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Memeli Grainy Head-Like 3 (Grhl3) Promotér Bélgesinin islevsel Tanimi

llkin Ayglin, Deli Saglik Bilimleri Enstitiis(i, Tibbi Biyoloji Ve Genetik Ad, Inciralti/izmir

OZET

Epitelyalden mezenkimale donlisum (EMT) ve mezenkimalden epiteyale
donusum (MET) asamalari, dizgun bir embriyonik gelisim igin ¢ok hayati olmanin
yan! sira, kanser olusumu sirasinda tumor hucreleri tarafindan farkli asamalarda
kullanilirlar. Son yillarda yapilan galismalar MET'in yalnizca EMT'nin tersi olmadigini,
kendi basina da karmasik bir sureci ifade ettigini gdstermistir. Bu verilerden yola
cikarak MET’i kontrol eden yeni tanimlanacak transkripsiyon aglari olusturabilecegi
hipotezini kurmak mumkindur.EMT-MET modeli (NMuMG hucreleri) kullanilarak
yapilan galismalarda, Grhl3 ve Hnf4a’'nin E-cadherin’in ekspresyonu igin énemli rol
ustlendikleri ve MET sUlrecinin baslamasi igin ¢gok gerekli olduklari goésterilmistir. EMT
- MET stureglerinde kritik bir role sahip olan Grhl3 geninin bu slreclere ne gibi bir
katki sagladigini aydinlatabilmek amaciyla, Grhl3 genini karakterize etmenin énemli
oldugunu dusinmekteyiz. Bu tez kapsaminda da Grhl3 promotor bdlgesi karakterize
ediimeye calisilmistir. Oncelikle gen Uzerindeki daha sonra promotdr bdlge
Uzerindeki korunmus sekanslar belirlenmistir. Biyoinformatik analizlerden elde edilen
promotdr bolgesi Uzerindeki TATA kutusu ve Sp1 elementlerin islevsel olup olup
olmadiklarini, promotdr bolgesi Uzerinde kisaltmalar yaparak lusiferaz aktiviteleri ile
gosterilmistir. Daha sonra yine biyoinformatik analizlerle belirlenen EIf3’Gn Grhi3
promotér bdlgesi ile iliskili oldugu ve, Grhl3 promotdr bolgesini 2 kat aktive ettigi
gOsterilmigtir. Ayrica EIf3'U susturuldugunda ve asiri eksprese edildiginde Grhl3
ekspresyonunun da dogru orantili olarak azalip arttigini gosterilmistir. EIf3 Grhl3'ln

regulatoru gibi davranmaktadir.

Anahtar Kelimeler: MET, EMT, Grhl3, promotor, TATA kutusu, Sp1



Functional Characterization of the Mammalian Grainy Head-Like 3 (Grhl3)
Promoter Region

llkin Aygiin, De( Institute of Health Science, Department of Medical Biology and

Genetics, inciralti/izmir

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 Spl 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 EIf3, which is related to the
Grhl3 promoter region we determined by bioinformatic analysis, activated the Grhi3
promoter region 2 fold. Moreover, we performed both loss and gain of function
experiments and as a result have identified EflI3 as a regulator of Grhl3 both in vitro

and in vivo.

Key Words: MET, EMT, Grhl3, promoter, TATA box, Spl



1. GIRIS ve AMAC

1.1 Problemin Tanimi ve Onemi

Epitelyal mezenkimal donigum (EMT); 1) embriyogenez ve gelisim, 2) yara
iylesmesi, doku rejenerasyonu, organ fibrozisi ve 3) neoplazi gibi fizyolojik ve
patolojik olaylarda gb6zlemlenmektedir (Choi and Diehl 2009). Her ne kadar klasik
tanimlar mezenkimal epitelyal donisumu (MET) basitge EMT surecinin tersi olarak
tanimlasa da, son yillarda yapilan galismalarda MET’nin ¢ok daha karmasik ve
dinamik bir sureci tarif ettigi gosterilmektedir. Yani MET sureci sadece Vimentin, N-
cadherin gibi mezenkimal belirteglerin ekspresyonlarinin azalip ve E-cadherin gibi
epitelyal belirteclerin ekspresyonunun artmasi ile sinirli degildir. Yine son yillarda
yapilan ¢alismalarda kanser olusumu ve gelisiminde de tumor hicreleri tarafindan
EMT ve/veya MET mekanizmalarinin kullaniimakta oldugu farkli kanser turlerinde ve
farkh deney modellerinde gdsterilmektedir (Micalizzi ve ark., 2010). Epitelyal orijinli
tumor hucreleri kan doku bariyerini EMT mekanizmasinin baslatilmasi ile agsmakta ve
dolasima gecgerek baska bir dokuya go¢ etme surecinde yararlanmaktadir. Ardindan
dolasimdaki bu hucreler MET surecini baslatarak, timor hicresinin epitel hucre
Ozelliklerini yeniden kazanarak yeni dokuda yerlesmesi ve ikincil tumor olusturmasi
ile metastaz slreci tamamlanmaktadir.Yapilan birgok c¢alismada E-cadherin
ekspresyonun EMT-MET surecinin merkezinde yer aldigi; EMT surecinde azalirken,
MET surecinde yeniden eksprese oldugunu ortaya koymustur (Kim, Jackson ve ark.,
2016). MET surecinde E-cadherin ekspresyonun yeniden aktivasyonu kismen E-
cadherin represorlerinin azalmasi ve promotdrinden ayrilmasi ile agiklanabilir. Sonug
olarak bu da bize MET surecinin, EMT’den ayri olarak, kendine 6zgli mekanizma ve
duzenleyicilerinin olabilecegini ve MET’i kontrol eden surece 6zgun bir transkripyon

aginin oldugunu dusundurmektedir.

Daha 6nce EMT-MET modeli kullanilarak yapilan galigmalarda, Grhl3 ve Hnf4a
duzenleyicilerinin E-cadherin ekspresyonunda ve MET surecinde anahtar rol
ustlendikleri belirlenmistir (Alotabi ve ark., 2015). Evrimsel slre¢ esnasinda
korunmus olan Grainy Head-Like 3 (GrhiI3) geni, Grainyhead like ailesine dahil olan

transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir. Grhi3'Un 6zellikle MET slrecinde nasil bir



dizenleyici rol Ustlendiginin agiklanabilmesi igin, genin karakterize edilmesi bu

noktada oldukca énemlidir.

Bu ¢alisma kapsaminda GrhI3 gen bolgesi karakterizasyonu ve dolayisiyla MET
surecinin aydinlatiimasi ile belirlenebilecek olan mekanizmalarin ileride, Ozellikle
meme, akciger gibi metastatik 6zellikteki agresif kanser tirlerinin tedavisinde
hedeflenebilecek molekll ve/veya mekanizmalar olarak kullanilabilme potansiyelleri

yuksektir.

1.2 Arastirmanin Amaci
Bu tez kapsaminda; memeli Grhl3 promotorl karakterize edilerek, Gzerindeki
promotor elementlerin iglevsel olup olmadigi ortaya konulacak, varsa diger

transkripsiyon faktorleri ile olan iliskisi aydinlatilacaktir.

1.3 Arastirma Soru ve Hipotezleri
GrhI3'an 1kb promotor sekansi Uzerinde, islevselligi saglayan kismin ¢ok daha
kUguk bir bolumu olusturdugu, ayrica bu bdlge Uzerine baglanan ve geni reglle eden

farkh transkripsiyon faktorlerinin varligi dtiisintlmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Epitelyal-Mezenkimal Donusiim (EMT)

Organizmal fonksiyonlar, ontogenez sirasindaki gen Urunleri, gevresel kosullar
ve ontogenetik surecler arasindaki karmasik etkilesimler yoluyla ortaya c¢ikar (Raff,
1996; West-Eberhard, 2003). Bu etkilesimlerin nedenleri ve sonuglari epigenetik
arastirmalarinodak noktasinda bulunmaktadir (Hallgrimsson ve Hall, 2011). Bu
arastirmalar, genellikle, fenotiplerin gelisimsel suregler yoluyla nasil ortaya ¢iktiklarini
ve bu surecin evrimsel modifikasyon ve yeniligi saglamak igin nasil degistirildigini
anlamaya calismaktadir. Bu surecgte gelisimsel plastisite buyuk rol oynamaktadir.
Plastisite kavrami, bireyin kendi fenotipik 6zelliklerini, genellikle uyarlanabilir bir
sekilde ayarlayarak, cevresel degisikliklere cevap verebilme kabiliyetini ifade eder.
Her durumda, tek bir genotip, ¢ok farkli fenotiplere neden olabilir. Plastisitenin
saglanmasi ve hicresel fenotipin daimligi bu noktada, ¢ok hticreli canlilar igin buylk
onem tasimaktadir. Epitelyal mezenkimal déniusim (EMT) ve mezenkimal epitelyal
donugsum (MET) surecleri de bu dinamik strecin onemli bir bolimuand olugturmaktadir
(Somarelli, Shetler ve ark , 2016). Epitelyal hucrelerin, epitelyal karakterini kaybedip,
mezenkimal karakter elde edebilecekleri dusuncesi, 1980'lerin baginda Elizabeth Hay
tarafindan tavuk embriyosunda yaptigi gozlemler sonucu ortaya atiimistir (Hay,
1995). Epitelyal mezenkimal gecis (EMT), baglangicta erken gelisme sirasindaki
normal hucre farklilagmasi baglaminda tanimlanmigtir (Micalizzi ve ark., 2010)
Evrimsel olarak, mezenkimal hucrelerin indiklenen farklilagsmasi, cesitli
organizmalarda oldukc¢a 6zel dokularin ve organ sistemlerinin organizasyonuna izin
vermektedir. Bu nedenle, Snail / Slug, Twist, Six1, Cripto, TGF-B ve Wnt / B-catenin
gibi EMT ile iligkili molekuler yollarin turler arasinda olduk¢a korunmus olmasi
sasirtici degildir. (Micalizzi ve ark., 2010). EMT surecinde epiteliyal kdkenli hicrelerin
polarize yapilarinin ve hucre-hucre etkilesimlerinin kaybolmasi sonucunda, polarize
olmayan, mezenkimal fenotip kazanmig hucreler olusur. Bu hucreler, go¢ edebilme,
hicre disi matrisi parcalayabilme ve kan doku bariyerini gegme yetenegi kazanirlar.
Bu asamada EMT sureci basta embriyogenez olmak Uzere pek ¢ok onemli surecte
rol alir. Ayricayara iyilesmesi (wound healing) ve fibroz agisindan da kritik 6neme
sahiptir (Lamouille, Xu et al. 2014).
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Sekil 2.1: Epitelyal - Mezenkimal donus (EMT)

(Serrano-Gomez ve ark., 2016)

Son yillarda yapilan calismalar EMT'nin, kanser hicrelerinde, metastaz
surecinin en kritik basamagini olusturarak hucrelerin bir dokudan diger dokuya gog¢
etmesini sagladigini gostermektedir. Bazi kanserojen tumodrlerin fibréz ve
metastazinda EMT rolu tarif edilmistir (Micalizzi ve ark., 2010). Bu yeni paradigma,
EMT'yi daha net tanimlamak icin farkli bir bakis acgisi saglamistir. Bu bakis agisi,
arastirmacilara normal hticre farklilagsmasi sureci ve benzer patolojik, EMT surecleri
arasindaki iligkiyi daha dogru bir sekilde degerlendirebilmesine yardimci olabilir. Bu

tur EMT surecleri hem epitelyal hem de epitelyal digi kanserlerde goruldr.

Embriyonik gelisim; biyume ve farklilagmayi iceren kompleks bir suregtir. Bu iglemin
onemli bir kismi hicresel farklilasma ve doku olugsumunu igerir ve tum buyldk yapilar
olustuktan sonra buylime ve hacim artisi yolunda devam eder. Giderek farkhlasmis
hicrelere ayrilan ya da buyuyen ve 6zellesen hicrelere boélinen, tek bir hiicre slreci,
epigenetik kontrollerle programlanmistir (Reik ve ark., 2001).Bununla birlikte, benzer
epigenetik modifikasyonlar kanser hucrelerinde ortaya c¢iktiginda, bu hucreler
metastatik hale gelir. Kanser hucrelerinin metastaz yapabilmesi i¢in oncelikle,
integrinleri gevreleyen eksra seluler matriksten ayrildiginda, anoikisi, programlanmis
bir hticre 6lumUundn bir bigcimini agmasi gerekmektedir (Kim, 2012). Normal kosullar

altinda, epitelyal hicre yuzeyindeki integrinler ekstra selller matriks ile temasa



girdiginde, FAK (Focal Adhesion Kinase) fosforilasyon ile aktive edilir ve bu da
fosforilasyon kaskadini tetikleyerek Akt (Protin Kinaz B olarak da bilinmektedir)
aktivasyonu ile sonuglanir ve bdylece hiicre sag kalimi artar. integrin, ekstra seliiler
matriks ile temasini kaybederse, hicre hayatta kalma sinyalleri durur ve pro-
apoptotik proteinler, Bad (Bcl-2-associated death promoter), engellenmemis halde
birakilir ve hicre dlumuna baslatabilirler. Kanser hicreleri, EMT ile iligkili olan gesitli
sekillerde, bu durumun Ustesinden gelebilir. Ornegdin, E-cadherin ekspresyonunda bir
kayip ve N-cadherin ekspresyonunda bir artig, anoikis direnci ve artmis invazivlik ile
korelasyon gosterir (Derksen ve ark., 2006). Buyume faktori reseptorlerinin
disregulasyonunun anoikislere direng gOsterebilecedi de godsterilmistir. Kanser
hicrelerinin farklilasmasi icin; gerekli genleri aktive edilmesi, proliferasyon olaylarini
yavagslatiimasi, bazi apoptotik yollarin indiklenmesi, epitelialden mezenkimale
hicresel ozelliklerin degistirilmesi gerektigi gosterilmigtir. Bunlar; hicre-hlcre
baglantisinda yardim edilmesi, hlucre hareketine katki saglayan hicre adezyon
molekullerinin yukari-regile edilmesi, hicre-hlicre baglantilarinin indirgenmesi ve
hicre disi matrisin kesilmesi igin hicre ylzeyinde proteazlarinin harekete gecirilmesi
gibi suregler icermektedir. Farkh kanser populasyonlari, bu degisiklikleri destekleyen
degisken epigenetik kaliplara sahiptir ve her bir model farkli bir klinik dnem tasir.
EMT ve metastazin karmasikhgl populasyonun heterojenliginde yatar. Tum hucreler
ayni anda EMT'ye ugramaz ve EMT geciren tum hucreler basariyla metastaz
yapamaz. Kanser progenitori hiicre 6zellikleri, cevresel faktorler, hiicre disi ve hicre
ici sinyalizasyon ve epigenetik degisiklikler, bir hicrenin EMT'ye ve metastaza girip

girmeyecegini etkiler.

Son yillarda ortaya atilan iki hipotez EMT'yi ve metastazi acgiklamaya
calismaktadir (Sarkar ve ark., 2013). Birinci hipoteze gore, bir timoérde bulunan
kanser progenitdor hicreleri ayni anda EMT'ye girmez, bu nedenle kanserli
populasyon farkli asamalardaki farkl hucreler igerir. Ancak, bu asamalar sabit
degildir. Farkhlagsmanin herhangi bir asamasinda kanser o&ncul hucreleri
farklilagmanin daha ileri bir asamasini gergeklestirmek ve gelismis kanser derecesine
ulasmak icin EMT'den gecebilir. Aslinda, bu noktada farkliik goéstermekle birlikte,
ayni oncu hucreden kaynaklanir ve farkli zaman araliginda farkli EMT'ye ugrarlar.

ikinci hipoteze gdre ise, bazi kanser oncil hicrelerinin, baslangigta EMT'den



gectikten sonra klonal geniglemeyi takiben metastaz yapacagini disundirmektedir.
Bu durumda, metastatik bir tUmor, baslangi¢gta EMT yapilan hicre ile bir belirteg
paylasacak ve bu nedenle her kanser derecesi farkli bir progenitdr hicreden
gelecektir. Meme kanseri Uzerine yapilan ¢alismalar, heterojen, metastatik gégdus
kanseri tumorlerinin, birinci  hipotezi destekleyen birka¢ kanser progenitor
hicrelerden elde edilir oldugu gostermektedir(Byler ve Sarkar, 2014; Hajj ve ark.,
2003). Bununla birlikte, metastatik kanserin heterojenliginin, farkli kanser dereceleri
dretmek icin farkli zamanlarda farklilasan bir ¢ok kanser oncull hicresi tarafindan
uretilmesi hala mimkunduar (Campbell ve Polyak, 2007). Sadece birka¢ kanser oncul
hicresinin metastatik meme kanserine katkisi, metastatik meme kanseri hicrelerinin
yuksek genetik cesitlilige sahip oldugu bulgular ile tutarli degildir (Park ve ark.,
2010). Bu anomalinin, kanserdeki heterojenligin rasgele genetik farklilasmadan
gelmedigi, evrimsel olarak korunmus ve organize bir sekilde isleyen bir mekanizma
tarafindan dizenlendigi gosterilmigtir (Meacham ve Morrison, 2013). Bu organize
mekanizma, EMT'yi, yani farkli epigenetik degisim modelini icerir (Byler ve
Sarkar,2014; Hajj ve ark., 2003; Sarkar ve ark., 2013) .

2.2 Mezenkimal-Epitelyal Dontisiim (MET)

Epitelyal hucrelerin  mezenkimal hucrelere  kismen veya tamamen
donugebilmesi veya mezenkimal hucrelerin epitelyal 6zellik kazanmasi, epitelyal
fenotipin dogal bir plastisitesini gosterir. Mezenkimalden epitelyale donus (MET) de

bu dinamik surecin bir bagska onemli basamagdir.

MET hem gelisimsel, hem rejeneratif hem de patolojik bir cok olusum icin temel
hicresel bir surectir (Antonello, Reiff ve ark., 2015; Kim, Jackson ve ark., 2016). EMT
ve MET, ayrica embriyonik kok huicre differensiyasyonu ve pluripotensinin
indUklenmesini de duzenlemektedir. Klasik tanimlar MET’i basitce EMT surecinin
tersi olarak tanimlasa da, son yillarda yapilan galismalar bunun Oyle olmadigini
acikca vurgulamaktadir. MET sadece vimentin, N-cadherin gibi mezenkimal
belirteclerin azalarak duzenlenmesi (downregulation) ve E-cadherin gibi epitelyal
belirteclerin artarak dizenlenmesinden (upregulation) ¢cok daha karmasik ve dinamik

bir sureci tarif etmektedir. Bu dinamik ve kompleks surecin sadece EMT ve MET



belirteclerinin artmasi veya azalmasiyla anlatiimasi ve dizenlenmesi mumkun
degildir (Kim, Jackson ve ark., 2016).

Hem EMT hem de MET suregleri baslangigtan sonuca kadar transkripsiyonel,
post-transkripsiyonel, translasyonel ve post-translasyonel bircok basamakta farkh
duzenleyiciler tarafindan kontrol edilmektedir (Lamouille, Subramanyam ve ark.,
2013). Bu ekspresyon seviyesindeki duzenlenmenin yani sira epigenetik
modifikasyonlar da hucrenin fenotipik plastisite agisindan dengede kalmasini
saglamaktadir (Somarelli, Shetler ve ark., 2016). Bu siki dizenlenmeden
transkripsiyonel faktorler, kromatin tekrar dizenleyici faktérler (chromatin
reorganisation factors), ylzey reseptorleri ve adhezyon molekilleri gibi birgok
faktorin sorumlu oldugu bilinmektedir (Bozzi, Brich ve ark., 2016). Epigenomun
dinamizmi transkripsiyon faktorlerinin kromatin ve kromatin diuzenleyici enzimlerle
iliskisiyle saglanmaktadir. Transkripsiyon faktorleri aktive edilerek kromatin altyapisi
degismekte ve bu faktorler DNA dizenleyici bdlgelerine badlanmaktadir. TUm bu
surecte kromatinde degisiklik yapabilen enzimler (chromatin modifying and
remodeling enzymes) aktif rol oynamaktadir (Brettingham-Moore, Taberlay ve ark.,
2015).

Epigenetik modifikasyonlar DNA sekansindan badimsiz olarak gen aktivitesi ve
ekspresyonunu duzenleyebildigi ve tersinebilir oldugu igin bircok biyolojik surecte
baylk 6nem arz etmektedir (McDonald, Wu ve ark., 2011; Serrano-Gomez, Maziveyi
ve ark., 2016). Epigenetik regulasyonun buyuk bir kismini proteinlerin enzim bagiml
olarak degisimine neden olan translasyon sonrasi (post-translational) modifikasyonlar
(PTMs) ve histon modifikasyonlari olusturmaktadir. Asetilasyon en o6nemli
modifikasyonlardan biridir ve transkripsiyonel aktivasyonun duzenlenmesinden
DNA/protein baglanma becerisine kadar birgok hicresel olayla yakindan iligkilidir
(Gregoire, Fleury ve ark., 2016; Serrano-Gomez, Maziveyi ve ark., 2016). ClUnku tim
DNA kalibina ihtiya¢ duyan suregler (transkripsiyon, replikasyon, rekombinasyon gibi)
kromatin altyapisinin kompleks yapisindan etkilenmektedir (Stadler ve Allis 2012).
Asetilasyonun global olarak balansi HAT (histon asetiltransferaz) ve HDAC (histon
deasetiltransferaz) histon asetilasyon duzenleyicileri tarafindan duzenlenmektedir
(zhang, Liu ve ark., 2013). p300, CBP, ve PCAF en ¢ok bilinen HAT substratlari



arasindadir. MYC ve p53 gibi 6nemli onkogen ve tumor supresorlerin bazilari da
histon proteinleri olmamalarina ragmen asetilasyon substrati olabilmektedir (Zhang,
Liu ve ark., 2013). CBP ve p300’Un gen dluzenleyici aglara etkisi nedeniyle 400’den
fazla proteinle iligkide oldugu bilinmektedir. Bu molekdller histon ve diger dizenleyici
proteinlerin asetilasyonuyla harekete gegmekte ve birgok transkripsiyon faktori igin
transkripsiyonel ko-aktivator gorevi Ustlenmektedir (Mizuguchi, Specht ve ark., 2012).
p300°’Gn EMT’deki roll ise tartismalidir. Bazen ylksek p300 ekspresyonu EMT’ye
neden olurken, bazen tam tersi olmaktadir. p300’4n EMT’deki rolinin duruma ve
diger transkripsiyon faktorleriyle iligkisine bagl olarak degisebildigi dusunulmektedir
(Mizuguchi, Specht ve ark., 2012).

Gelisimsel olaylari ve yara iyilesmesi gibi suregleri destekleyen MET, ayni
zamanda basaril bir metastaz igin dnemli bir 6n kosuldur. EMT gegirmis ve vicudun
diger bolgelerinde dolasan kanser hucreleri, baska dokulara entegre olmalarina ve
klinik acidan dnemli tumor sinyalleri Uretmelerine izin veren bir mekanizmaya sahip
olmalidir. Bunu yapabilmek igin de, Oncelikle g¢evresindeki dokuya baglanacak
sekilde epitelyal 6zelliklere sahip olmalari gerekmektedir. Bu fenomenin bir 6rnegi,
uyarilmis pluripotent kok hicrelerde (iPSC'ler) gézlenmektedir. Son yillarda yapilan
calismalar, MET'i tetikleyen faktorlerin ekspresyonunu arttirarak, iPSC'lerin
uretiimesinin EMT mediatorlerini bastirdigini gdstermektedir (Polo ve Hochedlinger,
2010). Uzak dokulardaki metastatik ve basarili implantasyon arasindaki bu
modulasyon, metastazin son derece organize olmus ve evriimis EMT / MET

hipotezini daha da destekler 6zelliktedir.
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Sekil 2.2: Kanser metastazinda EMT - MET rolu
(Van Denderen ve Thompson, 2013)
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Kok hucre differensiyasyonu ve germ hucre gelisimi gibi EMT sirasindaki
epigenetik tekrar programlamlama da kromatin modifikasyonlarindaki degisimlerle
saglanmaktadir (McDonald, Wu ve ark., 2011). Son yillardaki ¢galismalar, mezenkimal
fenotipin genom Uzerindeki lokus spesifik epigenetik tekrar programlamayla insa
edildigini isaret etmektedir. Bir hipoteze gore, fenotipik gecis transkripsiyon faktor
aktivitesinin kromatin aracilikli stabilizasyonuna baglidir. Kisaca, epitelyal ve
mezenkimal fenotipler kromatin durumundaki degisimlerle koordine edilmektedir
(Cieslik, Hoang ve ark., 2013).

EMT sirasinda goérev alan bazi transkripsiyon faktorleri ve histon
modifikasyonlari arasindaki iliski uzun yillardir ¢galisilmasina ragmen epigenetik tekrar
programlanmanin dogasi henuztimuyle aydinlatilabilmis degildir. Bu genom boyunca
sure gelen epigenetik programlanmanin EMT/MET surecindeki tam fonksiyonu ve
mekanizmasina deginen c¢ok az literatlr bilgisi bulunmaktadir.TiUm bu veriler,
EMT/MET transkripsiyonel faktorlerinin kromatinde degisim yapabilen enzimler
araciligiyla dizenlenmesinin hem gelisim hem de kanser gibi patolojik kosullardaki
onemini ve bu konudaki bilgi acigini vurgulamaktadir (Cieslik, Hoang ve ark., 2013;
Tam ve Weinberg, 2013; Lee ve Kong, 2016; Sun ve Fang, 2016). Bu faktorlerin
transkripsiyon faktorleriyle olan iligskisinin anlasilmasi ve biyolojik dnemlerinin
kavranmasinin gelisim ve kanser sureglerindeki bu dinamik EMT/MET degisimlerinin
anlasilmasinda onemli rol oynayacagi yadsinamaz bir gercektir.Hepatosit nukleer
faktor 4a (Hnf4a), orfan nukleer reseptdr (orphan nuclear receptor) sinifina ait bir
transkripsiyon faktoridir. Hnf4a’'nin fetal karaciger organogenezi boyunca E-
cadherin gibi bircok adhezyon molekulunu regile edebildigi bilinmektedir (Alotaibi,
Basilicata ve ark., 2015). Anti-mezenkimal rolu sayesinde ana EMT duzenleyicilerini
(Snail gibi) ve mezenkimal genleri baskilayarak hepatik epitelyal fenotipin
korunmasini kontrol ettigi gosterilmistir. Bu nedenle, Hnf4a’nin MET indukleyici bir
faktor olarak hareket ettigi bilinmektedir (Santangelo, Marchetti ve ark., 2011;
Alotaibi, Basilicata ve ark., 2015; Cicchini, Amicone ve ark., 2015). Hnf4a’'nin
hepatosit epitelyal kimligi saglamadaki rolinin epigenetik modifikasyonlarla iliskili
oldugu dusunulmektedir (Cicchini, de Nonno ve ark., 2015). Ayrica diger hiicrelerden
farkli olarak olgun hepatositlerin tekrar hicre siklusuna katilabildigi ve karacigerin

ana fonksiyonlarini saglamayi surdurlrken prolifere olabildigi bilinmektedir. Bunu
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saglayan faktorlerden birinin de transkripsiyon faktori Cebpa’nin ekspresyonundaki

azalma oldugu dusunulmektedir (Cicchini, Amicone ve ark., 2015).

CCAAT/enhansir-binding protein Cebpa, bZIP (basic leucine zipper)
transkripsyon ailesinin bir Uyesidir. Birgok hucre tipinde hepatogenez, adipogenez ve
hematopoezin dizenlenmesi gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlari bulunmaktadir. (Yuan,
Wen ve ark., 2015). C/EBP proteinlerinin p300 ile kompleks iginde bulunduklari
bilinmektedir. Cebpa’nin kromatin dizenleyici proteinler p300 ve HDAC1 ile iligki

icerisinde oldugu bazi hicre tiplerinde saptanmigtir (Breaux, Lewis ve ark., 2015).

2.3 Grainy Head Like-3 (Grhl3)

Yapilan pek ¢ok calismada, sinirli sayida genin, sinek embriyolarinda katikul
olusumunun duizenlenmesinde rol oynadidi gosterilmistir (Ostrowski, Dierick ve ark.,
2002). Saptanan bu genler arasinda bulunan grainy head (grh) transkripsiyon
faktorlerinin (Bray and Kafatos. 1991) buyuk olgude, yuzey ektodermde eksprese
olan (Hislop, Caddy ve ark., 2008; Boglev, Wilanowski ve ark., 2011), epidermal
bariyer olusumunun duzenlenmesinde ve tamir mekanizmasinda rol oynayan,
korunmus faktorler oldugu gorulmustir (Yu, Mannik ve ark., 2009). Meyve sinekleri
(Drosophila) Uzeri yapilan arastirmalarda, graniy head mutasyonuna ugramis olan
embriyolarin yumurtadan ¢ikamadigi ve gevsek kutikullere, damarli, kesintili iskelet
yapisina ve duzensiz trakeal tlipe sahip olduklari gézlemlenmistir (Gustavsson, Copp
ve ark., 2008). Bu arastirmalari takip eden surecgte, grh transkripsiyon faktorlerinin,
PCP (planar cell polarity) sinyal yolunun bir bileseni olarak kanat killarinin ve
ommatidia oryantasyonlarinin dizenlenmesinde de yer aldi§i gosterilmistir (Lee ve
Adler, 2004). Ayrica, trakeal uzama (Hemphala ve ark., 2003), dorsal kapanma
(Attardi ve ark., 1993), ndronal tup kapanmasi ve omurgalilarda yara iyilesmesi de
dahil olmak Uzere epitelyal morfogenetik olaylar igin bir paradigma olarak hizmet

etmektedir.

Grh, kutikul proteinlerini ve kitini ¢apraz baglayan kinonlar Ureteren Dopa
dekarboksilaz (Ddc) reguilasyonu yolu ile kitikilin butinlGgana korur (Bray, Burke ve
ark., 1989). Dopa dekarboksilazin memelilerdeki TGase1 (transglutaminaz 1) benzer

islevsel fonksiyona sahip oldugu bilinmektedir.
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Grh homologlari, Caenorhabditis elegans, Xenopus laevis, Danio rerio,
Anopheles gambiae ve Balarus amphitrite tirlerinde de saptanmis olup, 700 milyon
yil boyunca korunmus oldugu kanitlanmistir. (Ting, Caddy ve ark., 2005; Wilanowski
ve ark., 2002; Kudryavtseva ve ark., 2003; Venkatesan ve ark., 2003). Omurgalilarda
Drosophila grainyhead’e benzer genler, Grhl (grainyhead benzeri) genler olarak
adlandiriimakta ve bilinen U¢ uyesi bulunmaktadir: Grhl1, Grhl2 and Grhl3 (Ting,
Caddy ve ark., 2005; Chalmers, Lachani ve ark., 2006, Mlacki, Kikulska ve ark.,
2015). Bu genlerin embriyonik gelisim slrecindeki ve erigskin derisindeki birgok
ektodermal ve endotermal hucre tipinde eksprese oldugu bilinmektedir (Gustavsson,
Copp ve ark., 2008). Ekspresyonlari doku ve gelisime yonelik sekilde 6zgullesmigtir
(Mlacki, Kikulska ve ark., 2015).

Grhl3 (grainy head-like 3) fare embriyogenezi sirasinda epidermal
differansiyasyon ve bariyer olusumundan sorumlu, buylk ol¢cide korunmus bir
transkripsiyon faktértudur (Darido ve Jane 2010; Hopkin, Gordon ve ark., 2012;
Gordon, Zeller ve ark., 2014; Xu, Liu ve ark., 2014). CP2 benzeri transkripsiyon
faktor ailesinin Uyelerinden biridir (Gordon, Zeller ve ark., 2014). Kokeni meyve sinegi
(Drosophila) grainy head (grh) genine dayanmaktadir. grh geninin ets transkripsiyon
faktorl EIf1 genine karsilik geldigi saptanmistir (Bray ve Kafatos, 1991). Elf-1disinda
NTF-1 olarak da adlandiriimaktadir (Chalmers, Lachani ve ark., 2006, Hislop, Caddy
ve ark., 2008). Daha 6nce GET1 (Kudryavtseva, Sugihara ve ark., 2003), MGR, LBP-
32, SOM ve BOM olarak da adlandiriimistir (Chalmers, Lachani ve ark., 2006).
GRHL3 birgok tirde gelisim ve ylzey ektoderminin homeostazi icin kritik bir faktordar
(Xu, Liu ve ark., 2014). GrhI3 sitoplazmada lokalize olmaktadir (Xu, Liu ve ark.,
2014). Grhl3 erigkin fare epidermisinde diusuk seviyede eksprese olmaktadir ve
normal epidermal homeostazi icin zorunlu bir faktér olmamasina ragmen mekanik ve
immun bir epidermal zarar durumunda upregule olmaktadir (Gordon, Zeller ve ark.,
2014). Grhl3 geni, farede kromozom 4’te lokalize olmaktadir (Gustavsson, Copp ve
ark., 2008). GrhI3 agisindan mutant olan farelerde néral tip defektine bagli olarak
ortaya ¢ikan bir hastalik olan spina bifida gérilmektedir (Chalmers, Lachani ve ark.,
2006; Gustavsson, Greene ve ark., 2007, Ting ve ark., 2003). Fare embriyogenezi
sirasinda Grhl3 ekspresyonunun buyuk oranda yuzey ektoderm ile sinirlandigi

gOsterilmis olup, bu tabaka boyunca 12.5. embriyonik guinden itibaren ifade edildigi
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ve epidermal butinlugun idame ettiriimesindeki rolu kanittanmigtir. (Ting, Caddy ve
ark., 2005). GrhI3 olmayan fareler uygun bir deri bariyeri olusturamamakta ve dogar
dogmaz dehidrasyondan dlmektedir (Ting, Caddy ve ark., 2005; Lukosz, Mlynek ve
ark., 2011; Mlacki, Kikulska ve ark., 2015).

Grh’nin epigenetik morfogeneziste 6nemi olan Lmo-4 (LIM-only protein 4)
proteiniyle ile de etkilestigi bilinmektedir (Kudryavtseva, Sugihara ve ark., 2003).
Memeli GrhI3 proteininin de direkt olarak Lmo-4’e baglanmamasina ragmen, Lmo-4
ile birlikte ¢coklu bir protein kompleksinde gorev aldigi ve bu birlikteligin 6zellikle néral
tipun kapanmasi ve epidermal bariyer olusumu igin gerekli oldugu saptanmistir (Yu,
Lin ve ark., 2006; Hislop, Caddy ve ark., 2008).

Grh ortologlarinin hayvan epitelyal hicrelerde bir ¢ok degisik fonksiyon igin
gerekli oldugu bilinmektedir (Hislop, Cadd ve ark., 2008). Fare ve meyve sinegindeki
korunmus fonksiyonlardan bir tanesi de epidermal bariyer ¢apraz baglanma
genlerinin transkripsiyonel aktivasyonu ve yara sonrasi bu epidermal bariyerin
rejenerasyonudur (Mace, Pearson ve ark., 2005). GrhI3 silinmesi lipid slrecinden
sorumlu enzimler, hicre-hlcre adhezyon molekulleri ve yapisal proteinleri de igeren
bariyer olusumunda kritik rolleri olan birgok genin ekpsresyonunda azalmaya neden
olmaktadir (Ting, Caddy ve ark. 2005; Boglev, Wilanowski ve ark., 2011; Gordon,
Zeller ve ark., 2014)

Memelilerde GrhI3 g6z kapagi fizyonu, néral tipin kapanmasi ve yara tamiri
gibi epidermal morfogenik olaylarda gereklidir. Ayrica insan epidermal
differensiyasyon gen ekspresyon programinin aktivasyonundan da sorumlu oldugu
bilinmektedir. Grhl3’n WDRS araciligiyla trxG (Trithorax grubu proteinler)’yi
epidermal differensiyasyon promotérine ¢agirdigi disunilmektedir (Hopkin, Gordon
ve ark. 2012). Grhl3’in mesane epithelyimu differensiyasyonunda da énemli rol
oynadidi bilinmektedir (Hopkin, Gordon ve ark. 2012).Tum bu 6zelliklerinin yanisira
Grhl3’Un antiapoptotik etkisi oldugu da saptanmigtir. Bu etkiyi Kaspaz-3’U inhibe
ederek eNOS (endotel nitrik oksit sentaz) aktivasyonuyla yaptigi distunulmektedir
(Lukosz, Mlynek ve ark. 2011).
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Son yillarda yapilan g¢alismalar Grhl3’Un kanser c¢alismalardaki yerini de
vurgulamaktadir. Grhl faktorlerinin deri skuamoz hucreli karsinom, meme kanseri,
mide kanseri, hepatoselltler karsinoma, kolorektal kanser, prostat ve servikal kanser
gibi kanser tipleriyle iliskisi oldugu bilinmektedir (Mlacki, Kikulska ve ark. 2015).
Ozellikle insan deri ve boyun skuaméz hiicreli karsinomunda Grhl3 ekspresyon
seviyesinde azalma gozlenmektedir. Grhl3’an skuamdz hucreli karsinomlarda kritik
tumor baskilayici yolakta gorev aldigi distindlmektedir. Grhl3’Gn meme kanserindeki
spesifik roli bilinmese de meme kanserinde koruyucu bir faktor olabilecegi
varsayllmaktadir (Mlacki, Kikulska ve ark. 2015). Ayrica Grhl3’'un memeli karsinom
hicre hattt MCF-7'de TNF-a tarafindan induklendigi bilinmekte ve timor hicre gogu
ve metastazi igin olasi bir roll olabilecegi distinebilmektedir (Xu, Liu ve ark. 2014).
Grhl3’n meme kanserindeki 6nleyici roluniin ve olasi tumoér baskilayici yolaga
katkisinin  Grhl3’4n direkt olarak E-cadherin’i regule etmesinden kaynaklandigi
dusundlmektedir (Mlacki, Kikulska ve ark. 2015, Zhao, Guo ve ark. 2016). Cunku
GrhlI3’Un tumorejenik olmayan meme bezi hicrelerinde ve akciger kanseri gibi bazi
kanser turlerinde E-cadherin’in MET (mezenkimalden epitelyale gegis) slrecindeki
ekspresyonunu pozitif olarak duzenleyebildigi bulunmustur (Alotaibi, Basilicata ve
ark. 2015, Mlacki, Kikulska ve ark. 2015).

EMT ve MET sureclerinin arasindaki gegislerde, E-cadherin ekspresyonun
degisimi ve bunu regule eden diger molekulerin ekspresyonundaki degisim dnemlidir.
EMT slrecinde, E-cadherin ekspresyonundaki azalma, MET surecinde hizli bir
sekilde eski haline donebiliyor. EMT surecini tetikleyen ¢ok sayidasinyal ileti yolagi
aracilhgi ile Snail, Slug, Zeb1, Zeb2, Twist gibi molekulerin E-cadherinekspresyonunu
baskilamasi ile gergeklesmektedir. E-cadherinin transkripsiyonel dizeyde kontrolu
oldukga 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
surecinde ise E-cadherin ekspresyonunu baskilayan molekulerin ekspresyonunda
azalma olmaktadir Ancak bu tek basina MET surecinde E-cadherin
ekspresyonundaki degisim icin yetersiz olmaktadir. Stemmler ve ark. ¢aligsmalarinda,
fare modelinde, E-cadherinin promotorunun tek basina E-cadherin ekspresyonunu

dizenlemekte yetersiz oldugunu gostermislerdir (Stemmler ve ark., 2003). Stemmler
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ve ark. yaptiklari galigmada cis-duzenleyici bolgelerin E-cadherin ekspresyonunu
dizenledigini ve bunlarin transkripsiyonun basladigi bolgenin asagisinda yer aldigini
goOstermiglerdir (Stemmler 2003). Bunun yaninda E-cadherin geninde intron 2
delesyonu durumunda, E-cadherin lokusunun baskilandigi gosterilmistir (Stemmler
2005). Bu da baz transkripsiyon aktivatorlerinin cis-regulator bolgelere baglanarak E-
cadherin ekspresyonunu duzenledigini gostermektedir. Werth ve ark. galismalarinda
Grhl2'nin E-cadherinin intron 2 bdlgesine baglanarak, E-cadherin ekspresyonunu
dizenledigini gostermigleridir (Werth ve ark., 2010). Ayrica Grhl3'Un Hnf4a'nin
promotor bolgesine baglanarak ekspresyonunu duzenledigini, daha sonra Hnf4a ile
birlikte E-cadherin ekspresyonunu ¢ok daha gugli bir gsekilde uyardigini
go6rulmektedir (Alotaibi ve ark., 2015)

Zeb1,2 / Snail
Slug / Twist

* %) E-Boxes | X oo *

P o - e Y

Epitelyal Mezenkimal

_— Grhi3 -h-

4t
Zeb1,2 / Snail
Slug / Twist

LS8 can1

B @)
- L "a!};’ '\"‘

Sekil 2.3: Grhl3, Hnf4a ekspresyonunun duzenlenmesine ve MET surecine katkida
bulunur.
(Alotaibi ve ark., 2015)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi

Aragtirma deneysel niteliktedir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani
Arastirma, Dokuz Eylil Universitesi, Izmir Biyotip ve Genom Enstitiisi

laboratuvarlarinda 2016 Eylul- 2017 Haziran tarihleri arasinda gergeklestirilmistir.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar
Arastirmada insan uUzerinde bir calisma yapilmamig, deneyler in vitro olarak

hacreler ile gergeklestirimistir.

3.4 Calisma Materyali

Arastirmada, grubumuzda bulunan NMuMG (Normal Murine Mammary Gland)
ve MEF (Mouse embryonic fibroblast) hicre hatlari kullaniimistir.

3.5 Arastirmanin Degiskenleri
Aragtirma kapsaminda kullanilan NMuMG hicre hatti bagimsiz degiskendir.
Hucrelerin transfekte edildigi vektorler bagimli degiskendir. Promotor sekansi

Uzerinde belirlenen EIf3 baglanma bdlgeleri bagimli degiskendir.
3.6 Veri Toplama Araglari

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

Projede kullanilan NMuMG (ATCC: The Global Bioresource Center/ CRL-1636)
hiicre hatti ticari olarak, MEF hicre hatti izmir Biyotip ve Genom Enstitlisi'nden Prof.

Dr. Mehmet Oztiirk tarafindan temin edimistir.

3.6.2 Hucre Kiulturu

NMuMG ve MEF hicre hatti, normal kosullarda %10 Donor Horse Serum
(Biochrom/ S9131), 100u/ml penisilin, 0,2dmg/ml streptomisin (Thermo Fisher
Scientific 15140122) ve % 1 esansiyel olmayan aminoasit karisimi iceren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Thermo Fisher Scientific/ 41965039) besin
ortamlarinda uretilmiglerdir. Hucre kualturu iglemleri bioguvenlik 2 dizeyinde laminer
kabinet igerisinde yapilmistir NMuMG hicreleri 37°C’de, %10 CO.'li inklibattrde
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(Eppendorf / Galaxy® 170 S)MEF hiicreleri 37°C’de %5 CO'li inkiibatorde kuiltiire
edilmistir. Hucreler buyumehizlarina ve baslangic yogunluklarina gore degismekle
birlikte 2 ila 3 gunlik araliklarla bir altktltire edilmistir. Hucreler yaklasik 80%
yogunluga ulastigi zaman kuiltar kaplarindaki ortamgekilip, 2 defa 10ml steril PBS
(Merck/ L1825) ile yikandiktan sonra PBS uzaklastiriip kaltir kabina 1 mlTripsin-
EDTA (Biochrom/ L2163) solusyonu konulmusg ve inkubatorde hucrelertutunduklari
yluzeyden ayrilana kadar 1-2 dakika bekletilmistir. Tripsinizasyonu durdurmak
uzerehucrelere FBS iceren 9ml ortam konularak pipetlendikten sonra santriftij edilmis
ve supernatant uzaklastirildiktan sonra dipte kalan hucre pelleti 10ml DMEM ile
yeniden pipetlenerek istenilen miktardahlcre énceden igerisine ortam eklenen yeni
kaltar kaplarina ekilmistir. NMuMG hticre dizilerinin ortamina, her kultlr esnasinda
taze olacak sekilde 10ug/ml insulin (Sigma-Aldrich/ 19278-5ML) eklenmistir.

Hucre kultird galismalarinda, hicre ¢ogalmasini takip etme amaci ile ters

bakigl faz kontrastigik mikroskobundanyararlaniimigtir.
3.6.3 Transfeksiyon

3.6.3.1 Plazmidlerin Elde Edilmesi
Tez kapsaminda kullanilan Grhl3 promotor bdlgesinin (1kb) pGL4.10 lusiferaz

reporter vektorine Xhol/Hindlll kesim bolgeleri arasina klonlanmasiyla elde edilmistir.

tic poly(A)
transeriptionsal
site

pGLA.10[firc2)
Vector
(42420p0)

SVAD late
paby(A) signa

Sekil 3.1:pGL4.10[luc2] Vektdr Promega
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NMuMG hdacreleri hucre kiltarine uygun kosullarda buyatilip dérdinclt pasaiji
gegmeyecek sekilde transfeksiyona hazirlanmigtir. Hucreler suspanse halde iken
deney kosullarina goére, pGL410-luc Grhl3 promotér ve pCMV10-luc EIf3 vektorleri
ile transfekte edilmistir. Transfeksiyon igin 3:1 (DNA:Reaktif) oraninda Promega™
E2311 transfeksiyon reaktifi kullanilmistir. 48 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarina 1x10*

hicre/kuyu olacak sekilde ekilmigtir.

Transfeksiyondan ©nce hucrelerin %80 civarinda yogunlukta olmasi

beklenmektedir. Transfeksiyon igin;

1. Kurulan deney modeline gore (Promotor aktivitesi ve/veya Grhl3 promotorinde
Elf3 aktivasyonu) tablo 3.1'deki hesaplama dikkate alinarak, etiketlenmis, 1,5ml
ependorf tlpleri igerisinde, vektor ve reporterlar hazirlanmistir.

2. Yogunlugu %80 civarinda olan ve 10 cm'lik kulttr kaplarinda buyutilen NMuMG
hdcrelerinin ortamlari uzaklastiriimistir.

3. Hucreler 2 kere 1x PBS ile yikandiktan sonra Gzerlerine 1ml tripsin eklenerek
kalkmasi igin inkuibatorde 1 ile 2 dakika arasinda bekletilmistir.

4. Bu sirada bos besi yeri igerisine 3:1 ( DNA:Reaktif) olacak sekilde transfeksiyon
reaktifi eklenmis ve 5 dakika beklenmisgtir.

5. inkiibatérden alinan hiicreler 9ml antibiyotik icermeyen besi ortami ile siispanse
edildikten sonra santrifiij edilmis ve hicre pelleti 10ml antibiyotik icermeyen besi
ortaminda tekrar ¢ozulmustur.

6. Onceden hazirlanan vektér ve reporter karigimi (izerine Tablo 3.1'de belirtilen
miktarda DMEM ve transfeksiyon reaktifi iceren karisim eklenmis ve ortalama yarim
saat oda sicakliginda inktbe edilmigtir.

7. Bu sirada 10ml ortam icerisinde bulunan hiicreler sayilmis ve 1x10*hiicre/kuyu
olacak sekilde ekilmistir.

8. Yarm saat inkibe edilen transfeksiyon reaktifi ve vektor-reporter karigimi
(Tablo 3.1) hucrelere eklenmistir.

9. Hucreler 37°C'de 48 saat inkiibe edilmistir.
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Tablo 3.1: Transfeksiyon hesaplama

isim pGL4.10 |pGrhl3 | pGrhl3-XB | pGrhI3_XB-PH | pGrhl3_XB-XP | pGrhl3_XB+TS
Biyiikliik (bg) 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 (ul) 0,126389 |0 0,0609375 | 0,078787879 0,111428571 0,078787879
EIf3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Tek kosul igin

pGL4.10 | G3p pGrhi3-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 kosul igin

pGL4.10 | G3p pGrhi3-XB | pGL4.10+PH pGrhl3_XB-XP | pGrhI3_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 Grhi3 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 14 93,2 94,60 1229,80
13 18,2 1211,6 1229,8

3.6.4 Lusiferaz ile Reporter Aktivitesinin Olgiilmesi

48 saat transfekte edilen hicrelerin lusiferaz reporter aktiviteleri Dual Glo

lusiferaz assay kit kullanilarak ol¢guimustur.

1. 48 kuyulu kultur kabi igerisinden besi yeri uzaklasirilmigtir.

2. 2 kere 1x PBS ile hicreler yikanmistir.
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3. Yuzeye yapisik halde bulunan hicrelerin Uzerine 30ul PBS ve 30ul lusiferaz
assay kit icerisinden ¢ikan liziz buffer eklenerek hucreler kaldiriimigtir.

4. Lize edilen hucreler Grainer 96 kuyulu plaka igerisinesirasi ile eklenmis ve
lusiferaz aktiviterinin lglimii luminometre cihazi (Berthold Centro XS® LB 960) ile
her kuyu igin bir saniye olacak sekilde yapilmistir.

5. Daha sonra, lusiferaz assay kiti dahilinde bulunan 30ul stop & glo buffer ve
1:100 seyreltiimis renilla substrati iceren karisim eklenerek renilla aktiviteleri

Olculmustar.

3.6.5 EIf3 Asin Ekspresyonu

Hucreler, tranfeksiyon reaktifi (promega) kullanilarak EIf3 vektort ile
transfekte edilmistir. Oncelikle1.5ml ependorf icerisinde 100ng DNA icerecek sekilde
plazmid karisimlari hazirlanmistir (Tablo 3.2). Transfeksiyon reaktifi onerilen
kosullarda DNA:Reaktif orani 3:1 olacak sekilde hazirlanmistir. Ayni zamanda 6
kuyucuklu htcre kultturt kaplarinda, kuyucuk bagina 50ul DMEM igerisine 3ul Fugene
eklenmis ve 5 dakika oda sicakligindainkibe edildikten sonra hazirlanan plazmid
karisimi Uzerine eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkube edilmistir.Hlcre
kltdrine uygun kosullarda buydtilmus ve pasaj sayisi dordi asmayacak sekilde
transfeksiyona hazir hale getirilmis hucreler, bu inkibasyon surecinde 50.000
hiicre/kuyu olacak sekilde 48 kuyucuklu hiicre kiltiri kabina ekilmistir. inkiibasyonu
tamamlanan reaktif/DNA karisimi hicrelerin Uzerine hlcreler sispanse halde iken

eklenmistir.

Tablo 3.2: ELf3 asiri ekspresyonu plazmid miktarlari

Plazmid DNA PCMV10 (100ng) ELF3 (100ng) GFP (100ng)
Kosul 1 oul - 1l
Kosul 2 4,5l 4,5l 1pl

48 saat 37°C'de transfekte edilen hiicrelerden RNA izolasyon kiti (Macharey- Nagel

NucleoSpin® RNA) kullanilarak RNA izolasyonu yapilmistir.
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3.6.5.1 RNA izolasyonu

48 saat inkube edilen hucrelerin ortamlari uzaklastiriidiktan sonra 1X PBS ile iki

kere yikanmistir. Daha sonra kit protokoltinde dnerilen basamaklar uygulanmistir.

1.

Hucrelerin Gzerine, her bir kuyucuga, 350pul kit icerisinde bulunan RA1
solUsyonu ve 3,5 ul beta-merkaptoethanol eklenmistir.
Huce lizatlari kit dahilinde bulunan filtreli tlpler igerisine aktarilarak

11,000xg'de bir dakika boyunca santrifij edilmistir.

3. Filtre atilarak dipte kalan lizat Uzerine 350pl %70 ethanol eklenmistir.

Tekrar yeni bir filtreli ttipe aktarilan hicre lizati 11,000xg' de 30 saniye santrif(j
edildmistir.

Filtreli kolonun altinda bulunan tip, santriflj sonrasi altta kalan lizat ile birlikte
atildi ve kolonun altina yeni toplama tlipu konulmustur.

Kolonun Uzerine 10yl rDNase ve 90ul rDNase reaksiyon solusyonu
karisiminda 95ul eklenerek oda sicakhginda 15 dakika inkiibe edilmigtir.

Kolon Uzerine daha sonra 200u RAWZ2 solusyonu eklendi ve 30saniye
11,000g'de santrifuj edilmigtir.

Tup ve lizat atildi. Yeni tupe yerlestirilen kolonun tzerine 600ul RA3 solusyonu
eklenerek 11,000g'de 30 saniye santriflj edilmistir.

Lizat atildiktan sonra ayni tupe yerlestirilen kolonun uUzerine 250ul RA3

solUusyonu eklenerek 11,000g'de iki dakika santrifj edilmigtir.

10.Kolon yeni bir tipe yerlestirildikten sonra filtrede kalan RNA'yl elde etmek

amaci ile 30upl nukleazdan arindiriimig su eklenerek 1 dakika boyunca

11,000g'de santrifuj edilmigtir.

3.6.5.2 cDNA Sentezi

1.

Nano-drop kullanarak RNA miktarlari olguldikten sonra cDNA kiti (Thermo
Scientific Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit) ile cDNA sentezi
yapilmistir.

Kit icerisinde bulunan 5x Reaksion Mix, Maxima Enzyme ve RNA pcr tlpu
icerisinde, kit protokulinde onerilen oranlarda karigtiriimigtir (Tablo 3.3)
Termal Cyler cihazi kullanilarak; 10 dakika 25°C,15 dakika 50°C ve 5 dakika
85°C'de inkube edilmistir.

22



Tablo 3.3: cDNA Sentezi Protokoli

5x Reaksiyon Miks 4ul

Maksima Enzim 2l

RNA lug

Nukleazdan arindiriimig su RNA miktarina gore 20ul'ye tamamlanir
Toplam 20l

3.6.5.3 qPCR (Gergek Zamanli PCR)

1. Elde edilen cDNA 1/20 oraninda nukleazlardan arindiriimis su ile seyretilmigtir.

o bk 0N

Reaktifler tablo 'da belirtilen dlgulerde karigtiriimistir.
96 kuyucuklu gPCR plakasi icerisine 10'ar pleklenmisgtir.
Daha sonra Uzerlerine 2,5l seyreltimis cDNA eklenmistir.

Applied Biosystem (SimpliAmp Thermal Cycler) gercek zamanh PCR cihazi

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

olacak sekilde 40 tekrarli programlama yapilmigtir.

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 ile Gen Susturulmasi

NMuMG hdcreleri, uygun kosullarda buyutuldukten sonra 6 kuyucuklu hicre

kaltart kaplarinda siRNA ile transfekte edilmistir.

1. Hucreler, RNAi duplex-Lipofectamine™ RNAIMAX complex ile transfekte

edildi.

a. Seyreltimis 50 nM RNAi duplex, 250 yl DMEM (serum ve pen/strep

icermeyen) ile birlikte ependorf tlp icerisinde karistirildi. Bes dakika

oda sicakliginda inktbe edilmistir.

b. Lipofectamine™ RNAIMAX soltisyonu kullaniimadan énce nazikge

karistinlmis daha sonra 7.5 ul Lipofectamine™ RNAIMAX,

250
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MIDMEM (serum ve pen/strep icermeyen) ile birlikte ependorf tup
icerisinde karigtiriimistir.
c. ave b' de hazirlanan karisimlar bir ependorf tip icerisinde karistirilmis
ve 15-20 dakika oda sicakliginda inkube edilmigtir.
2. 72 saat sonra yogunluklari %80-90'a ulasmasi amaglanarak hucreler,
antibiyotik icermeyen DMEM igerisinde (total hacim 2ml olacak sekilde)
seyretilmis ve 6 kuyucuklu hicre kultira plakasina ekilmistir.
Her kuyucuga 500pul hazirlanan karigimdan eklenmigtir.
72 saat 37°C'de inkube edilmistir.
MN Nucleospin RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA izolasyonu yapilmistir.
Thermo Scientifik cDNA kiti kullanilarak cDNA sentezi yapiimigtir.
LSG-AB1138B-ABsolute qPCR rox mix kullanilarak gPCR yapilmigtir.

N o o b~ w

3.6.7 Enzimatik Kesim Yontemi

"CLC Sequence Viewer" programi kullanilarak Grhl3 promotor bdlgesi
uzerindeki enzimatik kesim yerleri belirlenmistir. Enzim bolgeleri belirlenirken, Grhl3
promotdr bdlgesinin igerisine klonlanmis oldugu plazmidi farkli yerlerden
kesmemesine dikkat edilmistir. New England Biolabs (Xhol, Hindlll, Bsal,Pfol) ve

Thermo Scientific Fisher (Psp1406i) kesim enzimleri kullaniimistir.

— 4000

pGL4_GrhI3P

5.216bp pGrhi3-XB

4.781bp

Sekil 3.2 : Plazmidler Gizerindeki restriksiyon bodlgeleri. CLC Sequence
Viewerprogrami kullanilarak sirasi ile pGrhl3 ve pGrhl3_XB plazmidleri biyoinformatik
olarak olusturulmustur. GL2 ve RV3 plazmidler Gzerindeki reverse ve forward primer

sekanslarini gostermektedir. Xhol,Hindlll,Psp14061 ve Pfol restriksiyon bolgeleridir.
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3.6.7.1 pGrhl3-XB (Xhol/Bsal) Plazmidinin Elde Edilmesi

Tablo 3.5: Xhol/Bsal Kesim

Reaktifler Cift Kesim
H,O 14 ul
Enzim Tamponu 2ul

Enzim 1 (Xhol) 1l
Enzim 2 (Bsal) 1l

DNA (1ug) 2yl

3.6.7.2pGrhl3-PH (Psp14061/ HindlIl) Plazmidinin Elde Edilmesi

Tablo 3.6: Psp1406Il/Hindlll Kesim

Reaktifler Cift Kesim
H,O 14 ul
Enzim Tamponu 2l

Enzim 1 (PSP14061) 1yl
Enzim 2 (Hindlll) 1 ul

DNA (1ug) (pGrhl3-XB) 2 ul

3.6.7.3 pGrhl3-XP (Xhol/Psp1406l) Plazmidinin Elde Edilmesi

Tablo 3.7: Xhol/Psp1406] Kesim

Reaktifler Cift Kesim
H,O 14 pl
Enzim Tamponu 2l

Enzim 1 (Xhol) 1 ul
Enzim 2 (Hindlll) 1ul

DNA (1ug) (pGrhiI3-XB) 2yl

o Kesim enzimlerinin protokollerinde belirtilen sekilde reaktifler bir tGpin
icerisinde karistirlmigtir. (Tablo 3.5, 3.6, 3.7)

e 1 saat 37°C'de inkiibe edilmigtir.

e Kesim igleminin gergeklesip gergceklesmedigini kontrol etmek amaci ile %2'lik
agaroz jelde 6x New England Biolabs ylkleme boyasi ile elektroforez tankinda
yuratulmastar.

e 1gr agaroz (Sigma Aldrich) tartilarak, 50ml TBE ( Tris-Borate-EDTA) ile birlikte
bir beher igerisine konulmustur.

e Agaroz eriyene kadar mikrodalgada isitilmistir.
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Bir miktar soguduktan sonra %2.5 safe view eklenmisgtir.

Elektroforez tankina dokuldu ve uzerine 10 kuyucuklu tarak yerlesgtirilmigtir.
Jel donduktan sonra tarak gikarildi ve ilk kuyuya 4pl kesilen parganin
buyuklugine uygun DNA ladder eklenmistir.

Diger kuyulara sirasiyla DNA ve yukleme boyasi karigimi eklenmistir.
Yaklasik 40-45 dakika 90V'da yuratalmustar.

UV 1s1d1 altinda goruntulenmigtir.

3.6.7.1 Klenow

5'-3' yonunde kesim yapan enzimler ile kesildikten sonra ortaya ¢ikan
yapigkan uglarin dogru bir sekilde birlesmesi amaciyla klenow yapilmigtir.
(Tablo 3.8)

15 dakika oda sicaklhiginda inkube edilmigtir.

Klenow aktivitesini inaktive etmek igin 25 dakika 70 °C'de inkiibe edildi veya
tum DNA jele yuklenerek jelden tekrar izole edildi.Jelden izolasyon i¢in Zymo
Gel Extraction Kit kullaniimistir.

UV 1s1d1 altinda jelden ilgilenilen bolge kesilip 1,5ml'lik ependorf tup icerisine
konulmustur.

Tupun darasi alinarak tartildi ve jelin gramaji belirlenmigtir.

Jelin gramajina gore, kitten onerildigi Gzere, Uc kat fazlasi olacak sekilde ADB
soluisyonu eklenmistir. (Ornegin 100mg jel icin 300ul ADB soliisyonu)

Jelin sollisyon igerisinde tamamen ¢éziinmesini saglamak igin 55 °C'de inklibe
edilmistir.

Sivi, kit dahilinde bulunan kolona yuklenmigtir.

30 saniye boyunca 11,000xg'de santrijuj edilmistir.

Tupte kalan sivi uzaklastiriimigtir.

Kolona 200pl kit dahilinde bulunan DNA Wash Buffer eklenmisgtir.

30 saniye boyunca 11,000xg'de santrijuj edilmistir.

Kolonda bulunan DNA'yI elde etmek amaci ile yeni bir tip yerlestiriimistir.

30ul Elution Buffer eklendi ve 1 dakikaboyunca 11,000xg'de santrijij edilmistir.
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Tablo 3.8: Klenow Protokoli

10x Klenow Tamponu 2 ul
dNTP 0,5 ul
Klenow 1l
DNA 18 pl

3.6.7.4 Ligasyon

Kesilen plazmid DNA'nin tekrar birlestiriimesi amaci ile ligasyon yapilmisgtir.

1. Kesilen ve klenow yapilan karigimin tzerine 1 pul ligaz enzimi eklenmigtir.

2. 30 dakika oda sicakliginda veya bir gece boyunca 16°C'de inkiibe edilmigtir.
Ligaz enzim aktivitesini inaktive etmek igin 10 dakika 65 °C'de inkiibe edilmigtir.

3.6.7.5 pGrhl3+TS Plazmidinin Elde Edilmesi (Klonlama)

Pfol enzimi metil duyarl bir enzim oldugu igin plazmid DNA'yl kesememektedir.
Bu nedenle pGrhl3 plazmidi pfu polimeraz kullanarak PCR ile ¢ogaltiimigtir. Pfu
polimeraz, PCR urununu iki tarafl kér ug (blunt end) yapmaktadir. Daha sonra elde
edilen insort, igerisinden,Xhol ve Hindlll kesim noktalari arasina klonlanmis,1kb
GrhI3 promotér sekansi gikariimig, vektor icerisine klonlanarak pGrhI3+TS vektorl

elde eldilmigtir.

3.6.7.5.1 insértiin Hazirlanmasi

Klonlama igin gerekli olan insort parcasini hazirlarken ilgilenilen DNA sekansi
oncelikle PCR ile ¢ogaltiimistir. PCR yaparken Pfu polimeraz enzimi kullaniimistir
(Tablo 3.9). Lineer hale gelen DNA sekansini 6nce Pfol ve Hindlll enzimleri ile iki
farkh yerden kesilmistir. Daha sonra klenow reaksiyonu ile her iki ucun koér ug¢
olmasini saglanmistir. Klenow aktivitesinin tamamen sifirlanmasi icin tim DNA
uranunu agaroz jele yukledik ve jelden tekrarizole edilmigtir. Ardindan Xhol enzimi ile
kesilmigtir. Boylelikle Xhol ucu yapigkan u¢ Hindlll ucu kér ug olan bir insort sekansi

hazirlanmistir.
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Tablo 3.9: Pfu Polimeraz ile PCR Reaksiyonu

Reaktifler Miktar
Pfu Buffer 2,54l
GL2 (reverse primer) 1l
Grhl3_108 (forward primer) 1l
dNTP 0,5ul
DNA(20ng) 2 ul
Pfu 1l

Pfol ve Hindll ile kesim

*PCR UrGnua Gzerine 1pl Pfol ve 1ul Hindlll eklendi.
+1 saat 37°C'de inklUbe edildi.

v

Klenow

*1ul klenow + 0,5ul dNTP eklendi.
+15 dakika oda sicakhginda inkube edildi.

v

Klenow inaktivasyonu
*Ornek %2 agaroz jele yiiklendi

*45 dakika 90V'da yurGtalda.
«Jelden izole edildi.

Xhol ile kesim

*1ul Xhol eklendi.
1 saat 37°C'de inkibe edildi.

Sekil 3.3: Klonlama igin insort hazirlanmasi

3.6.7.5.2 Vektoériin Hazirlanmasi
Vektdrin hazirlanmasi igin pGrhl3 plazmidi kullaniimigtir. pGrhI3 6nce Hindlll

enzimi ile kesildikten sonra klenow ve sonrasinda klenow inaktivasyonu yapilimistir.
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Daha sonra Xhol enzimi ile kesim ve boylelikle, hazirlanan insértle uyumlu, Xhol ucu

yapiskan ug, Hindlll ucu kor ug olan vektor elde edilmigtir.

Hindlll ile Kesim

«1ul Hinlll eklendi.
1 saat 37 °C'de inkube edildi.

v

Klenow

*1ul klenow + 0,5ul dNTP eklendi.
15 dakika oda sicakhgdinda inkibe edildi.

v

Klenow inaktivasyonu

*75°C'de 20 dakika inkube edildi.

v

Xhol ile kesim

*1ul Xhol eklendi.
1 saat 37 °C'de inkube edildi.

Sekil 3.4: Klonlama igin vektor hazirlanmasi

3.6.7.5.3. Klonlama
Hazirlanan insort ve vektorin ligasyonda kullaniimak Uzere,“Insilico Ligation

Calculator’kullanilarak, 3:1 (insort:vektor) olacak sekilde, miktarlari hesaplanmistir.

3.6.7.5.3.1 Ligasyon
e Reaktifler uygun uygun miktarlarda karistiriimistir (Tablo 3.10).

e 16°C'de bir gece boyunca inkiibe edilmigtir.
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e Ertesi gun tim ligasyon 6rnegi Top10F' kompetent hicreleri ile transforme
edilmigtir.

e Amfisilin igeren agar plaka lzerine ekim yapilmis ve.16 saat boyunca 37°C'de
inkube edilmistir.

e Plaka Uzerinde buylyen kolonilerden segilerek, koloni PCR yapilmistir.

e Koloni PCR ile dogrulanan érneklerden mini prep ile plazmid izole edilmistir.

Tablo 3.10: Ligasyon Protokolii

Reaktifler Miktar
H,O 6,14ul
NEB Ligation Buffer 1,54l
Ligaz 1pl
insort 3,46yl
Vektor 2,9ul

3.6.7.5.3.2 Koloni PCR

e 16 saat boyunca, amfisilinli plaka U(zerinde, 37°C'de kiltire edilen
bakterilerden 10luk pipet ucu yardimiyla koloni segilmistir.

e PCR karisimi (Tablo 3.11 ) Uzerine, bir adet koloni igeren pipet ucu
dokundurulmustur.

e Dabha sonra pipet ucu, koloni, PCR ile dogrulandigi taktirde plazmid izolasyonu
yapilabilmesi icin 2ml amfisilinli LB iceren 15ml falkon tupler igerisine atilarak
37°C'de 16 saat boyunca kdiltire edilmistir.

e PCR karisimi; 95°C'de 10 dakika, 30 tekrar olacak sekilde 95°C'de 30 saniye,
60°C'de 30 saniye, 72°C'de 30 saniye ve 72°C'de 5 dakika kosullarinda PCR
yapiimigtir.
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Tablo 3.11: Koloni PCR

Reaktifler Miktar

H,O 13ul

Taq Polimeraz Buffer 2,54l

MgClI2 1,54l

dNTP 0,5ul

GL2 1ul

RV3 1ul

DNA Segcilen koloni
Taq polimeraz 0,5ul

3.6.8Transformasyon

Transformasyonun gercgeklestiriimesi i¢cin Top10F' kompetenet hiicre (Thermo Fisher
Scientific #C303003) kullaniimigtir.

1. 50ul kompetent hicre Uzerine 1ug civarinda DNA eklenmistir.
2. 30 dakika boyunca buz tzerinde (+4°C) inklibe edilmigtir.

3. 90 saniye boyunca 42 °C'de bekletilmistir.

4.
5
6

2 dakika boyunca buz tUzerinde bekletilmigtir.

. 1ml antibiyotiksiz LB igerisinde bir saat boyunca 37 °C'de inkUbe edilmistir.

. Tum lizat 5000rpm'de 2 dakika santriflj edilmigtir. (Ligasyon Grana degilse 1ml

icerisinden direkt 50ul alinip, ekilmistir.)
Pellet, 50ul LB ile ¢ozilip antibiyotikli agar plakada 16 saat boyunca 37 °C'de

inkiibe edilmistir.

3.6.9 Plazmid izolasyonu

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

kullaniimistir.

1.

o k~ 0N

Agar plaka Uzerinde buydtilen bakteri kolonilerinden  bir  koloni
segilipantibiyotikli LB igerisinde 16 saat 37°C'debdytilmustir.

Elde edilen bakteri kultird 15 dakika boyunca 5000xg'de santriflj edilmistir.
Supernatant uzaklastirildiktan sonra htcre pelleti 12ml RES Buffer ile ¢ozuldu.
Uzerine kit dahilinde bulunan 12ml LYS Buffer eklendi.

Daha sonra yine kit dahilinde bulunan NEU Buffer'dan 12ml eklendi.
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6. Kit icerisinde bulunan filtreler 25ml EQU Buffer ile 1slatildi. 50ml falkon Uzerine
yerlestirilmigtir.

7. Hazirlanan bakteri lizati filtrelere eklenerek yer cekimi ile kolondan asagi
inmesi saglannmistir.

8. Daha sonra filtreye 15ml EQU Buffer eklenerek ilk yikama yapildi.

9. Filtre, kolondan uzaklastiriimigtir.

10. ikinci yikama icin direkt kolon tizerine 25ml kit icerisinde bulunan Buffer Wash
eklendi. Yer ¢gekimi ile kolondan stuzulmesi saglanmistir.

11.Elisyon asamasi ig¢in kolonun altinda bulunan falkon degistirilerek, kit
icerisinde bulunan Buffer ELU'dan 15ml eklendi ve yer ¢ekimi ile kolondan
gecmesi saglanmistir.

12.Kolondan gegen lizat 10,5ml izopropanol eklenerek 10,000xg'de yarim saat
santrifij edildi. SUpernatant uzaklastiriimigtir.

13.Dipte kalan pellet Gzerine 4ml %70 ethanol eklendi ve 10,000xg'de yarim saat
santriflj edildi. SUpernatant uzaklastiriimistir.

14.Pellet 300pl nikleazlardan arindiriimis H,O (su) ile ¢dzulda.

15.DNA -20°C'de saklanmistir.

3.6.10 Kromatin immiinopresipitasyonu (ChIP)
1. NMuMG hucreleri 10cm hicre kulturt kaplarinda, 8ml ortam icerisinde, %80
yogunluga gelecek sekilde uygun kosullarda buyatulda.
Hucreleri fikse etmek icin Gzerlerine 222l %37'lik formaldehit eklendi.
Oda sicakliginda 10 dakika inktbe edildi.
Uzerlerine 1ml 1.25M Glisin eklendi.
Oda sicakliginda 10 dakika inktbe edildi.
Ortam aspirator yardimi ile uzaklastirildi.
Hucreler 2 kere 1X PBS ile yikandi.

1,5ml toplama soltsyonu eklendi ve hlcreler, kultir kabindan kazinarak 1,5ml

© N o g A~ WD

ependorf icerisine toplandi.

9. 3000xg'de 5 dakika santriftj edildi.

10.Sdpernatant uzaklastirildi ve dipte kalan pellet 400ul liziz solisyonu ile lize
edildi.

11.2ul igerisinden ayrildiktan sonra 60 dakika boyunca sonike edildi.
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12.Maksimum hizda 10 dakika santrifuj edildi.

13.Supernatanat dilisyon solusyonu ve taze olarak eklenen PIC (protein inhibitor
cocktail) ile 5ml'ye tamamlandi.

14.Elde edilen karisimdan IgG (Immunglobulin G) ve EIf3 antikorlari igin 1'er ml,
input icin 100ul ayrildi.

15.2ug antikor eklendi ve 50'ser pl protein A sefaroz boncuklarindan eklenip 2
saat boyunca +4°C'de inklbe edildi.

16.3000xg'de 2 dakika santrifuj edildi.

17.Supernatant uzaklastirildi.

18.750ul yikama solusyonu 1'den eklendi.

19.3000xg'de 2 dakika santrifuj edildi.

20.750ul yikama soltusyonu 2'den eklendi.

21.3000xg'de 2 dakika santrifuj edildi.

22.750pl yikama solusyonu 3'den eklendi.

23.3000xg'de 2 dakika santrifuj edildi.

24.750ul yikama solusyonu 4'ten eklendi.

25.3000xg'de 2 dakika santrifuj edildi.

26. Supernatant uzaklastirildi.

27.100ul %10 Chelex eklendi.

28.Vorteks edildi ve 95°C'de 10 dakika inkiibe edildi.

29. 2yl Proteinaz K solisyonundan eklendi.

30. Vortex edildi ve 55°C'de 30 dakika inklibe edildi.

31.95°C'de 10 dakika inkiibe edildi. (Proteinaz K'yi inaktive etmek igin)

32.Maksimum hizda 2 dakika santrifiij edildi.

33. Supernatant yeni bir tlipe transfer edildi.

34.100ul nukleazlardan arindiriimis su eklendi ve vortekslenip 2 dakika boyunca
maksimum hizda santrifj edildi.

35.Slupernatant yeni bir tipe transfer edildi.

36.Gergek zamanli pcr yapilarak ekspresyon seviyeleri 6lgulda.
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3.6.10.1 ChIP igin gerekli soliisyonlar

ChIP Diliisyon Soliisyonu(50ml)

S o

%210 SDS- 50pl

%20 TritonX - 5500l
EDTA- 120l

Tris-HCL pH=8,0 - 835l
NaCl 5M - 167yl

50ml'ye tamamlanacak miktarda distile su

ChIP Toplama Soliisyonu(50ml)

1.

2
3.
4

Tris - 500yl
NaCl - 1500ul
EDTA - 100l

. 50ml'ye tamamlanacak miktarda distile su

Liziz Soliisyonu (50ml)

w0 NP

%10 SDS - 5ml
EDTA - 1ml
Tris - 2,5ml

50ml'ye tamamlanacak miktarda distile su

Yikama Sollusyonu 1 (250ml)

o bk~ 0N e

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

%10 TritonX-100 - 25ml (son konsantrasyon %1)
500mM EDTA - 1ml (son konsantrasyon 2mM)
1M Tris - 5ml (pH 8,0) (son konsantrasyon 20mM)
5M NacCl - 7,5ml (son konsantrasyon150mM)

Yikama Sollisyonu 2

1.
2.
3.

%10 SDS - 2,5ml (son konsantrasyon %0,1)
%10 TritonX-100 - 25ml (son konsantrasyon %1)
500mM EDTA - 1ml (son konsantrasyon 2mM)
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4.
5.

1M Tris - 5ml (pH 8,0) (son konsantrasyon 20mM)
5M NacCl - 25ml (son konsantrasyon 500mM)

Yikama Soliisyonu 3 (250ml)

1.

o bk~ 0N

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

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

8M LICl - 7,8125ml (son konsantrasyon 0,25mM)

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

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

3.6.11 Bolgesel Yonlendirilmis Mutasyon

Tablo 3.12 : Mutasyon Primerleri

-186 sense 5'-CCAAGTACCTGTCTGTATTTTggCTCTAGTTCTCCCGTTC-3'
-186 anti-sense 3'-GAACGGGAGAACTAGAGCcAAAATACAGACAGGTACTTGG-5S
-217 sense 5'-GATGAGATGGACAGAGATTggCCTTTGAGCCAAGTACCTGT-3'
-217 anti-sense 3'ACAGGTACTTGGCTCAAAGGCCAATCTCTGTCCATCTCATC-5

Mutasyona ugraticak bolgeler igin 6zel primerler dizayn edilmistir (Tablo 3.12)
Dizayn edilen primerler ile ve pfu- turbo (stratagene) kullanilarak PCR
reaksiyonu kurulmustur.

PCR reaksiyonu 95°C'de 30 saniye ve devam eden basamaklar 15 tekrar
olacak sekilde 95°C'de 30 saniye, 55°C'de 1 dakika ve 68°C'de 10 dakika son
basamak olarak 68 °C'de 20 saniye olacak sekilde tamamlanmistir.

Elde edilen PCR urinii Dpn1 enzimi ile 37°C'de 1 saat inkiibe edilmistir.

5 ul'si transforme edilmistir.

Transformasyon sonrasi plaka Uzerinde buyuyen koloniler 2ml bakteri
ortaminda 16 saat kulture edildikten sonra mini prep ile plazmid izolasyonu
yapilmigtir.

Elde edilen plazmidler dogrulanmak Uzere sekanslatilmistir (Sekil 3.5)
Dogrulanan plazmidler NMuMG hicrelerine transfekte edilmistir.

48 saatlik trafeksiyon sonrasinda lusiferaz aktiviteleri dlgulmustar.
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-207 sense / anti-sense

LJ\A‘ ___AA_ AVAVAVAYS /\ VA" )

-186 sense / anti-sense

Sekil 3.3: Mutasyon primerleri sekans analiz sonuglari. Grhl3 promotoru

uzerinden lusiferaz ve ChIP sonuglari baz alinirak, korunmug boélge Uzerinde bulunan

iki adet EIf3 baglanma noktasi segilmistir (-186,-217). Olusturulan mutatantlarin
sekans grafigi sekildeki gibidir. isaretli kisim mutasyonun yapildigi yeri

gOstermektedir.
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3.7 Arastirma Plani ve Takvimi

Grhi3 geninin promotdr balgesinin karakterize edilmesi

Promotdr bélgesi Uzerinde
Korunmus sekanslarin belirlenmesi

Promotdr bélgesinin biyoinformatik
olarak analiz edilmesi

Promotér bélgesine bajlanan
transkripsiyon faktodennin
belirlenmesi

Promotdr bélgesinin fonksiyonel
elementlerinin belirlenmesi

Grhl3 promotér bdlgesi dzernndeki
aktif EIf3 baglanma noktalarinin
belirlenmesi

Sekil 3.5: Arastirma plani
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Tablo 3.13: Arastirma Takvimi

Zaman/Yapilacak Is Eylul Ekim Aralik - Ocak | Subat-Mart Nisan Mayis Haziran
(2016) Kasim (2017)

Malzeme elde edilmesi ve X

literatlr taramasi

Grhl3  promotér  bdlgesinin X

biyoinformatik analizleri

Grhl3 promotor bolgesi X
klonlanmis lusiferaz reporter
vektorl  ve EIf3 ifade eden
vektori ile birlikte  NMuMG
hicrelerine transfekt edilecek
ve Elf3e bagl olarak reporter
aktivitisi incelenecektir

Grhl3 promotor boélgesi X
klonlanmis vekoér Uzerinden
uygun enzimler kullanilarak
promotdr bolgesi kisaltilarak
minimal promotor ve islevsel
promotoér bolgeleri
tanimlanacaktir.

Gerekli gorllirse, promotér X X
bolgesi Uzerinde olasi EIf3
baglanma noktalari ChIP ve
mutasyonlar ile denenerek
EIf3'Un Grhi3 promotoru
Uzerindeki baglanma bdlgesi
tespit edilecektir.

Verilerin toplanmasi ve tez X X
yazim agamasi

3.8 Verilerin Degerlendirilmesi
Arastirma kapsaminda belirtilen deneyler en az iic kere test edilmsitir. istatistik
analizlerde Paired T-test kullaniimistir. Dizilerin anlamlandinimasi icin NCBI,

Genome Browser Database kullaniimistir.

3.9 Arastirmanin Sinirliliklar
Arastirmamizda daha 6nceden denenmis olan protokol dogrultunda surdurtlecek

olan lusiferaz deneylerinde herhangi bir sorun ¢gikmasi beklenmemistir.

3.10 Etik Kurul Onayi

Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul onayi alinmistir.

38



4. BULGULAR

MET surecinde kritik bir role sahip olan Grhl3 geninin, bu surecin
dizenlenmesindeki rollinin belirlenmesinde ilk basamak Grhl3 promotdr boélgesinin
karakterize edilmesidir. Bu amagla tez calismasi kapsaminda oncelikle genin
promotdr bolgesi uUzerindeki korunmus sekanslar belirlenmistir. Daha sonra
biyoinformatik analizlerle inceledigimiz promotor bolgesi uzerindeki elementlerin
islevsel olup olmadiklari gosterilmigtir. Sonrasinda yine biyoinformatik analizlerle

belirledigimiz transkripsiyon faktérlerin Grhl3 promotér bolgesi ile iligkisi incelenmistir.

4.1 Grhl3 Promotérii Uzerindeki Korunmus Sekanslarinin Belirlenmesi

Bir geni karakterize ederken evrimsel olarak korunmus sekanslarinin
belirlenmesi, geni regule eden diger transkripsiyon faktorlerinin ortaya ¢ikariimasinda
ve ilgili genin iglevsel kisimlarinin aydinlatiilmasinda 6nemli bir faktordir. Bu ¢alisma
kapsaminda fare Grhl3 promotér bolgesi farkh tarlerle karsilastirarak, korunmus
sekanslari belirlenmigtir. Genome Browser araciligi ile Grhl3 promotor sekansi
FASTA formatinda elde edilmistir. Daha sonra, mVista veri bankalarini kullanarak
yapilananalizde oncelikle fare Grhl3 promotdr sekansiniinsan, maymun, inek ve
kopek tirleri ile kargilastinimistir. Bu analizde sadece intergenik sekanslar dikkate
alinmigtir ve 100bp' lik bdlgede %70 o6zdesligin saptanacadi degerle elde edilen

veriler dogrultusunda;

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

bdlgelerde 3 adet korunmus sekans belirlenmistir. (Sekil 4.1)
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Cow Oct. 2011
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Sekil 4.1: Grhl3 promotor bolgesi tizerindeki korunmus sekanslar. 1kb promotor
sekansi Uzerindeki korunmus bolgeler kirmizi gergeveli diktortgenler ile gosterilmigtir.
Sekil Uzerindeki pembe dalgalar korunmus bolgeleri, mavi dalgalar UTR

(untranslated region) bolgesini ifade etmektedir.

4.2 Grhl3 Promotor Bélgesinin Biyoinformatik Olarak incelenmesi

Genome Browser veri tabanini kullanilarak Grhl3 promotdr sekansi FASTA
formatinda elde edilmistir. CLC Sequence Viewer programi ile promotor bolgesi
Uzerinde bulunan TATA kutusu ve diger promotdr bolgesi elementleri taranmigtir.
Elde edilenveriler dogrultusunda GrhI3 promotoér bolgesi Gzerinde bir adet olasi TATA

kutusu sekansi (-289) ve bir adet olasi Sp1 sekansi (-64) (CCGCCCC) saptanmistir.

40



-1000
-940
-880
-820
-760
=700
-640
-580
-520
-460
-400

-340
-280
=220
-160

-100

-40
30
90

150

tgcctagcac
caactitice
attggcatcg
tetetekcte
acacactcat
tcecegetat
tgtceecetgt
ctgaacgggt
acatttcctce
agaaagtcct
tagaacctgt

cagagagcta
atatggtgtc
gattteceectt
aacgtttgtc

attggccggce

taacatctgc
GCCACCGCAG
AAACGCTTCC
TCAGCAGCGC

Sekil 4.2: Grhl3

incelendiginde koyu, siyah renkli sekanslar sirasi

sekanslarini

gOstermektedir.

agagcactta
dicettety
cacaagatga
tectetetete
gcacattggg
tgccccagaa
caactgaggc
ctctgacact
gatcacctgt
tcctagetgg
ggtgtttgtt

cctgctctct
tgtggggaga
tgagccaagt
EectéetEEE

tccacccagt
acctgctgtyg
CCGGGGACCG

CCGGGCAGGA
CTGCGAGCCA

promotor

Kirmizi

cagtgtactg
ggctggccag
aaggctgccc
Ectekectete
9949999999
cccagagcga
caccaacttc
ggctctcacc
agagggcatg
ttactgggag

acccgaaggyg

tccgtgaaat
tgtttgtggg
acctgtctgt
tdeetcgtet

cagcccceecy
gtctagctgc
CTGTCAGCAA

AGGGAATGTC
ACCAGAGACG

bolgesi.

renkli

gccagctaag
aggcatgtgg
tgccctaatt
teteteteac
cteectectga
ggagaccttg
aactcaagga
cttaggcaag
gggttggttg
aataggaaga
gaaagttctg

tttccgggta
atccaggatc
atitttteete
cecacecececte

Spl

actcctgagg
tctgcccaca
ccctgattcce
acacacacac
atagaaacca
cacactcggt
gtagctagtc
gcaccctgcecc
gggtggaagg
aatcacttag
gagaaaagag

caaccacctt
teccgEteayg
ccaccccatc
acacacacac
gcattttctt
acttagtaaa
tcccagatga
tctccaacct
gagagttgac
ctaacaagac
aggggactca

TATA Kutusu

gagaaggtga
cgagcgatga
tagtteteee
accccctcag

gagctfEegee Eatgctagty

AATCTCAACA
TGTGTCAGAG

GATCGCTGGA ACCTCGGAGA

TBN
agtcggcacc [BGTGCTTCCA

TCCAAAGCGC
GAGAATTAAG

EATAARag
gatggacaga
gtitecotteee
ctaagaagga

ggccaaaagt

GCCAATCAGC
AACGTAGAGC
AGACGAGTGG
AGGAAG

Grhl3 geninin 1kb promotdr sekansi
ile TATA kutusu ve Sp1

sekanslar Grhl3 promotdr bolgesi

uzerindeki korunmus sekanslari gostermektedir. TBN: Transkripsiyon Baglama

Noktasi
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4.3 Grhl3 Promotdr Bolgesinin Fonksiyonel Elementlerinin Belirlenmesi

GrhI3 promotdr bolgesini biyoinformatik yontemle inceledikten sonra elde edilen
sonuglar dogruldusunda TATA kutusu ve Sp1 sekanslarinin islevsel olup olmadigdini
tayin etmek, ayni zamanda da GrhI3 promotdr bdlgesinin islevsel 6zellige sahip en
kiguk sekansini (minimal promotor bolgesi) bulmak amaci ile kesim enzimleri
kullanilarak promotor bolgesi kisaltiimig ve lusiferaz aktivitesi incelenmigtir. Kesim
enzimleri sekanslarinin konumu ve kesim motifleri CLC Sequence Viewer programi

kullanilarak belirlenmistir (Sekil 4.2).

Oncelikle pGL410 plazmidi icerisine 1kb Grhl3 promotdr bolgesi klonlanarak
olusturulan pGrhlI3 vektorinin, pGL4.10 bos lusiferaz vekdrine gore ortalama 6,5

kat daha fazla ifade oldugu gosterilmistir (Sekil4.3).

Daha sonra Xhol (C/TCGAG) ve Bsal (GGTCT/C) enzimleri kullanilarak
kisaltilan plazmidin (pGrhl3-XB) pGL4.10'a gore ortalama 7,4 kat daha fazla ifade
oldugu gosterilmistir (Sekil 4.3).

Olusturulan pGhI3-XB vektoru sirasi ile Psp14061 ve Hindlll ile enzimatik olarak
kesildigi zaman Sp1 sekansi uzaklastiriimaktadir. Ortaya c¢ikan yeni vektorin

(pGrhi3-PH) pGL4.10 'a gore bir aktivasyon gostermedigi belirlenmistir (Sekil 4.3).

Yine Pspl14061 ve Xhol enzimleri kullanilarak olusturulan yeni, TATA sekansi
icermeyen vektorun pGL4.10'a gore bir aktivasyon gostermedigi gosterilmistir (Sekil
4.3). TATA uzaklastirildigindaherhangi bir promotor aktivasyonu belirlenememesi
bizeGrhl3 promotdr bdlgesi aktivasyonu acgisindan TATA Kkutusunun iglevsel

oldugunu dusundurmektedir.

Son olarak, TATA ve Sp1'in bir arada oldugu pGrhl3+TS vektorianin pGL4.10'a
gore yaklasik iki kat daha fazla aktivasyon gosterdigi belirlenmigtir (Sekil4.3).
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Sekil 4.3: GrhI3 promotoru aktivasyon grafigi. Sekil Uzerinde (solda) sirasi ile
restriksiyon enzimleri kullnilarak olustrulmus pGrhl3, pGrhl3-XB, pGrhI3+TS, pGrhi3-
PH ve pGrhl3-XP vektorlerinin sematize edilmis hali gértlmektedir. Grafik Gzerinde

(sagda) olusturulan yeni vektorlerin bos vektore gore aktivasyonu gosterilmektedir.
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4.4 Grhi3 Promotoér Bolgesi Uzerinde Aktivasyon Gosteren Transkripsiyon
Faktorlerinin Belirlenmesi

Transfac veri tabani kullanilarak Grhl3 promotor bolgesi Uzerine baglanan
transkripsiyon faktorleri belirlenmistir. MATCH programi yardimi ile vertebratlar
arasinda, yalanci negatiftikleri minimalize ettigimizde toplamda 350 tane, Grhl3
promotort Uzerine baglanan transkripsiyon ailesi tespit edilmistir. Bu ailelerden,
promotdr Uzerinde baglanma noktasi en fazla olanlari; %10,8 OCT1, %8,2 ETS ve
%8 Pax4 olarak belirlenmigtir. Bir ETS ailesi Uyesi olan EIf3'Un, 6énceki ¢alismalarda
dolayli yoldan GrhlI3 ile olan iligkisine deginildigi igin bu tez kapsaminda oncelikle
EIf3/Grhi3 iligkisi arastiriimigtir.

—WSELK1 01(0.78)
=

—VSELK1 01(0.84)
. WSCETS1P54 01(0.94)

< -WSELK1 02(0.86)
tgcciagoeacagageaciiacegigtaciggocagetaagaciceigaggeaaceacciicaactiticcatocitfctgggetggecagaggeatgiggicigeccacatecogitcag 120
= WEELKY 02(0.86)

attggcatcgoacaagatgaaaggotgecotgocotaaticootgaticooracoooatoictctoictototoict: tcictctocictcicacacacacacacacacacacac 240

<
WECETS1P54 01(0.90)

-VEELK1 02(0.86)

<

acacactcatgcacatiggoopapaoonag
gaggccaccaacticascicaaggagtag
< WEELKT 02(0.88)

gaatagasaccagos
agatgactgsscgoy
+VSELK1 02(0.88)

CHQS8aC0CE 02000800 agacotigoacactcpgtacttagtasatgiccostptoanct
coottaggcasgoeacooigonicticcancet 480

—=WEELK1 01(0.79)
>WEELKT 02(0.88)

—=WSELK1 01(0.82)

< —WSELK1 01(0.78)

-WEELKAT 02(0.88)
scatttcctogatcaccigtagegggoatpgagtiopttopagtogasgggegagtigacagaasgiccitcctagetggitactgngegastaggsag sasicacitagetaacasgac 600

e

= WEELKT 02(0.94)
= WEELKT 02(0.98)
->WEELK1 02(0.87) = VWECETS1P54 01(0.92)

tagasccigiggigtitgitacocogasggggaasgtictggagasasgagaggggacicacagagagetacoigetcicticogigaasttitcogggtagagasggtgactatasagag 720
= WEELKT 02(0.89)

< WSELK1 D2(0.8T)
WSELK1 02(0.87)

= WEELKT 02(0.87)
statgatotctotooonegatgittiglognsccaggstccgagogatgagatygacagagatitcootitgagocaagtacctgtc tyta titttc ctotagttcto cogttcottces . 840
—— =WICETS1P54 01(0.91)

—=\EELKT 02(0.88)
=

VEELK1 02(0.87)
. VSELK1 02(0.87T)
—WSELK1 02(0.87)

aacgtitgictcctocettticootegtetocaccocotcaccocotragotaagaaggaattggocggetccacecagicago cocecggagotecgocectgotggigggocaaaagitaac
atctgoacctgetgtygtetagetgeagic ggeacegatyagatgga cagagatitcoctitgagecaagiacotytetgtatitttc cteta gitcte cogite cttc cocaac gittgicto cto c ottt

cocotegtetecacoccotcaccocctcagetaagaaggaatiggoeggetoccacecagicagooccecggagotcegeccotge tygigggocasaagitaacatetyoaccigotgtygict
agetgcagicggeacc1239

Sekil 4.4: GrhI3 promotoru lizerinde ETS ailesi baglanma bolgeleri.
Kirmizi/normal punto ile Grhl3 promotér sekansi gdsterilmistir. Kalin punto ile ifade
edilen kisim promotor bolgesi Uzerindeki korunmus sekanslari gostermektedir. Mavi

punto ile ETS ailesi baglanma bdlgeleri gosterilmistir.
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4.5 Grhl3 Promotér Bélgesi Uzerinde EIf3 Baglanma Noktalarinin Tayin
Edilmesi

Genome Browser veri tabani kullanilarak Grhl3 geninin promotor bdlgesinin
sekansi FASTA formatinda elde edilmisti. JASPAR veri tabani ile fare gen
sekansinda EIf3 baglanma bodlgesi belirlenmistir (GGAA). CLC Sequence Viewer
EIf3

programina Grhl3 promotdor sekansi FASTA formatinda eklenerek olasi

baglanma bolgeleri taranmistir.

-1000
-940
-880
-820
=760
=700
-640
-580
=520
-460

-400

-340
-280

=220
-160
-100
-40
30

90
150

tgcctagcac
caacttttee
attggcatcg
tctetctete
acacactcat
tcecccgcetat
tgtcaoectgt
ctgaacgggt
acattteectc
agaaagtcct

tagaacctgt

cagagagcta
atatggtgtc

gatttcecctt

agacgtttgte

taacatctgc
GCCACCGCAG
AAACGCTTCC
TCAGCAGCGC

agagcactta
atccEtectg
cacaagatga
tctctctcte
gcacattggg

tgccccagaa

caactgaggc
ctctgacact
gatcacctgt
tectagectgg
ggtgtttgtt

cctgetctet
tgtggggaga

tgagccaagt

tectecette

¢ tccacccagt

acctg J
CCGGGGACCG
CCGGGCAGGA

CTGCGAGCCA

c<tgtg

cagtgtactg
ggctggc )
aaq:;ctqccc
tetctetete

ggaggggggyg
cccagagcga

caccaacttc
ggctctcacc
agagggcatg
ttactgggag

acccgaaggg

tececgtgaaat
tgtttgtggg

acctgtctgt
teectegtet
cagecececeeyg
gttagetge
CTGTCAGCAA

AGGGAATGTC
ACCAGAGACG

ag ¢

tectctctcae
ctcctcctga
ggagaccttg

aactcaagga
cttaggcaag

gggttggttyg
aataggaaga

gg tctgcccaca

ccctgattce
acacacacac
atagaaacca
cacactcggt
Cagte
gcaccctgcc

gggtggaagg
aatcacttag

Grhl3 108F

gaaagttctg

gagaaaagaqg

ceaectt
tccegttcag
ccaccccatc
acacacacac
gcattttectt
acttagtaaa
tcccagatga
tctccaacct
gagagttgac
ctaacaagac

aggggactca

Grh13 108R

atccaggatc

TATA Kutusu
tttccgggta gagaaggtoa cfATAARbag

cgagcgatga

Grhl3 52F

attttiecete

tagttctccc

gatggacaga

gtteccttece

Grhl3 52R

ccaccccctrce

acececctcaqg

Spl

gagcteegeec ccltgctggtg

TBN

agtcggcacc [[STGCTTCCA

AATCTCAACA
TGTGTCAGAG
GATCGCTGGA

TCCAAAGCGC
GAGAATTAAG
ACCTCGGAGA

ctaagaagga
ggccaaaagt

GCCAATCAGC
AACGTAGAGC
AGACGAGTGG
AGGAAG

Sekil 4.5: Grhil3 Promotoéru lzerinde EIf3 baglanma noktalari. 1kb promotor
sekansi Uzerinde (siyah/normal); kirmizi/normal punto ile gésterilmis olan nukleotidler
korunmus sekanslari, yesil/normal punto ile ifade edilenler EIf3 baglanma noktarini
isaret etmektedir. Siyah/kalin punto ile TATA kutusu, kirmizi/kalin punto ile korunmus
sekans Uzerindeki Sp1 baglanma noklari gdsterilmistir. Siyah/kalin punto ile isaret
edilen kare icindeki nukleotid transkripsiyon baslama noktasini (TBN) gostermektedir.
Promotor sekansi Uzerinde ayrica Grhl3_108 ve Grhl3_52 forward,reverseprimer

sekanslari isaret edilmigtir.
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4.6 Grhi3 Promotor Bolgesinin Elf3'e Bagl Reporter Aktivitesinin Belirlenmesi
ElIf3'Un GrhI3 aktivasyonunu nasil regule ettigini gormek amaciyla, lusiferaz
badimli reporter aktivitesi olgiimustir. 20ng EIf3 ile transfekte edilen NMuMG hicre
hattinda, transfeksiyonun gerceklesip gerceklesmedigini kontrol etmek amaci ile GFP
vektoru transfekte edilmistir. 48 saat inkibasyondan sonra lusiferaz aktiviteleri
Olculmastur. Elde edilen veriler dogrultusunda EIf3'Un, Grhl3 promotdrund 2 kat

aktive ettigi gosterilmistir.

1 EIf3
Hl vector

25 ok k ok

20

15+

10

Lusiferaz Aktivitesi

-
pGL4.10 pGrhl3

Sekil 4.6: EIf3 Aktivitesine Bagh Grhl3 ekpresyonu. pGL4.10 bos lusiferaz
vektorine gore sirasi ile pGrhl3 vektoru ve EIf3 ile indiklenmis vektdrin aktivasyon

seviyeleri gosterilmektedir. (**** p< 0,0001)
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4.6.1 EIf3'un Farkh Miktarlarda Grhl3 Promotoru uzerine etkisi

EIf3'Un farkli konsantrasyonlarda nasil davrandigini gérmek amaciyla sirasi
ile5ng, 10ng, 15ng, 20ng, 30ng, 40ng ve 50ng EIf3 plasmidi kullanilarak NMuMG
hicreleri transfekte edilmistir.48 saatlik transfeksiyondan sonra lusiferaz aktiviteleri
Olculdugunde, 20ng ve 30ng konsantrasyonlarinda en iyi aktive ettigibelirlenmigtir.
Dusuk konsantrasyonlarda ve yuksek konsantrasyonlarda ayni  etkiyi
gostermemektedir.Daha sonra yapilan transfeksiyonlarda 20ng kullaniimaya devam

edilmistir.

Lusiferaz Aktivitesi

5 10 15 20 30 40 50

EIf3 Konsantrasyonu (ng)

Sekil 4.7: Farkh Miktarlarda EIf3 Aktivitesine Baglh Grhi3 Promotor Aktivitesi.
Grafik, farkli konsantrasyonlardaki EIf3 transfeksiyonlarinda Grhl3'in degisen

lusiferaz aktivasyonlarini gostermektedir. (** p=0,0018 , *** p=0,0010)
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4.7 EIf3 Asiri Ekspersyonunda Grhi3 Ekspresyonunun Belirlenmesi

NMuMG hucrelerinde EIf3 asin ekspresyonu yapildiginda Grhl3 ekspresyon
seviyesinde herhangi bir farkliik olmamistir. Daha sonra MEF hlcre hattinda EIf3
asiri ekspresyonu ile Grhl3 aktivasyon seviyesi ol¢ulmustir. Kontrol grubuna gére,

EIf3'Un GrhI3 ekspresyonunu yaklagik olarak 3 kat arttirdigi belirlenmistir.

A) B)

Hl \/ektor
47 . Eif3 B Vekisr
41 mE Eif3

Ekspresyon Seviyesi
N
1
Ekspresyon Seviyesi
N
1

14
O‘J'L 0 -

Grhl3 Ekspresyonu Grhl3 Ekspresyonu

Sekil 4.8: EIf3 Asirit Ekspresyonunda Grhl3 Ekspresyonu. NMuMG hiicre hattinda
EIf3 asiri ekspresyonundan Grhl3 ekspresyon seviyesi degismemektedir (A). MEF
hicre hattinda EIf3 asiri eksprese edildiginde Grhl3 ekspresyon seviyesinin 3 kat

arttigi gérulmektedir (B).
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4.8 EIf3'un Susturulmasi Durumunda Grhl3 Ekspresyonunun Belirlenmesi

NMuMG hucre hattinda farkli siRNA'lar kullanilarak EIf3 geni susturulmus ve
oncelikle EIf3 ekspresyon seviyesibelirlenmigstir (sekil 4.9 A) Daha sonra EIf3'Un
susturuldugu  hicrelerde  Grhl3 ekspresyon seviyesi belirlenmistir.  EIf3
ekspresyonunun olmadigi kosulda, kontrol grubuna gore Grhl3 ekspresyon
seviyesinin yaksalik %80 oraninda azaldigi gosterilmistir (sekil 4.9 B).

A) B)
= 1.5
5 1° . i3 = . Ghi3
Q (O]
> >
> >
(O] — (]
c <
o o
> >
o 0.5 o
o [o8
(2] 0
4 4
L L
0.0~
60« NS SN
IR
NN ENY

Sekil 4.9: Elf3'in Susturulmasi Durumunda Grhl3 Ekspresyonu. Grafik tzerinde,
ElIf3 genini susturdugumuz NMuMG hattinda EIf3 ekspresyon seviyesinin kontrol
siRNA (scr) iceren gruba gore ekspresyon seviyeleri gosterilmigtir (A). Ayni siRNA'lar

kullanilarak EIf3'Un susturuldugu durumda Grhi3 seviyesi gosterilmigtir (B).
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4.9 Grhl3 Promotorii Uzerinde aktif EIf3 Baglanma Noktalarinin Belirlenmesi
GrhI3 promotor bdlgesi kesim enzimleri kullanilarak kisaltilmigtir. Olusturulan
yeni vekodrler, EIf3 ifade eden vektorle birlikte NMuMG hicrelerine transfekte
edildiktensonra lusiferazaktiviteleri Olgilmustir (Sekil4.10). Sekil 4.10'da sirasiyla
pGrhi3, pGrh3-XB, pGrhl3+TS, pGrhl3-PH ve pGrhI3-XP plazmidlerin, bog vektore
(pGL4.10) gore aktivasyon seviyerini ve Elf3'le induklenmis halleri gosterilmektedir.
pGrhi3, pGrh3-XB, pGrhl3+TS vektorlerinde hem promotdr aktivitesi gézlenmishem
de EIf3 tarafindan aktive edilmeye devam ettigi belirlenmistir. pGrhi3-PH ve pGrhl3-
XP vektorlerinde promotor aktivitesi gozlenmedidi icin, bu bdlgelerde bulunan EIf3
baglanma bdlgelerinin aktif baglanma bdlgeleri olup olmadigi konusunda belirsizlik

devam etmektedir, bu nedenle yorumlanamamistir.
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Sekil 4.10: GrhiI3 Promotorii Uzerindeki aktif EIf3 Baglanma Noktalari. Sekil
Uzerinde (solda) Grhl3 promotoér boélgesinin restriksiyon enzimleri ile kisaltilmasiyla
elde edilen yeni vektorler, grafikte (sagda) ise bu vektodrlerdeki promotoér aktivitesi ve
EIf3 transfeksiyonunda lusiferaz aktivasyonlari gosterilmistir. Beyaz noktalar
promotor sekansi Uzerindeki EIf3 baglanma noktalarini gostermektedir. Siyah kare ile
ifade edilenler sirasi ile TATA kutusu ve Sp1 sekanslaridir. Sekil Gzerinde promotori

kisaltma amaciyla kullanilan restriksiyon ezimleri de gdosterilmistir (Bsal, Psp14061)
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4.9 Kromatin immunopresipitasyonu (ChIP)

Grhl3 promotor bolgesi kisaltilarak EIf3'an  baglanma bolgeleri en aza
indirgenmeye calisiimistir. Sonug olarak elde ettigimiz en kiiglk promotor sekansi 8
adet EIf3 baglanma noktasi ayrica TATA ve Sp1 bdlgerlerini icermektedir. Bu
promotor bolgesini igceren plazmid pGrhl3+TS olarak tanimlanmigtir. Grhi3 promotoér
bolge uUzerindeki bu EIf3'Un olasi baglanma noktalari,EIf3 antikoru kullanilarak
gerceklestirilen kromatin immunopresipitasyonu (ChlP) yontemi ile de gosterilmistir.
Grhl3_52 ve Grhl3_108 bodlgelerinde (Sekil 3.5) EIf3 regulasyonunun oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.11: ChIP yontemi ile EIf3 - GrhIl3 promotorii iligkisinin gosterilmesi.
Sekil Gzerinde Grhl3 1kb promotér bolgesi ve bu bolgedeki Grhl3_52 ve Grhi3_108
forward, reverse primerlerinin yerleri gosterilmistir (A). Grafik Uzerinde iki farkl primer
kullanilarak (Grhl3_52 ve Grhi3_108), bu bdlgelerde EIf3 regulasyonunun Grhl3

ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (B).
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4.10 Bolgesel Yonlendirilmis Mutasyon

GrhI3 promotor bolgesi kisaltilarak aktivasyonu olgulmus ve olasi aktif EIf3
bagdlanma noktalari en aza indirilmigtir. Geriye kalan EIf3 noktalarindan hangisi veya
hangilerinin aktif EIf3 baglanma noktasi oldugunu bulmak icin sirayla bu noktalar
mutasyona ugratilip, aktivasyonun devam edip etmedigi denenesi gerekmektedir. Bu
tez kapsaminda oncelikle korunmus bdlgede bulunan ve TATA kutusuna en yakin iki
nokta (-186, -217) denenmistir. Bu noktalari mutasyona ugratmak igin tasarlanan
primerler ile nokta mutasyonu yapilmis, olusturulan yeni vektor hiicrelere transfekte
edilmistir. Daha sonra lusiferaz ile aktivasyonlari dlgulmustir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda segilen iki nokta da EIf3'Un aktif baglanma bolgeleri oldugunu
kanitlamaktadir. Grhl3 promotdri igeren vektdre gére hem vektor aktivasyonu
dismustir hem de EIf3 regllasyonunda ortaya ¢ikan ekspresyon artisi ortadan

kalkmistir.

Wt:5'-CCAAGTACCTGTCTGTATTTTTCCTCTAGTTCTCCCGTTC-3’

Mt (-186): 5-CCAAGTACCTGTCTGTATTTTggCTCTAGTTCTCCCGTTC-3'
Wt: 5-GATGAGATGGACAGAGATTTCCCTTTGAGCCAAGTACCTGT-3'

Mt (-217): 5-GATGAGATGGACAGAGATTggCCTTTGAGCCAAGTACCTGT-3'

3 ENfs

I vector

Lusiferaz Aktivitesi

Sekil 4.12: Bolgesel Yonlendirilmis Mutasyon ile aktif EIf3 baglanma
bodlgelerinin belirlenmesi. Transkripsiyon baslangi¢ noktasina goére -186 ve -217
lokasyonundaki iki EIf3 baglanma noktasi mutasyona ugratildiginda prromotér
aktivasyonu ve EIf3 aktivasyonu ortadan kalkmaktadir. (**** p<0,0001, **p=0,0018)
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5. TARTISMA

Epitelyal mezenkimal donlisum ve mezenkimal epitelyal donisum, yara

iyilesmesi, fibroz ve embriyongenez gibi kritik streglerde rol oynadigi kadar, son
yillarda yapilan calismalarda, kanser metastazinda da onemli bir yeri oldugu
gOsterilmigtir. EMT surecini kontrol eden snail, slug, zebl (Micalizzi ve ark., 2010)
gibi 6nemli transkripsiyon faktorlerinin MET surecinde de tersinir bir yol izleyerek bu
sureci regule ettigi bilinse de son vyillarda yapilan c¢alismalar yalnizca bu
mekanizmalarin MET sureci igin yeterli olmadigini ortaya koymustur. MET sureci
EMT'nin tersinir streci olmaktan ¢ok daha 6te, kendi basina kompleks bir sureci ifade
etmektedir. Yapilan birgok ¢alismada E-cadherin ekspresyonun EMT-MET surecinde
anahtar rol oynadigini; EMT surecinde azalirken, MET surecinde yeniden eksprese
oldugunu ortaya koymustur (Kim, Jackson ve ark., 2016). MET surecinde E-cadherin
ekspresyonun yeniden aktivasyonu kismen E-cadherin represorlerinin azalmasi ve
promotdrinden ayriimasi ile agiklanabilir. Sonug olarak bu da bize MET surecinin,
EMT’den ayri olarak, kendine 6zgi mekanizma ve dizenleyicilerinin olabilecegini ve

MET’i kontrol eden slirece 6zgun bir transkripyon aginin oldugunu distndurmektedir.

Daha 6nce EMT-MET modeli kullanilarak yapilan ¢alismalarda, Grhi3 ve Hnf4a
duzenleyicilerinin  E-cadherin ekspresyonunda ve MET surecinde anahtar rol
ustlendikleri belirlenmistir (Alotaibi ve ark.,2015). Bu tez kapsaminda, daha sonra
yapilacak olan EMT-MET c¢aligsmalarina 1sik tutmasi amaci ile, MET surecinde kritik
bir rol tstlenen GrhI3 geninin promotdr bdlgesi karakterize edilmistir. Boylelikle olasi
bir MET transkripsiyon yolagi belirlenecedi zaman Grhl3 promotdrinin nasil reglle

edildiginin bilinmesi, yapilacak galismalara yardimci olacaktir.

Genlerin promotor bolgelerinde, ifadelerini regule eden DNA dizileri bulunur.
Okaryotik hiicrelerde, 6zglil DNA bdlgelerinin RNA polimeraz |l tarafindan taninmasi
transkripsiyonun baglayabilmesi igin gereklidir. Polimeraz II'nin etkin bir bigcimde
transkripsiyonu basglatabilmesi icin en az 3 tane “cis-acting element” bulunur
(Buratowski ve ark., 1989; Sopta ve ark., 1989). Bunlar TATA kutusu, CAAT kutusu
ve enhansirlardir. ilgilendigimiz geni kontrol eden diger transkripsiyon faktdrlerinin
belirlenmesi, TATA, CAAT, Sp1 gibi promotdr elementlerinin iglevselliginin ortaya

konulmasi arastinlan genin, ilgili yolaklarda nasil bir fonksiyona sahip oldugunu
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belirlemede buylk 6nem tasimaktadir. Bu slre¢ esnasinda korunmus bdlgelerin
arastiriimasi promotor elementlerinin islevselligini kanitlamaya giden yolda yardimci
olmaktadir. Bu ytzden o6ncelikle promotér boélgesinin (1kb) korunmus sekanslarini
bularak, bu bdlgelerde promotdr elementlerinin varligi tespit edilmeye calisiimistir.
Yapilan biyoinformatik analizler dogrutusunda TATA (-289) ve Spl (-64)
elementlerine rastlanmigtir. Bu elementlerin aktif olup olmadigi gostermek, ayrica
promotdr bdlgesi Uzerindeki aktif en klguk sekansi belilemek amaci ile promotoér
bdlgesini kisaltarak aktivasyonunun devam edip etmedigi incelenmistir. TATA ve
Sp1'l promotor bolgesinden uzaklastirdigimizda, her hangi bir promotor aktivasyonu
gorulmememistir. Ancak bu iki element birlikte oldugunda, Grhl3 promotoru
aktivasyon gostermektedir. Boylelikle TATA ve Sp1 elementlerinin Grhi3 promotoér
aktivasyonu igin gerekli oldugu gosterilmistir ve promotor bolgesi kisaltildiginda
transkripsiyon baslangi¢c noktasindan dnce 361bp'lik bir bolumuin promotor aktivitesi
icin yeterli oldugu gosteriimistir. Daha sonra yapilan biyoinformatik analizler
sonucunda Grhl3 promotérine baglanan pek ¢ok transkripsiyon faktérine
rastlanmistir. Bunlar icerisnde Oct1, ETS ve Pax4 faktorleri en ¢ok korelasyon
goOstenler olarak belirlenmigtir. Daha 6nceki yapilan galismalar bir ETS ailesi Uyesi
olan EIf3 ve GrhI3 iligkisine dedinigsmigtir. Yapilan bir c¢alismada keratinosit
diferensiyasyonunda gorevli RIPK4 dizenlenmesinde downstreaminde Grhl3, IRF6
ve ELf3 iligkisi tanimlanmistir (Scholz ve ark., 2016). Bu sebeplerden dolayi bu tez
kapsaminda EIf3'Uin GrhI3 promotérini nasil regiile ettiigi arastirilmistir. Oncelikle
NMuMG hdcre hattinda, EIf3 asirn ekspresyonunda Grhl3 ekspresyonu yapilmistir ve
GrhI3 ekspresyonunda her hangi bir degisiklik goralmemigti. NMuMG hucreleri
epitelyal hicreler olduklari i¢in EIf3'Un asiri eksprese edilmesi bu hicreler i¢in Grhl3
ekpresyonunu degistirmedigi dusunulmektedir. Ayni asiri ekspresyon deneyi
mezenkimal hucreler olan MEF hucrelerine uygulandigr zaman EIf3 asir ekprese
oldugunda Grhl3 ekspresyonun da U¢ kata kadar arttigi goralmustir. Bu durum
EIf3'n mezenkimal hucrelerde Grhl3 ekspresyonu arttirdigini disindurmektedir.
Daha sonra EIf3 susturuldugunda Grhl3 ekspresyonunun %80'e varincaya kadar
azaldigi tespit edilmigtir. EIf3'4n tam olarak hangi nokta veya noktalara baglandigini
bulmak amaci ile dncelikle biyoinformatik olarak Grhl3 promotéru Gzerinde baglanma

noktalari belirlenmistir. Daha sonra promotor boélgesi kisaltilarak aktif EIf3 baglanma
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noktalari arastirilmistir. Elde edilen, en kiiguk promotor bolgesini iceren pGrhiI3+TS
vektoru udzerinde 8 adet EIf3 baglanma noktasi bulunmaktadir. ChlP yontemi ile de
bu bdlgede EIf3 aktivasyonu oldugu dogrulanmistir. ChlIP primerlerinin yerlesim
yerleri ve korunmus bolgeler esas alinarak TATA'ya en yakin konumda bulunan iki
ElIf3 baglanma noktasi mutasyon vyapimak Uzere belirlenmistir. Bodlgesel
yonlendirilmis mutasyon teknigi ile bu iki nokta mutasyona ugratiimis ve NMuMG
hicrelerine transfekte edildikten sonra lusiferaz aktiviteleri olculmustir. Elde edilen
veriler dogrultusunda hem promotér hem de EIf3 aktivasyonunun ortadan kalktigi
gozlemlenmistir. Sonug olarak EIf3, GrhI3 promotorini regule ederken bu iki noktaya
baglanmaktadir. Daha sonraki ¢alismalarda diger EIf3 baglanma nokalarinin da aktif

olup olmadigi denenecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

1.

10.

Grhl3 promotor bdlgesi (1kb) insan, fare, inek ve kopek turlerinde
karsilastirildiginda 3 korunmus sekanslara rastlanmaktadir.

Elde edilen korunmus sekanslar Uzerinde TATA ve Sp1 gibi promotoér
elementlerine rastlanmistir.

Grhl3 promotoru (1kb), bos vektore gore yaklasik olarak 7 kat aktivite
gOstermektedir.

Promotor bolge uUzerinde enzimsel kesimlerle kisaltmalar yapip, promotor
bolgesi Uzerindeki en kuguk aktif sekansi (minimal promotor) tespit edilmistir (-
361).

Tespit edilen GrhIi3 minimal promotéri TATA kutusu ve Sp1 sekanslarini
icermektedir.

Biyoinformatik analizler sonucu Grhl3 promotoruyle iligkili olan pek ¢ok
transkripsiyon faktori saptanmisgtir. Bu faktorler arasindan korunmus
sekanslar Gzerinde bir gok baglanma bdlgesine sahip olan EIf3 transkripsiyon
faktorina secilmis ve Grhl3 ile olan ilgisini arastiriimistir.

EIf3'n Grhl3 promotoru Uzerinde 17 farkli baglanma noktasi (GGAA)
bulunmustur.

EIf3'Un GrhI3 promotoru Uzerindeki lusiferaz aktivasyonu incelenmistir ve 2 kat
aktive ettigi gorulmastar..

NMuMG hicre hattinda EIf3 asiri ekspresyonunda Grhl3 ekspresyon seviyesi
degismemektedir fakat mezenkimal kdkenli olan MEF hucre hattinda EIf3 asiri
eksprese edildiginde Grhl3, yaklasik 3 kat daha fazla eksprese olmaktadir. Bu
durum mezenkimal hicrelerin EIf3 ile indUklendikleri zaman Grhi3
ekspresyonu arttirdigini dastndirmektedir. Daha sonraki calismalarda EIf3
asirn ekspresyonunda Grhl3 ekspresyon seviyesinin, farkli mezenkimal ve
epitelyal hucre hatlarinda arastiriimasi dastunulmektedir. Ayrica mezenkimal
hicre hatlarinda EIf3 asin  eskpresyonunda e-cadherin gibi MET
regulatorlerinin  ekspresyon  seviyelerinin  arastirimasi, bu  sdUrecin
aydinlatiimasina katki saglayacaktir.

Elf3'Un susturulmasi durumunda Grhl3 ekspresyonu yaklasik %80

azalmaktadir.
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11.Grhl3 promotoru kisaltilarak EIf3'Gn aktif baglanma noktalari en aza
indirilmeye calisiimig ve son olarak 8 adet baglanma bdlgesinin bulundugu
pGrhi3+TS vektdru elde edilmistir.

12.EIf3'Gn baglanabilecegi dusunullen olasi bolgeler ChIP ydntemi ile tekrar teyit
edilmistir.

13.Korunmus bdlge Uzerinde bulunan, mutasyon ve ChIP ile dogrulanmis, iki adet
ElIf3 baglanma noktasi mutasyonla denenmigtir. EIf3'Gn en az bu iki noktaya
bagdlandi§i tespit edimistir. Daha sonraki galismalarda pGhri3+TS vektoru

uzerinde bulunan diger EIf3 baglanma noktalar da mutasyona ugratilacaktir.
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