pGL4.10 G3p pGrhl3-XB pGL4.10+PH pGrhl3_XB-XP pGrhl3_XB+TS 

DMEM/FuGene 94,60 94,60 94,60 94,60 94,60 94,60 

Reporter 2,09 2,60 2,36 2,28 2,16 2,28 

pGL4.10 0,51 0,00 0,24 0,32 0,44 0,32 

Sport or Grhl3 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 

RenTK 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 

  100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 

  FuGene DMEM Total       

1 0,35 23,30 23,65       

4 1,4 93,2 94,60 1229,80     

13 18,2 1211,6 1229,8       

 

3.6.4 Lusiferaz Ġle Reporter Aktivitesinin Ölçülmesi 

 48 saat transfekte edilen hücrelerin lusiferaz reporter aktiviteleri Dual Glo 

lusiferaz assay kit kullanılarak ölçülmüĢtür. 

1. 48 kuyulu kültür kabı içerisinden besi yeri uzaklaĢırılmıĢtır. 

2. 2 kere 1x PBS ile hücreler yıkanmıĢtır. 



21 
 

3. Yüzeye yapıĢık halde bulunan hücrelerin üzerine 30µl PBS ve 30µl lusiferaz 

assay kit içerisinden çıkan liziz buffer eklenerek hücreler kaldırılmıĢtır. 

4. Lize edilen hücreler Grainer 96 kuyulu plaka içerisinesırası ile eklenmiĢ ve 

lusiferaz aktiviterinin ölçümü luminometre cihazı (Berthold Centro XS3 LB 960) ile 

her kuyu için bir saniye olacak Ģekilde yapılmıĢtır. 

5. Daha sonra, lusiferaz assay kiti dahilinde bulunan 30µl stop & glo buffer ve 

1:100 seyreltilmiĢ renilla substratı içeren karıĢım eklenerek renilla aktiviteleri 

ölçülmüĢtür. 

3.6.5 Elf3 AĢırı Ekspresyonu 

 Hücreler, tranfeksiyon reaktifi (promega) kullanılarak Elf3 vektörü ile 

transfekte edilmiĢtir. Öncelikle1.5ml ependorf içerisinde 100ng DNA içerecek Ģekilde 

plazmid karıĢımları hazırlanmıĢtır (Tablo 3.2). Transfeksiyon reaktifi önerilen 

koĢullarda DNA:Reaktif oranı 3:1 olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. Aynı zamanda 6 

kuyucuklu hücre kültürü kaplarında, kuyucuk baĢına 50µl DMEM içerisine 3µl Fugene 

eklenmiĢ ve 5 dakika oda sıcaklığındainkübe edildikten sonra hazırlanan plazmid 

karıĢımı üzerine eklenerek 30 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir.Hücre 

kültürüne uygun koĢullarda büyütülmüĢ ve pasaj sayısı dördü aĢmayacak Ģekilde 

transfeksiyona hazır hale getirilmiĢ hücreler, bu inkübasyon sürecinde 50.000 

hücre/kuyu olacak Ģekilde 48 kuyucuklu hücre kültürü kabına ekilmiĢtir. Ġnkübasyonu 

tamamlanan reaktif/DNA karıĢımı hücrelerin üzerine hücreler süspanse halde iken 

eklenmiĢtir.  

Tablo 3.2: ELf3 aĢırı ekspresyonu plazmid miktarları 

 
Plazmid DNA 

 
PCMV10 (100ng) 

 
ELF3 (100ng) 

 
GFP (100ng)  

KoĢul 1 9µl              - 1µl 

KoĢul 2 4,5µl 4,5µl 1µl 

 

48 saat 37oC'de  transfekte edilen hücrelerden RNA izolasyon kiti (Macharey- Nagel 

NucleoSpin® RNA) kullanılarak RNA izolasyonu yapılmıĢtır. 
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3.6.5.1 RNA İzolasyonu 

 48 saat inkübe edilen hücrelerin ortamları uzaklaĢtırıldıktan sonra 1X PBS ile iki 

kere yıkanmıĢtır. Daha sonra kit protokolünde önerilen basamaklar uygulanmıĢtır. 

1. Hücrelerin üzerine, her bir kuyucuğa, 350µl kit içerisinde bulunan RA1 

solüsyonu ve 3,5 µl beta-merkaptoethanol eklenmiĢtir.  

2. Hüce lizatları kit dahilinde bulunan filtreli tüpler içerisine aktarılarak 

11,000xg'de bir dakika boyunca santrifüj edilmiĢtir. 

3. Filtre atılarak dipte kalan lizat üzerine 350µl %70 ethanol eklenmiĢtir. 

4. Tekrar yeni bir filtreli tüpe aktarılan hücre lizatı 11,000xg' de 30 saniye santrifüj 

edildmiĢtir. 

5. Filtreli kolonun altında bulunan tüp, santrifüj sonrası altta kalan lizat ile birlikte 

atıldı ve kolonun altına yeni toplama tüpü konulmuĢtur. 

6. Kolonun üzerine  10µl rDNase ve 90µl rDNase reaksiyon solüsyonu 

karıĢımında 95µl eklenerek oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edilmiĢtir. 

7. Kolon üzerine daha sonra 200u RAW2 solüsyonu eklendi ve 30saniye 

11,000g'de santrifüj edilmiĢtir. 

8. Tüp ve lizat atıldı. Yeni tüpe yerleĢtirilen kolonun üzerine 600µl RA3 solüsyonu 

eklenerek 11,000g'de 30 saniye santrifüj edilmiĢtir. 

9. Lizat atıldıktan sonra aynı tüpe yerleĢtirilen kolonun üzerine 250µl RA3 

solüsyonu eklenerek 11,000g'de iki dakika santrifüj edilmiĢtir. 

10. Kolon yeni bir tüpe yerleĢtirildikten sonra filtrede kalan RNA'yı elde etmek 

amacı ile 30µl nükleazdan arındırılmıĢ su eklenerek 1 dakika boyunca 

11,000g'de santrifüj edilmiĢtir. 

3.6.5.2 cDNA Sentezi 

1. Nano-drop kullanarak RNA miktarları ölçüldükten sonra cDNA kiti (Thermo 

Scientific Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit) ile cDNA sentezi 

yapılmiĢtir. 

2. Kit içerisinde bulunan 5x Reaksion Mix, Maxima Enzyme ve RNA pcr tüpü 

içerisinde, kit protokülünde önerilen oranlarda karıĢtırılmıĢtır (Tablo 3.3) 

3. Termal Cyler cihazı kullanılarak; 10 dakika 25°C,15 dakika 50°C ve 5 dakika 

85°C'de inkübe edilmiĢtir.  
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Tablo 3.3: cDNA Sentezi Protokolü 

5x Reaksiyon Miks 4µl 

Maksima Enzim 2µl 

RNA 1ug 

Nükleazdan arındırılmıĢ su RNA miktarına göre 20µl'ye tamamlanır 

Toplam 20µl 

 

3.6.5.3 qPCR (Gerçek Zamanlı PCR) 

1. Elde edilen cDNA 1/20 oranında nükleazlardan arındırılmıĢ su ile seyretilmiĢtir. 

2. Reaktifler tablo 'da belirtilen ölçülerde karıĢtırılmıĢtır. 

3. 96 kuyucuklu qPCR plakası içerisine 10'ar µleklenmiĢtir. 

4. Daha sonra üzerlerine 2,5µl seyreltimiĢ cDNA eklenmiĢtir. 

5. Applied Biosystem (SimpliAmp Thermal Cycler) gerçek zamanlı PCR cihazı 

kullanılarak;  95°C'de 15 dakika, 95°C'de 15 saniye ve 60°C'de 45 saniye 

olacak Ģekilde 40 tekrarlı programlama yapılmıĢtır. 

Tablo 3.4: PCR Primerleri  

GL2 CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA 

RV3 CTAGCAAAATAGGCTGTCCC 

Grhl3_52 Forward TCTAGTTCTCCCGTTCCTTCC 

Grhl3_52 Reverse CTCACCCCCTCAGCTAAGAA 

Grhl3_108 Forward GGAGAAAAAGAGAGGGGACTCA 

Grhl2_108 Reverse TTTCCGGGTAGAGAAGGTGA 

3.6.6 siRNA Ġle Gen Susturulması 

 NMuMG hücreleri, uygun koĢullarda büyütüldükten sonra 6 kuyucuklu hücre 

kültürü kaplarında siRNA ile transfekte edilmiĢtir.  

1. Hücreler, RNAi duplex-Lipofectamine™ RNAiMAX complex ile transfekte 

edildi. 

a. SeyreltilmiĢ 50 nM RNAi duplex, 250 µl DMEM (serum ve pen/strep 

içermeyen) ile birlikte ependorf tüp içerisinde karıĢtırıldı. BeĢ dakika 

oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

b. Lipofectamine™ RNAiMAX solüsyonu kullanılmadan önce nazikçe 

karıĢtırılmıĢ daha sonra 7.5 µl Lipofectamine™ RNAiMAX,  250 
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µlDMEM (serum ve pen/strep içermeyen) ile birlikte ependorf tüp 

içerisinde karıĢtırılmıĢtır.  

c. a ve b' de hazırlanan karıĢımlar bir ependorf tüp içerisinde karıĢtırılmıĢ 

ve 15-20 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

2. 72 saat sonra yoğunlukları %80-90'a ulaĢması amaçlanarak hücreler, 

antibiyotik içermeyen DMEM içerisinde (total hacim 2ml olacak Ģekilde) 

seyretilmiĢ ve 6 kuyucuklu hücre kültürü plakasına ekilmiĢtir.  

3. Her kuyucuğa 500µl hazırlanan karıĢımdan eklenmiĢtir. 

4. 72 saat 37°C'de inkübe edilmiĢtir. 

5. MN Nucleospin RNA izolasyon kiti kullanılarak RNA izolasyonu yapılmıĢtır. 

6. Thermo Scientifik cDNA kiti kullanılarak cDNA sentezi yapılmıĢtır. 

7. LSG-AB1138B-ABsolute qPCR rox mix kullanılarak qPCR yapılmıĢtır. 

3.6.7 Enzimatik Kesim Yöntemi 

 ''CLC Sequence Viewer'' programı kullanılarak Grhl3 promotör bölgesi 

üzerindeki enzimatik kesim yerleri belirlenmiĢtir. Enzim bölgeleri belirlenirken, Grhl3 

promotör bölgesinin içerisine klonlanmıĢ olduğu plazmidi farklı yerlerden 

kesmemesine dikkat edilmiĢtir. New England Biolabs (XhoI, HindIII, BsaI,PfoI) ve 

Thermo Scientific Fisher (Psp1406i) kesim enzimleri kullanılmıĢtır.  

 

ġekil 3.2 : Plazmidler üzerindeki restriksiyon bölgeleri. CLC Sequence 

Viewerprogramı kullanılarak sırası ile pGrhl3 ve pGrhl3_XB plazmidleri biyoinformatik 

olarak oluĢturulmuĢtur. GL2 ve RV3 plazmidler üzerindeki reverse ve forward primer 

sekanslarını göstermektedir. XhoI,HindIII,Psp1406I ve PfoI restriksiyon bölgeleridir. 
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3.6.7.1 pGrhl3-XB (XhoI/BsaI) Plazmidinin Elde Edilmesi 

Tablo 3.5: XhoI/BsaI Kesim 

Reaktifler Çift Kesim 

H2O 14 µl 

Enzim Tamponu 2µl 

Enzim 1 (XhoI) 1 µl 

Enzim 2 (BsaI) 1 µl 

DNA (1ug) 2 µl 

 

3.6.7.2pGrhl3-PH (Psp1406I/ HindIII) Plazmidinin Elde Edilmesi 

Tablo 3.6: Psp1406I/HindIII Kesim 

Reaktifler Çift Kesim 

H2O 14 µl 

Enzim Tamponu 2µl 

Enzim 1 (PSP1406I) 1 µl 

Enzim 2 (HindIII) 1 µl 

DNA (1ug) (pGrhl3-XB) 2 µl 

 

3.6.7.3 pGrhl3-XP (XhoI/Psp1406I) Plazmidinin Elde Edilmesi 

Tablo 3.7: XhoI/Psp1406I Kesim 

Reaktifler Çift Kesim 

H2O 14 µl 

Enzim Tamponu 2µl 

Enzim 1 (XhoI) 1 µl 

Enzim 2 (HindIII) 1 µl 

DNA (1ug) (pGrhl3-XB) 2 µl 

 

 Kesim enzimlerinin protokollerinde belirtilen Ģekilde reaktifler bir tüpün 

içerisinde karıĢtırılmıĢtır. (Tablo 3.5, 3.6, 3.7) 

 1 saat 37oC'de inkübe edilmiĢtir. 

 Kesim iĢleminin gerçekleĢip gerçekleĢmediğini kontrol etmek amacı ile %2'lik 

agaroz jelde 6x New England Biolabs yükleme boyası ile elektroforez tankında 

yürütülmüĢtür. 

 1gr agaroz (Sigma Aldrich) tartılarak, 50ml TBE ( Tris-Borate-EDTA) ile birlikte 

bir beher içerisine konulmuĢtur. 

 Agaroz eriyene kadar mikrodalgada ısıtılmıĢtır. 
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 Bir miktar soğuduktan sonra %2.5 safe view eklenmiĢtir. 

 Elektroforez tankına döküldü ve üzerine 10 kuyucuklu tarak yerleĢtirilmiĢtir. 

 Jel donduktan sonra tarak çıkarıldı ve ilk kuyuya 4µl kesilen parçanın 

büyüklüğüne uygun  DNA ladder eklenmiĢtir.  

 Diğer kuyulara sırasıyla DNA ve yükleme boyası karıĢımı eklenmiĢtir. 

 YaklaĢık 40-45 dakika 90V'da yürütülmüĢtür. 

 UV ıĢığı altında görüntülenmiĢtir. 

3.6.7.1 Klenow 

 5'-3' yönünde kesim yapan enzimler ile kesildikten sonra ortaya çıkan 

yapıĢkan uçların doğru bir Ģekilde birleĢmesi amacıyla klenow yapılmıĢtır. 

(Tablo 3.8) 

 15 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

 Klenow aktivitesini inaktive etmek için 25 dakika 70 oC'de inkübe edildi veya 

tüm DNA jele yüklenerek jelden tekrar izole edildi.Jelden izolasyon için Zymo 

Gel Extraction Kit kullanılmıĢtır. 

 UV ıĢığı altında jelden ilgilenilen bölge kesilip 1,5ml'lik ependorf tüp içerisine 

konulmuĢtur. 

 Tüpün darası alınarak tartıldı ve jelin gramajı belirlenmiĢtir. 

 Jelin gramajına göre, kitten önerildiği üzere, üç kat fazlası olacak Ģekilde ADB 

solüsyonu eklenmiĢtir. (Örneğin 100mg jel için 300µl ADB solüsyonu) 

 Jelin solüsyon içerisinde tamamen çözünmesini sağlamak için 55 oC'de inkübe 

edilmiĢtir. 

 Sıvı, kit dahilinde bulunan kolona yüklenmiĢtir. 

 30 saniye boyunca 11,000xg'de santrijüj edilmiĢtir. 

 Tüpte kalan sıvı uzaklaĢtırılmıĢtır. 

 Kolona 200µl kit dahilinde bulunan DNA Wash Buffer eklenmiĢtir. 

 30 saniye boyunca 11,000xg'de santrijüj edilmiĢtir. 

 Kolonda bulunan DNA'yı elde etmek amacı ile yeni bir tüp yerleĢtirilmiĢtir. 

 30µl Elution Buffer eklendi ve 1 dakikaboyunca 11,000xg'de santrijüj edilmiĢtir. 
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Tablo 3.8: Klenow Protokolü 

10x Klenow Tamponu 2 µl 

dNTP  0,5 µl 

Klenow 1 µl 

DNA 18 µl 

3.6.7.4 Ligasyon 

Kesilen plazmid DNA'nın tekrar birleĢtirilmesi amacı ile ligasyon yapılmıĢtır. 

1. Kesilen ve klenow yapılan karıĢımın üzerine 1 µl ligaz enzimi eklenmiĢtir. 

2. 30 dakika oda sıcaklığında veya bir gece boyunca 16oC'de inkübe edilmiĢtir. 

Ligaz enzim aktivitesini inaktive etmek için 10 dakika 65 oC'de inkübe edilmiĢtir. 

3.6.7.5 pGrhl3+TS Plazmidinin Elde Edilmesi (Klonlama) 

 PfoI enzimi metil duyarlı bir enzim olduğu için plazmid DNA'yı kesememektedir. 

Bu nedenle pGrhl3 plazmidi pfu polimeraz kullanarak PCR ile çoğaltılmıĢtır. Pfu 

polimeraz, PCR ürününü iki tarafı kör uç (blunt end) yapmaktadır. Daha sonra elde 

edilen insört, içerisinden,XhoI ve HindIII kesim noktaları arasına klonlanmıĢ,1kb 

Grhl3 promotör sekansı çıkarılmıĢ, vektör içerisine klonlanarak pGrhl3+TS vektörü 

elde eldilmiĢtir. 

3.6.7.5.1 İnsörtün Hazırlanması  

 Klonlama için gerekli olan insört parçasını hazırlarken ilgilenilen DNA sekansı 

öncelikle PCR ile çoğaltılmıĢtır. PCR yaparken Pfu polimeraz enzimi kullanılmıĢtır 

(Tablo 3.9). Lineer hale gelen DNA sekansını önce PfoI ve HindIII enzimleri ile iki 

farklı yerden kesilmiĢtir. Daha sonra klenow reaksiyonu ile her iki ucun kör uç 

olmasını sağlanmıĢtır. Klenow aktivitesinin tamamen sıfırlanması için tüm DNA 

ürününü agaroz jele yükledik ve jelden tekrarizole edilmiĢtir. Ardından XhoI enzimi ile 

kesilmiĢtir. Böylelikle XhoI ucu yapıĢkan uç HindIII ucu kör uç olan bir insört sekansı 

hazırlanmıĢtır. 
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Tablo 3.9: Pfu Polimeraz Ġle PCR Reaksiyonu 

Reaktifler Miktar 

H2O 12 µl 

Pfu Buffer  2,5µl 

GL2 (reverse primer) 1 µl 

Grhl3_108 (forward primer) 1 µl 

dNTP 0,5µl 

DNA(20ng) 2 µl 

Pfu 1 µl 

 

PfoI ve HindII ile kesim

•PCR ürünü üzerine 1µl PfoI ve 1µl HindIII eklendi. 

•1 saat 37oC'de inkübe edildi.

Klenow

•1ul klenow + 0,5ul dNTP eklendi.

•15 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi.

Klenow inaktivasyonu

•Örnek %2 agaroz jele yüklendi

•45 dakika 90V'da yürütüldü.

•Jelden izole edildi.

XhoI ile kesim

•1µl XhoI eklendi.

•1 saat 37oC'de inkübe edildi.

   ġekil 3.3: Klonlama için insört hazırlanması 

 

3.6.7.5.2 Vektörün Hazırlanması 

 Vektörün hazırlanması için pGrhl3 plazmidi kullanılmıĢtır. pGrhl3 önce HindIII 

enzimi ile kesildikten sonra klenow ve sonrasında klenow inaktivasyonu yapılmıĢtır. 
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Daha sonra XhoI enzimi ile kesim ve böylelikle, hazırlanan insörtle uyumlu, XhoI ucu 

yapıĢkan uç, HindIII ucu kör uç olan vektör elde edilmiĢtir.  

HindIII Ġle Kesim

•1ul HinIII eklendi.

•1 saat 37 oC'de inkübe edildi.

Klenow

•1ul klenow + 0,5ul dNTP eklendi.

•15 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi.

Klenow inaktivasyonu

•75oC'de 20 dakika inkübe edildi.

XhoI ile kesim

•1ul XhoI eklendi.

•1 saat 37 oC'de inkübe edildi.

 

 ġekil 3.4: Klonlama için vektör hazırlanması 

 

3.6.7.5.3. Klonlama 

 Hazırlanan insört ve vektörün ligasyonda kullanılmak üzere,“Insilico Ligation 

Calculator”kullanılarak, 3:1 (insört:vektör) olacak Ģekilde, miktarları hesaplanmıĢtır. 

3.6.7.5.3.1 Ligasyon 

 Reaktifler uygun uygun miktarlarda karıĢtırılmıĢtır (Tablo 3.10 ). 

 16oC'de bir gece boyunca inkübe edilmiĢtir. 
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 Ertesi gün tüm ligasyon örneği Top10F' kompetent hücreleri ile transforme 

edilmiĢtir. 

 Amfisilin içeren agar plaka üzerine ekim yapılmıĢ ve.16 saat boyunca 37oC'de 

inkübe edilmiĢtir. 

 Plaka üzerinde büyüyen kolonilerden seçilerek,  koloni PCR yapılmıĢtır. 

 Koloni PCR ile doğrulanan örneklerden mini prep ile plazmid izole edilmiĢtir. 

Tablo 3.10: Ligasyon Protokolü 

Reaktifler Miktar 

H2O 6,14µl 

NEB Ligation Buffer 1,5µl 

Ligaz  1µl 

Ġnsört 3,46µl 

Vektör 2,9µl 

 

3.6.7.5.3.2 Koloni PCR 

 16 saat boyunca, amfisilinli plaka üzerinde, 37oC'de kültüre edilen 

bakterilerden 10luk pipet ucu yardımıyla koloni seçilmiĢtir. 

  PCR karıĢımı (Tablo 3.11 ) üzerine, bir adet koloni içeren pipet ucu 

dokundurulmuĢtur. 

 Daha sonra pipet ucu, koloni, PCR ile doğrulandığı taktirde plazmid izolasyonu 

yapılabilmesi için 2ml amfisilinli LB içeren 15ml falkon tüpler içerisine atılarak 

37oC'de 16 saat boyunca kültüre edilmiĢtir. 

 PCR karıĢımı; 95oC'de 10 dakika, 30 tekrar olacak Ģekilde 95oC'de 30 saniye, 

60oC'de 30 saniye, 72oC'de 30 saniye ve 72oC'de 5 dakika koĢullarında PCR 

yapılmıĢtır. 
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Tablo 3.11: Koloni PCR 

Reaktifler Miktar 

H2O 13µl 

Taq Polimeraz Buffer 2,5µl 

MgCl2 1,5µl 

dNTP 0,5µl 

GL2 1µl 

RV3 1µl 

DNA Seçilen koloni 

Taq polimeraz 0,5µl 

 

3.6.8Transformasyon 

Transformasyonun gerçekleĢtirilmesi için Top10F' kompetenet hücre (Thermo Fisher 

Scientific #C303003)  kullanılmıĢtır. 

1. 50µl kompetent hücre üzerine 1ug civarında DNA eklenmiĢtir. 

2. 30 dakika boyunca buz üzerinde (+4oC) inkübe edilmiĢtir. 

3. 90 saniye boyunca 42 oC'de bekletilmiĢtir. 

4. 2 dakika boyunca buz üzerinde bekletilmiĢtir. 

5. 1ml antibiyotiksiz LB içerisinde bir saat boyunca 37 oC'de inkübe edilmiĢtir. 

6. Tüm lizat 5000rpm'de 2 dakika santrifüj edilmiĢtir. (Ligasyon ürünü değilse 1ml 

içerisinden direkt 50µl alınıp, ekilmiĢtir.) 

7. Pellet, 50µl LB ile çözülüp antibiyotikli agar plakada 16 saat boyunca 37 oC'de 

inkübe edilmiĢtir. 

 

3.6.9 Plazmid Ġzolasyonu 

Plazmid izolasyonu için Macharey- Nagel NucleoBond® Xtra Midi / Maxi 

kullanılmıĢtır. 

1. Agar plaka üzerinde büyütülen bakteri kolonilerinden bir koloni 

seçilipantibiyotikli LB içerisinde 16 saat 37oC'debüyütülmüĢtür. 

2. Elde edilen bakteri kültürü 15 dakika boyunca 5000xg'de santrifüj edilmiĢtir. 

3. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra hücre pelleti 12ml RES Buffer ile çözüldü. 

4. Üzerine kit dahilinde bulunan 12ml LYS Buffer eklendi. 

5. Daha sonra yine kit dahilinde bulunan NEU Buffer'dan 12ml eklendi. 
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6. Kit içerisinde bulunan filtreler 25ml EQU Buffer ile ıslatıldı. 50ml falkon üzerine 

yerleĢtirilmiĢtir.  

7. Hazırlanan bakteri lizatı filtrelere eklenerek yer çekimi ile kolondan aĢağı 

inmesi sağlannmıĢtır. 

8. Daha sonra filtreye 15ml EQU Buffer eklenerek ilk yıkama yapıldı. 

9. Filtre, kolondan uzaklaĢtırılmıĢtır. 

10. Ġkinci yıkama için direkt kolon üzerine  25ml kit içerisinde bulunan Buffer Wash 

eklendi. Yer çekimi ile kolondan süzülmesi sağlanmıĢtır. 

11. Elüsyon aĢaması için kolonun altında bulunan falkon değiĢtirilerek, kit 

içerisinde bulunan Buffer ELU'dan 15ml eklendi ve yer çekimi ile kolondan 

geçmesi sağlanmıĢtır. 

12. Kolondan geçen lizat 10,5ml izopropanol eklenerek 10,000xg'de yarım saat 

santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. 

13. Dipte kalan pellet üzerine 4ml %70 ethanol eklendi ve 10,000xg'de yarım saat 

santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. 

14. Pellet 300µl nükleazlardan arındırılmıĢ H2O (su) ile çözüldü. 

15. DNA -20oC'de saklanmıĢtır. 

3.6.10 Kromatin immünopresipitasyonu (ChIP) 

1. NMuMG hücreleri 10cm hücre kültürü kaplarında, 8ml ortam içerisinde, %80 

yoğunluğa gelecek Ģekilde uygun koĢullarda büyütüldü. 

2. Hücreleri fikse etmek için üzerlerine 222µl %37'lik formaldehit eklendi. 

3. Oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi. 

4. Üzerlerine 1ml 1.25M Glisin eklendi. 

5. Oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi. 

6. Ortam aspiratör yardımı ile uzaklaĢtırıldı. 

7. Hücreler 2 kere 1X PBS ile yıkandı. 

8. 1,5ml toplama solüsyonu eklendi ve hücreler, kültür kabından kazınarak 1,5ml 

ependorf içerisine toplandı. 

9. 3000xg'de 5 dakika santrifüj edildi. 

10. Süpernatant uzaklaĢtırıldı ve dipte kalan pellet 400µl liziz solüsyonu ile lize 

edildi. 

11. 2µl içerisinden ayrıldıktan sonra 60 dakika boyunca sonike edildi. 
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12. Maksimum hızda 10 dakika santrifüj edildi. 

13. Süpernatanat dilüsyon solüsyonu ve taze olarak eklenen PIC (protein inhibitor 

cocktail) ile 5ml'ye tamamlandı. 

14. Elde edilen karıĢımdan IgG (Immünglobulin G) ve Elf3 antikorları için 1'er ml, 

input için 100µl ayrıldı.  

15. 2ug antikor eklendi ve 50'Ģer µl protein A sefaroz boncuklarından eklenip 2 

saat boyunca +4oC'de inkübe edildi. 

16. 3000xg'de 2 dakika santrifüj edildi. 

17. Süpernatant uzaklaĢtırıldı. 

18. 750µl yıkama solüsyonu 1'den eklendi. 

19. 3000xg'de 2 dakika santrifüj edildi. 

20. 750µl yıkama solüsyonu 2'den eklendi. 

21. 3000xg'de 2 dakika santrifüj edildi. 

22. 750µl yıkama solüsyonu 3'den eklendi. 

23. 3000xg'de 2 dakika santrifüj edildi. 

24. 750µl yıkama solüsyonu 4'ten eklendi. 

25. 3000xg'de 2 dakika santrifüj edildi. 

26. Süpernatant uzaklaĢtırıldı. 

27. 100µl %10 Chelex eklendi. 

28. Vorteks edildi ve 95oC'de 10 dakika inkübe edildi. 

29. 2µl Proteinaz K solüsyonundan eklendi. 

30. Vortex edildi ve 55oC'de 30 dakika inkübe edildi. 

31. 95oC'de 10 dakika inkübe edildi. (Proteinaz K'yı inaktive etmek için) 

32. Maksimum hızda 2 dakika santrifüj edildi. 

33. Süpernatant yeni bir tüpe transfer edildi. 

34. 100µl nükleazlardan arındırılmıĢ su eklendi ve vortekslenip 2 dakika boyunca 

maksimum hızda santrifüj edildi. 

35. Süpernatant yeni bir tüpe transfer edildi. 

36. Gerçek zamanlı pcr yapılarak ekspresyon seviyeleri ölçüldü. 
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3.6.10.1 ChIP için gerekli solüsyonlar 

ChIP Dilüsyon Solüsyonu(50ml) 

1. %10 SDS- 50µl 

2. %10 TritonX - 5500µl 

3. EDTA- 120µl 

4. Tris-HCL pH=8,0 - 835µl 

5. NaCl 5M - 167µl 

6. 50ml'ye tamamlanacak miktarda distile su 

 

ChIP Toplama Solüsyonu(50ml) 

1. Tris - 500µl 

2. NaCl - 1500µl 

3. EDTA - 100µl 

4. 50ml'ye tamamlanacak miktarda distile su 

Liziz Solüsyonu (50ml) 

1. %10 SDS - 5ml 

2. EDTA - 1ml 

3. Tris - 2,5ml  

4. 50ml'ye tamamlanacak miktarda distile su 

Yıkama Solüsyonu 1 (250ml) 

1. %10 SDS - 2,5ml (son konsantrasyon %0,1) 

2. %10 TritonX-100 - 25ml (son konsantrasyon %1) 

3. 500mM EDTA - 1ml (son konsantrasyon 2mM) 

4. 1M Tris - 5ml (pH 8,0) (son konsantrasyon 20mM) 

5. 5M NaCl - 7,5ml (son konsantrasyon150mM) 

 

Yıkama Solüsyonu 2 

1. %10 SDS - 2,5ml (son konsantrasyon %0,1) 

2. %10 TritonX-100 - 25ml (son konsantrasyon %1) 

3. 500mM EDTA - 1ml (son konsantrasyon 2mM) 
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4. 1M Tris - 5ml (pH 8,0) (son konsantrasyon 20mM) 

5. 5M NaCl - 25ml (son konsantrasyon 500mM) 

 

Yıkama Solüsyonu 3 (250ml) 

1. 500mM EDTA - 0,5ml (son konsantrasyon 1mM) 

2. %10 NP-40 - 25ml (son konsantrasyon %1) 

3. 8M LiCl - 7,8125ml (son konsantrasyon 0,25mM) 

4. 1M Tris - 2,5ml (pH 8,0) (son konsantrasyon %20mM) 

5. Sodyum deoksilat - 2,5g (son konsantrasyon %1) 

 

3.6.11 Bölgesel YönlendirilmiĢ Mutasyon 

Tablo 3.12 : Mutasyon Primerleri 

-186 sense 5' -CCAAGTACCTGTCTGTATTTTggCTCTAGTTCTCCCGTTC-3' 

-186 anti-sense 3'-GAACGGGAGAACTAGAGccAAAATACAGACAGGTACTTGG-5' 

-217 sense 5'-GATGAGATGGACAGAGATTggCCTTTGAGCCAAGTACCTGT-3' 

-217 anti-sense 3'ACAGGTACTTGGCTCAAAGGccAATCTCTGTCCATCTCATC-5' 

 

 Mutasyona uğratıcak bölgeler için özel primerler dizayn edilmiĢtir (Tablo 3.12) 

 Dizayn edilen primerler ile ve pfu- turbo (stratagene) kullanılarak PCR 

reaksiyonu kurulmuĢtur. 

 PCR reaksiyonu 95oC'de 30 saniye ve devam eden basamaklar 15 tekrar 

olacak Ģekilde 95oC'de 30 saniye, 55oC'de 1 dakika ve 68oC'de 10 dakika son 

basamak olarak 68 oC'de 20 saniye olacak Ģekilde tamamlanmıĢtır. 

 Elde edilen PCR ürünü Dpn1 enzimi ile 37oC'de 1 saat inkübe edilmiĢtir. 

 5 µl'si transforme edilmiĢtir. 

 Transformasyon sonrası plaka üzerinde büyüyen koloniler 2ml bakteri 

ortamında 16 saat kültüre edildikten sonra mini prep ile plazmid izolasyonu 

yapılmıĢtır.  

 Elde edilen plazmidler doğrulanmak üzere sekanslatılmıĢtır (ġekil 3.5 ) 

 Doğrulanan plazmidler NMuMG hücrelerine transfekte edilmiĢtir. 

 48 saatlik trafeksiyon sonrasında lusiferaz aktiviteleri ölçülmüĢtür. 
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-207 sense / anti-sense 

 

-186 sense / anti-sense 

 

 

ġekil 3.3: Mutasyon primerleri sekans analiz sonuçları. Grhl3 promotörü 

üzerinden lusiferaz ve ChIP sonuçları baz alınırak, korunmuĢ bölge üzerinde bulunan 

iki adet Elf3 bağlanma noktası seçilmiĢtir (-186,-217). OluĢturulan mutatantların 

sekans grafiği Ģekildeki gibidir. ĠĢaretli kısım mutasyonun yapıldığı yeri 

göstermektedir. 
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3.7 AraĢtırma Planı ve Takvimi 

 

 

ġekil 3.5: AraĢtırma planı 
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Tablo 3.13: AraĢtırma Takvimi 

Zaman/Yapılacak ĠĢ Eylül 
(2016) 

Ekim 
Kasım 

Aralık - Ocak 
(2017) 
 

ġubat-Mart Nisan Mayıs Haziran 

Malzeme elde edilmesi ve 
literatür taraması 

X       

Grhl3 promotör bölgesinin 
biyoinformatik analizleri 

 X      

Grhl3 promotor bölgesi 
klonlanmıĢ lusiferaz reporter 
vektörü  ve Elf3 ifade eden 
vektörü ile birlikte NMuMG 
hücrelerine transfekt edilecek 
ve Elf3e bağlı olarak reporter 
aktivitisi incelenecektir 

  X     

Grhl3 promotör bölgesi 
klonlanmıĢ vekör üzerinden 
uygun enzimler kullanılarak 
promotör bölgesi kısaltılarak 
minimal promotör ve iĢlevsel 
promotör bölgeleri 
tanımlanacaktır. 

   X    

Gerekli görülürse, promotör 
bölgesi üzerinde olası Elf3 
bağlanma noktaları ChIP ve 
mutasyonlar ile denenerek 
Elf3'ün Grhl3 promotörü 
üzerindeki bağlanma bölgesi 
tespit edilecektir. 

    X X  

Verilerin toplanması ve tez 
yazım aĢaması 

     X X 

 

3.8 Verilerin Değerlendirilmesi 

AraĢtırma kapsamında belirtilen deneyler en az üç kere test edilmĢitir. Ġstatistik 

analizlerde Paired T-test kullanılmıĢtır. Dizilerin anlamlandırılması için NCBI, 

Genome Browser Database kullanılmıĢtır. 

3.9 AraĢtırmanın Sınırlılıkları 

AraĢtırmamızda daha önceden  denenmiĢ olan protokol doğrultunda sürdürülecek 

olan lusiferaz deneylerinde herhangi bir sorun çıkması beklenmemiĢtir. 

3.10 Etik Kurul Onayı 

Dokuz Eylül Üniversitesi GiriĢimsel Olmayan Etik Kurul onayı alınmıĢtır. 
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4. BULGULAR 

 MET sürecinde kritik bir role sahip olan Grhl3 geninin, bu sürecin 

düzenlenmesindeki rolünün belirlenmesinde ilk basamak Grhl3 promotör bölgesinin 

karakterize edilmesidir. Bu amaçla tez çalıĢması kapsamında öncelikle genin 

promotör bölgesi üzerindeki korunmuĢ sekanslar belirlenmiĢtir. Daha sonra 

biyoinformatik analizlerle incelediğimiz promotör bölgesi üzerindeki elementlerin 

iĢlevsel olup olmadıkları gösterilmiĢtir. Sonrasında yine biyoinformatik analizlerle 

belirlediğimiz transkripsiyon faktörlerin Grhl3 promotör bölgesi ile iliĢkisi incelenmiĢtir. 

4.1 Grhl3 Promotörü Üzerindeki KorunmuĢ Sekanslarının Belirlenmesi 

 Bir geni karakterize ederken evrimsel olarak korunmuĢ sekanslarının 

belirlenmesi, geni regüle eden diğer transkripsiyon faktörlerinin ortaya çıkarılmasında 

ve ilgili genin iĢlevsel kısımlarının aydınlatılmasında önemli bir faktördür. Bu çalıĢma 

kapsamında fare Grhl3 promotör bölgesi farklı türlerle karĢılaĢtırarak, korunmuĢ 

sekansları belirlenmiĢtir. Genome Browser aracılığı ile Grhl3 promotör sekansı 

FASTA formatında elde edilmiĢtir. Daha sonra, mVista veri bankalarını kullanarak 

yapılananalizde öncelikle fare Grhl3 promotör sekansınıinsan, maymun, inek ve 

köpek türleri ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Bu analizde sadece intergenik sekanslar dikkate 

alınmıĢtır ve 100bp' lik bölgede %70 özdeĢliğin saptanacağı değerle elde edilen 

veriler doğrultusunda; 

135573621 (75324698) - 135573778 (75324864) = 168bp at 73.8% intergenik 

135574476 (75325530) - 135574563 (75325617) = 88bp at 75.0% intergenik 

135575620 (75326789) - 135575776 (75326943) = 167bp at 67.7% intergenik 

bölgelerde 3 adet korunmuĢ sekans belirlenmiĢtir. (ġekil 4.1) 
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ġekil 4.1: Grhl3 promotör bölgesi üzerindeki korunmuĢ sekanslar. 1kb promotör 

sekansı üzerindeki korunmuĢ bölgeler kırmızı çerçeveli diktörtgenler ile gösterilmiĢtir. 

ġekil üzerindeki pembe dalgalar korunmuĢ bölgeleri, mavi dalgalar UTR 

(untranslated region) bölgesini ifade etmektedir. 

 

4.2 Grhl3 Promotör Bölgesinin Biyoinformatik Olarak Ġncelenmesi 

 Genome Browser veri tabanını kullanılarak Grhl3 promotör sekansı FASTA 

formatında elde edilmiĢtir. CLC Sequence Viewer programı ile promotör bölgesi 

üzerinde bulunan TATA kutusu ve diğer promotör bölgesi elementleri taranmıĢtır. 

Elde edilenveriler doğrultusunda Grhl3 promotör bölgesi üzerinde bir adet olası TATA 

kutusu sekansı (-289) ve bir adet olası Sp1 sekansı (-64) (CCGCCCC) saptanmıĢtır. 
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ġekil 4.2: Grhl3  promotör bölgesi. Grhl3 geninin 1kb promotör sekansı 

incelendiğinde koyu, siyah renkli sekanslar sırası ile TATA kutusu ve Sp1 

sekanslarını göstermektedir. Kırmızı renkli sekanslar Grhl3 promotör bölgesi 

üzerindeki korunmuĢ sekansları göstermektedir. TBN: Transkripsiyon BaĢlama 

Noktası 
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4.3 Grhl3 Promotör Bölgesinin Fonksiyonel Elementlerinin Belirlenmesi 

 Grhl3 promotör bölgesini biyoinformatik yöntemle inceledikten sonra elde edilen 

sonuçlar doğruldusunda TATA kutusu ve Sp1 sekanslarının iĢlevsel olup olmadığını 

tayin etmek, aynı zamanda da Grhl3 promotör bölgesinin iĢlevsel özelliğe sahip en 

küçük sekansını (minimal promotör bölgesi) bulmak amacı ile kesim enzimleri 

kullanılarak promotör bölgesi kısaltılmıĢ ve lusiferaz aktivitesi incelenmiĢtir. Kesim 

enzimleri sekanslarının konumu ve kesim motifleri CLC Sequence Viewer programı 

kullanılarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.2). 

Öncelikle pGL410 plazmidi içerisine 1kb Grhl3  promotör bölgesi klonlanarak 

oluĢturulan pGrhl3 vektörünün, pGL4.10 boĢ lusiferaz vekörüne göre ortalama 6,5 

kat daha fazla ifade olduğu gösterilmiĢtir (ġekil4.3).  

Daha sonra XhoI (C/TCGAG) ve BsaI (GGTCT/C) enzimleri kullanılarak 

kısaltılan plazmidin (pGrhl3-XB) pGL4.10'a göre ortalama 7,4 kat daha fazla ifade 

olduğu gösterilmiĢtir (ġekil 4.3).  

OluĢturulan pGhl3-XB vektörü sırası ile Psp1406I ve HindIII ile enzimatik olarak 

kesildiği zaman Sp1 sekansı uzaklaĢtırılmaktadır. Ortaya çıkan yeni vektörün 

(pGrhl3-PH) pGL4.10 'a göre bir aktivasyon göstermediği belirlenmiĢtir (ġekil 4.3).  

Yine Psp1406I ve XhoI enzimleri kullanılarak oluĢturulan yeni, TATA sekansı 

içermeyen vektörün pGL4.10'a göre bir aktivasyon göstermediği gösterilmiĢtir (ġekil 

4.3). TATA uzaklaĢtırıldığındaherhangi bir promotor aktivasyonu belirlenememesi 

bizeGrhl3 promotör bölgesi aktivasyonu açısından TATA kutusunun iĢlevsel 

olduğunu düĢündürmektedir. 

Son olarak, TATA ve Sp1'in bir arada olduğu pGrhl3+TS vektörünün pGL4.10'a 

göre yaklaĢık iki kat daha fazla aktivasyon gösterdiği belirlenmiĢtir (ġekil4.3). 
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ġekil 4.3: Grhl3 promotörü aktivasyon grafiği. ġekil üzerinde (solda) sırası ile 

restriksiyon enzimleri kullnılarak oluĢtrulmuĢ pGrhl3, pGrhl3-XB, pGrhl3+TS, pGrhl3-

PH ve pGrhl3-XP vektörlerinin Ģematize edilmiĢ hali görülmektedir. Grafik üzerinde 

(sağda) oluĢturulan yeni vektörlerin boĢ vektöre göre aktivasyonu gösterilmektedir. 
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4.4 Grhl3 Promotör Bölgesi Üzerinde Aktivasyon Gösteren Transkripsiyon 

Faktörlerinin Belirlenmesi 

 Transfac veri tabanı kullanılarak Grhl3 promotör bölgesi üzerine bağlanan 

transkripsiyon faktörleri belirlenmiĢtir. MATCH programı yardımı ile vertebratlar 

arasında, yalancı negatiftikleri minimalize ettiğimizde toplamda 350 tane, Grhl3 

promotörü üzerine bağlanan transkripsiyon ailesi tespit edilmiĢtir. Bu ailelerden, 

promotör üzerinde bağlanma noktası en fazla olanları; %10,8 OCT1, %8,2 ETS ve 

%8 Pax4 olarak belirlenmiĢtir. Bir ETS ailesi üyesi olan Elf3'ün, önceki çalıĢmalarda 

dolaylı yoldan Grhl3 ile olan iliĢkisine değinildiği için bu tez kapsamında öncelikle 

Elf3/Grhl3 iliĢkisi araĢtırılmıĢtır. 

 

ġekil 4.4: Grhl3 promotörü üzerinde ETS ailesi bağlanma bölgeleri. 

Kırmızı/normal punto ile Grhl3 promotör sekansı gösterilmiĢtir. Kalın punto ile ifade 

edilen kısım promotör bölgesi üzerindeki korunmuĢ sekansları göstermektedir. Mavi 

punto ile ETS ailesi bağlanma bölgeleri gösterilmiĢtir. 
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4.5 Grhl3 Promotör Bölgesi Üzerinde Elf3 Bağlanma Noktalarının Tayin 

Edilmesi 

 Genome Browser veri tabanı kullanılarak Grhl3 geninin promotör bölgesinin 

sekansı FASTA formatında elde edilmiĢtir. JASPAR veri tabanı ile fare gen 

sekansında Elf3 bağlanma bölgesi belirlenmiĢtir (GGAA). CLC Sequence Viewer 

programına Grhl3 promotör sekansı FASTA formatında eklenerek olası Elf3 

bağlanma bölgeleri taranmıĢtır. 

 

ġekil 4.5: Grhl3 Promotörü üzerinde Elf3 bağlanma noktaları. 1kb promotör 

sekansı üzerinde (siyah/normal); kırmızı/normal punto ile gösterilmiĢ olan nükleotidler 

korunmuĢ sekansları, yeĢil/normal punto ile ifade edilenler Elf3 bağlanma noktarını 

iĢaret etmektedir. Siyah/kalın punto ile TATA kutusu, kırmızı/kalın punto ile korunmuĢ 

sekans üzerindeki Sp1 bağlanma nokları gösterilmiĢtir. Siyah/kalın punto ile iĢaret 

edilen kare içindeki nükleotid transkripsiyon baĢlama noktasını (TBN) göstermektedir. 

Promotör sekansı üzerinde ayrıca Grhl3_108 ve Grhl3_52 forward,reverseprimer 

sekansları iĢaret edilmiĢtir. 
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4.6 Grhl3 Promotör Bölgesinin Elf3'e Bağlı Reporter Aktivitesinin Belirlenmesi 

 Elf3'ün Grhl3 aktivasyonunu nasıl regüle ettiğini görmek amacıyla, lusiferaz 

bağımlı reporter aktivitesi ölçülmüĢtür. 20ng Elf3 ile transfekte edilen NMuMG hücre 

hattında, transfeksiyonun gerçekleĢip gerçekleĢmediğini kontrol etmek amacı ile GFP 

vektörü transfekte edilmiĢtir. 48 saat inkübasyondan sonra lusiferaz aktiviteleri 

ölçülmüĢtür. Elde edilen veriler doğrultusunda Elf3'ün, Grhl3 promotörünü 2 kat 

aktive ettiği gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.6: Elf3 Aktivitesine Bağlı Grhl3 ekpresyonu. pGL4.10 boĢ lusiferaz 

vektörüne göre sırası ile pGrhl3 vektörü ve Elf3 ile indüklenmiĢ vektörün aktivasyon 

seviyeleri gösterilmektedir. (**** p< 0,0001) 
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4.6.1 Elf3'ün Farklı Miktarlarda Grhl3 Promotörü üzerine etkisi  

 Elf3'ün farklı konsantrasyonlarda nasıl davrandığını görmek amacıyla sırası 

ile5ng, 10ng, 15ng, 20ng, 30ng, 40ng ve  50ng Elf3 plasmidi kullanılarak NMuMG 

hücreleri transfekte edilmiĢtir.48 saatlik transfeksiyondan sonra lusiferaz aktiviteleri 

ölçüldüğünde, 20ng ve 30ng konsantrasyonlarında en iyi aktive ettiğibelirlenmiĢtir. 

DüĢük konsantrasyonlarda ve yüksek konsantrasyonlarda aynı etkiyi 

göstermemektedir.Daha sonra yapılan transfeksiyonlarda 20ng kullanılmaya devam 

edilmiĢtir. 
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ġekil 4.7: Farklı Miktarlarda Elf3 Aktivitesine Bağlı Grhl3 Promotör Aktivitesi. 

Grafik, farklı konsantrasyonlardaki Elf3 transfeksiyonlarında Grhl3'ün değiĢen 

lusiferaz aktivasyonlarını göstermektedir. (** p=0,0018 , *** p=0,0010) 
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4.7 Elf3 AĢırı Ekspersyonunda Grhl3 Ekspresyonunun Belirlenmesi 

 NMuMG hücrelerinde Elf3 aĢırı ekspresyonu yapıldığında Grhl3 ekspresyon 

seviyesinde herhangi bir farklılık olmamıĢtır. Daha sonra MEF hücre hattında Elf3 

aĢırı ekspresyonu ile Grhl3 aktivasyon seviyesi ölçülmüĢtür. Kontrol grubuna göre, 

Elf3'ün  Grhl3 ekspresyonunu yaklaĢık olarak 3 kat arttırdığı belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.8: Elf3 AĢırı Ekspresyonunda Grhl3 Ekspresyonu. NMuMG hücre hattında 

Elf3 aĢırı ekspresyonundan Grhl3 ekspresyon seviyesi değiĢmemektedir (A). MEF 

hücre hattında Elf3 aĢırı eksprese edildiğinde Grhl3 ekspresyon seviyesinin 3 kat 

arttığı görülmektedir (B). 
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4.8 Elf3'ün Susturulması Durumunda Grhl3 Ekspresyonunun Belirlenmesi 

 NMuMG hücre hattında farklı siRNA'lar kullanılarak Elf3 geni susturulmuĢ ve 

öncelikle Elf3 ekspresyon seviyesibelirlenmiĢtir (Ģekil 4.9 A) Daha sonra Elf3'ün 

susturulduğu hücrelerde Grhl3 ekspresyon seviyesi belirlenmiĢtir. Elf3 

ekspresyonunun olmadığı koĢulda, kontrol grubuna göre Grhl3 ekspresyon 

seviyesinin yakĢalık %80 oranında azaldığı gösterilmiĢtir (Ģekil 4.9 B).  
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ġekil 4.9: Elf3'ün Susturulması Durumunda Grhl3 Ekspresyonu. Grafik üzerinde, 

Elf3 genini susturduğumuz NMuMG hattında Elf3 ekspresyon seviyesinin kontrol 

siRNA (scr) içeren gruba göre ekspresyon seviyeleri gösterilmiĢtir (A). Aynı siRNA'lar 

kullanılarak Elf3'ün susturulduğu durumda Grhl3 seviyesi gösterilmiĢtir (B). 
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4.9 Grhl3 Promotörü Üzerinde aktif Elf3 Bağlanma Noktalarının Belirlenmesi 

 Grhl3 promotör bölgesi kesim enzimleri kullanılarak kısaltılmıĢtır. OluĢturulan 

yeni vekörler, Elf3 ifade eden vektörle birlikte NMuMG hücrelerine transfekte 

edildiktensonra lusiferazaktiviteleri ölçilmüĢtür (ġekil4.10). ġekil 4.10‟da sırasıyla 

pGrhl3, pGrh3-XB, pGrhl3+TS, pGrhl3-PH ve pGrhl3-XP plazmidlerin, boĢ vektöre 

(pGL4.10) göre aktivasyon seviyerini ve Elf3'le indüklenmiĢ halleri gösterilmektedir. 

pGrhl3, pGrh3-XB, pGrhl3+TS vektörlerinde hem promotör aktivitesi gözlenmiĢhem 

de Elf3 tarafından aktive edilmeye devam ettiği belirlenmiĢtir. pGrhl3-PH ve pGrhl3-

XP vektörlerinde promotör aktivitesi gözlenmediği için, bu bölgelerde bulunan Elf3 

bağlanma bölgelerinin aktif bağlanma bölgeleri olup olmadığı konusunda belirsizlik 

devam etmektedir, bu nedenle yorumlanamamıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

 



51 
 

 

ġekil 4.10: Grhl3 Promotörü Üzerindeki aktif Elf3 Bağlanma Noktaları. ġekil 

üzerinde (solda) Grhl3 promotör bölgesinin restriksiyon enzimleri ile kısaltılmasıyla 

elde edilen yeni vektörler, grafikte (sağda) ise bu vektörlerdeki promotör aktivitesi ve 

Elf3 transfeksiyonunda lusiferaz aktivasyonları gösterilmiĢtir. Beyaz noktalar 

promotör sekansı üzerindeki Elf3 bağlanma noktalarını göstermektedir. Siyah kare ile 

ifade edilenler sırası ile TATA kutusu ve Sp1 sekanslarıdır. ġekil üzerinde promotörü 

kısaltma amacıyla kullanılan restriksiyon ezimleri de gösterilmiĢtir (BsaI, Psp1406I) 
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4.9 Kromatin immünopresipitasyonu (ChIP)  

 Grhl3 promotör bölgesi kısaltılarak Elf3'ün bağlanma bölgeleri en aza 

indirgenmeye çalıĢılmıĢtır. Sonuç  olarak elde ettiğimiz en küçük promotör sekansı 8 

adet Elf3 bağlanma noktası ayrıca TATA ve Sp1 bölgerlerini içermektedir. Bu 

promotör bölgesini içeren plazmid pGrhl3+TS olarak tanımlanmıĢtır. Grhl3 promotör 

bölge üzerindeki bu Elf3'ün olası bağlanma noktaları,Elf3 antikoru kullanılarak 

gerçekleĢtirilen kromatin immünopresipitasyonu (ChIP) yöntemi ile de gösterilmiĢtir. 

Grhl3_52 ve Grhl3_108 bölgelerinde (ġekil 3.5)  Elf3 regülasyonunun olduğu 

belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.11: ChIP yöntemi ile Elf3 - Grhl3 promotörü iliĢkisinin gösterilmesi.  

ġekil üzerinde Grhl3 1kb promotör bölgesi ve bu bölgedeki Grhl3_52 ve Grhl3_108 

forward, reverse primerlerinin yerleri gösterilmiĢtir (A). Grafik üzerinde iki farklı primer 

kullanılarak (Grhl3_52 ve Grhl3_108), bu bölgelerde Elf3 regülasyonunun Grhl3 

ekspresyonunu arttırdığı gösterilmiĢtir (B).   
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4.10 Bölgesel YönlendirilmiĢ Mutasyon 

 Grhl3 promotör bölgesi kısaltılarak aktivasyonu ölçülmüĢ ve olası aktif Elf3 

bağlanma noktaları en aza indirilmiĢtir. Geriye kalan Elf3 noktalarından hangisi veya 

hangilerinin aktif Elf3 bağlanma noktası olduğunu bulmak için sırayla bu noktalar 

mutasyona uğratılıp, aktivasyonun devam edip etmediği denenesi gerekmektedir. Bu 

tez kapsamında öncelikle korunmuĢ bölgede bulunan ve TATA kutusuna en yakın  iki 

nokta (-186, -217) denenmiĢtir. Bu noktaları mutasyona uğratmak için tasarlanan 

primerler ile nokta mutasyonu yapılmıĢ, oluĢturulan yeni vektör hücrelere transfekte 

edilmiĢtir. Daha sonra lusiferaz ile aktivasyonları ölçülmüĢtür. Elde edilen sonuçlar 

doğrultusunda seçilen iki nokta da Elf3'ün aktif bağlanma bölgeleri olduğunu 

kanıtlamaktadır. Grhl3 promotörü içeren vektöre göre hem vektör aktivasyonu 

düĢmüĢtür hem de Elf3 regülasyonunda ortaya çıkan ekspresyon artıĢı ortadan 

kalkmıĢtır. 

Wt:5‟-CCAAGTACCTGTCTGTATTTTTCCTCTAGTTCTCCCGTTC-3‟ 
Mt (-186): 5„-CCAAGTACCTGTCTGTATTTTggCTCTAGTTCTCCCGTTC-3„ 
Wt: 5'-GATGAGATGGACAGAGATTTCCCTTTGAGCCAAGTACCTGT-3' 
Mt (-217): 5'-GATGAGATGGACAGAGATTggCCTTTGAGCCAAGTACCTGT-3„ 
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ġekil 4.12: Bölgesel YönlendirilmiĢ Mutasyon ile aktif Elf3 bağlanma 

bölgelerinin belirlenmesi. Transkripsiyon baĢlangıç noktasına göre -186 ve -217 

lokasyonundaki iki Elf3 bağlanma noktası mutasyona uğratıldığında prromotör 

aktivasyonu ve Elf3 aktivasyonu ortadan kalkmaktadır. (**** p<0,0001, **p=0,0018)  
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5. TARTIġMA 

 Epitelyal mezenkimal dönüĢüm ve mezenkimal epitelyal dönüĢüm, yara 

iyileĢmesi, fibroz ve embriyongenez gibi kritik süreçlerde rol oynadığı kadar, son 

yıllarda yapılan çalıĢmalarda, kanser metastazında da önemli bir yeri olduğu 

gösterilmiĢtir. EMT sürecini kontrol eden snail, slug, zeb1 (Micalizzi ve ark., 2010) 

gibi önemli transkripsiyon faktörlerinin MET sürecinde de tersinir bir yol izleyerek bu 

süreci regüle ettiği bilinse de son yıllarda yapılan çalıĢmalar yalnızca bu 

mekanizmaların MET süreci için yeterli olmadığını ortaya koymuĢtur. MET süreci 

EMT'nin tersinir süreci olmaktan çok daha öte, kendi baĢına kompleks bir süreci ifade 

etmektedir. Yapılan birçok çalıĢmada E-cadherin ekspresyonun EMT-MET sürecinde 

anahtar rol oynadığını; EMT sürecinde azalırken, MET sürecinde yeniden eksprese 

olduğunu ortaya koymuĢtur (Kim, Jackson ve ark., 2016). MET sürecinde E-cadherin 

ekspresyonun yeniden aktivasyonu kısmen E-cadherin represörlerinin azalması ve 

promotöründen ayrılması ile açıklanabilir. Sonuç olarak bu da bize MET sürecinin, 

EMT‟den ayrı olarak, kendine özgü mekanizma ve düzenleyicilerinin olabileceğini ve 

MET‟i kontrol eden sürece özgün bir transkripyon ağının olduğunu düĢündürmektedir.  

 Daha önce EMT-MET modeli kullanılarak yapılan çalıĢmalarda, Grhl3 ve Hnf4a 

düzenleyicilerinin E-cadherin ekspresyonunda ve MET sürecinde anahtar rol 

üstlendikleri belirlenmiĢtir (Alotaibi ve ark.,2015). Bu tez kapsamında, daha sonra 

yapılacak olan EMT-MET çalıĢmalarına ıĢık tutması amacı ile, MET sürecinde kritik 

bir rol üstlenen Grhl3 geninin promotör bölgesi karakterize edilmiĢtir. Böylelikle olası 

bir MET transkripsiyon yolağı belirleneceği zaman Grhl3 promotörünün nasıl regüle 

edildiğinin bilinmesi, yapılacak çalıĢmalara yardımcı olacaktır. 

 Genlerin promotör bölgelerinde,  ifadelerini regüle eden DNA dizileri bulunur. 

Ökaryotik hücrelerde, özgül DNA bölgelerinin RNA polimeraz II tarafından tanınması 

transkripsiyonun baĢlayabilmesi için gereklidir. Polimeraz II‟nin etkin bir biçimde 

transkripsiyonu baĢlatabilmesi için en az 3 tane “cis-acting element” bulunur 

(Buratowski ve ark., 1989; Sopta ve ark., 1989). Bunlar TATA kutusu, CAAT kutusu 

ve enhansırlardır. Ġlgilendiğimiz geni kontrol eden diğer transkripsiyon faktörlerinin 

belirlenmesi, TATA, CAAT, Sp1 gibi promotör elementlerinin iĢlevselliğinin ortaya 

konulması araĢtırılan genin, ilgili yolaklarda nasıl bir fonksiyona sahip olduğunu 
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belirlemede büyük önem taĢımaktadır. Bu süreç esnasında korunmuĢ bölgelerin 

araĢtırılması promotör elementlerinin iĢlevselliğini kanıtlamaya giden yolda yardımcı 

olmaktadır. Bu yüzden öncelikle promotör bölgesinin (1kb) korunmuĢ sekanslarını 

bularak, bu bölgelerde promotör elementlerinin varlığı tespit edilmeye çalıĢılmıĢtır. 

Yapılan biyoinformatik analizler doğrutusunda TATA (-289) ve Sp1 (-64) 

elementlerine rastlanmıĢtır. Bu elementlerin aktif olup olmadığı göstermek, ayrıca 

promotör bölgesi üzerindeki aktif en küçük sekansı belirlemek amacı ile promotör 

bölgesini kısaltarak aktivasyonunun devam edip etmediği incelenmiĢtir. TATA ve 

Sp1'ı promotör bölgesinden uzaklaĢtırdığımızda, her hangi bir promotör aktivasyonu 

görülmememiĢtir. Ancak bu iki element birlikte olduğunda, Grhl3 promotörü 

aktivasyon göstermektedir. Böylelikle TATA ve Sp1 elementlerinin Grhl3 promotör 

aktivasyonu için gerekli olduğu gösterilmiĢtir ve promotör bölgesi kısaltıldığında 

transkripsiyon baĢlangıç noktasından önce 361bp'lik bir bölümün promotör aktivitesi 

için yeterli olduğu gösterilmiĢtir. Daha sonra yapılan biyoinformatik analizler 

sonucunda Grhl3 promotörüne bağlanan pek çok transkripsiyon faktörüne 

rastlanmıĢtır. Bunlar içerisnde Oct1, ETS ve Pax4 faktörleri en çok korelasyon 

göstenler olarak belirlenmiĢtir. Daha önceki yapılan çalıĢmalar bir ETS ailesi üyesi 

olan Elf3 ve Grhl3 iliĢkisine değiniĢmiĢtir. Yapılan bir çalıĢmada keratinosit 

diferensiyasyonunda görevli RIPK4 düzenlenmesinde downstreaminde Grhl3, IRF6 

ve ELf3 iliĢkisi tanımlanmıĢtır (Scholz ve ark., 2016). Bu sebeplerden dolayı bu tez 

kapsamında Elf3'ün Grhl3 promotörünü nasıl regüle ettiiği araĢtırılmıĢtır. Öncelikle 

NMuMG hücre hattında, Elf3 aĢırı ekspresyonunda Grhl3 ekspresyonu yapılmıĢtır ve 

Grhl3 ekspresyonunda her hangi bir değiĢiklik görülmemiĢtir. NMuMG hücreleri 

epitelyal hücreler oldukları için Elf3'ün aĢırı eksprese edilmesi bu hücreler için Grhl3 

ekpresyonunu değiĢtirmediği düĢünülmektedir. Aynı aĢırı ekspresyon deneyi 

mezenkimal hücreler olan MEF hücrelerine uygulandığı zaman Elf3 aĢırı ekprese 

olduğunda Grhl3 ekspresyonun da  üç kata kadar arttığı görülmüĢtür. Bu durum 

Elf3'ün mezenkimal hücrelerde Grhl3 ekspresyonu arttırdığını düĢündürmektedir. 

Daha sonra Elf3 susturulduğunda Grhl3 ekspresyonunun %80'e varıncaya kadar 

azaldığı tespit edilmiĢtir. Elf3'ün tam olarak hangi nokta veya noktalara bağlandığını 

bulmak amacı ile öncelikle biyoinformatik olarak Grhl3 promotörü üzerinde bağlanma 

noktaları belirlenmiĢtir. Daha sonra promotör bölgesi kısaltılarak aktif Elf3 bağlanma 
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noktaları araĢtırılmıĢtır. Elde edilen, en küçük promotör bölgesini içeren pGrhl3+TS 

vektörü üzerinde 8 adet Elf3 bağlanma noktası bulunmaktadır. ChIP yöntemi ile de 

bu bölgede Elf3 aktivasyonu olduğu doğrulanmıĢtır. ChIP primerlerinin yerleĢim 

yerleri ve korunmuĢ bölgeler esas alınarak TATA'ya en yakın konumda bulunan iki 

Elf3 bağlanma noktası mutasyon yapılmak üzere belirlenmiĢtir. Bölgesel 

yönlendirilmiĢ mutasyon tekniği ile bu iki nokta mutasyona uğratılmıĢ ve NMuMG 

hücrelerine transfekte edildikten sonra lusiferaz aktiviteleri ölçülmüĢtür. Elde edilen 

veriler doğrultusunda hem promotör hem de Elf3 aktivasyonunun ortadan kalktığı 

gözlemlenmiĢtir. Sonuç olarak Elf3, Grhl3 promotörünü regüle ederken bu iki noktaya 

bağlanmaktadır. Daha sonraki çalıĢmalarda diğer Elf3 bağlanma nokalarının da aktif 

olup olmadığı denenecektir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

1. Grhl3 promotör bölgesi (1kb) insan, fare, inek ve köpek türlerinde 

karĢılaĢtırıldığında 3 korunmuĢ sekanslara rastlanmaktadır.  

2. Elde edilen korunmuĢ sekanslar üzerinde TATA ve Sp1 gibi promotör 

elementlerine rastlanmıĢtır. 

3. Grhl3 promotörü (1kb), boĢ vektöre göre yaklaĢık olarak 7 kat aktivite 

göstermektedir.  

4. Promotör bölge üzerinde enzimsel kesimlerle kısaltmalar yapıp, promotör 

bölgesi üzerindeki en küçük aktif sekansı (minimal promotör) tespit edilmiĢtir (-

361). 

5. Tespit edilen Grhl3 minimal promotörü TATA kutusu ve Sp1 sekanslarını 

içermektedir. 

6. Biyoinformatik analizler sonucu Grhl3 promotörüyle iliĢkili olan pek çok 

transkripsiyon faktörü saptanmıĢtır. Bu faktörler arasından korunmuĢ 

sekanslar üzerinde bir çok bağlanma bölgesine sahip olan Elf3 transkripsiyon 

faktörünü seçilmiĢ ve Grhl3 ile olan ilgisini araĢtırılmıĢtır. 

7. Elf3'ün Grhl3 promotörü üzerinde 17 farklı bağlanma noktası (GGAA) 

bulunmuĢtur.  

8. Elf3'ün Grhl3 promotörü üzerindeki lusiferaz aktivasyonu incelenmiĢtir ve 2 kat 

aktive ettiği görülmüĢtür.. 

9. NMuMG hücre hattında Elf3 aĢırı ekspresyonunda Grhl3 ekspresyon seviyesi 

değiĢmemektedir fakat mezenkimal kökenli olan MEF hücre hattında Elf3 aĢırı 

eksprese edildiğinde Grhl3, yaklaĢık 3 kat daha fazla eksprese olmaktadır. Bu 

durum mezenkimal hücrelerin Elf3 ile indüklendikleri zaman Grhl3 

ekspresyonu arttırdığını düĢündürmektedir. Daha sonraki çalıĢmalarda Elf3 

aĢırı ekspresyonunda Grhl3 ekspresyon seviyesinin, farklı mezenkimal ve 

epitelyal hücre hatlarında araĢtırılması düĢünülmektedir. Ayrıca mezenkimal 

hücre hatlarında Elf3 aĢırı eskpresyonunda e-cadherin gibi MET 

regülatörlerinin ekspresyon seviyelerinin araĢtırılması, bu sürecin 

aydınlatılmasına katkı sağlayacaktır. 

10. Elf3'ün susturulması durumunda Grhl3 ekspresyonu yaklaĢık %80 

azalmaktadır. 
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11. Grhl3 promotörü kısaltılarak Elf3'ün aktif bağlanma noktaları en aza 

indirilmeye çalıĢılmıĢ ve son olarak 8 adet bağlanma bölgesinin bulunduğu  

pGrhl3+TS vektörü elde edilmiĢtir. 

12. Elf3'ün bağlanabileceği düĢünülen olası bölgeler ChIP yöntemi ile tekrar teyit 

edilmiĢtir. 

13. KorunmuĢ bölge üzerinde bulunan, mutasyon ve ChIP ile doğrulanmıĢ, iki adet 

Elf3 bağlanma noktası mutasyonla denenmiĢtir. Elf3'ün en az bu iki noktaya 

bağlandığı tespit edimiĢtir. Daha sonraki çalıĢmalarda pGhrl3+TS vektörü 

üzerinde bulunan diğer Elf3 bağlanma noktaları da mutasyona uğratılacaktır. 
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